
UFRRJ 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS EXATAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

 

 

 

 

DISSERTAÇÃO 

 

 

 

Síntese e avaliação da atividade anticolinesterásica de novos 
derivados do produto natural harmana. 

 

 

Marcela Cristina Oliveira Nogueira 

2013 

 

 

 

 

 

 

 



 

	
   ii 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS EXATAS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

 
 

SÍNTESE DE AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERÁSICA 
DE NOVOS DERIVADOS DO PRODUTO NATURAL HARMANA. 

 

 

 

MARCELA CRISTINA OLIVEIRA NOGUEIRA 

 

 

Orientador 

Dr.Victor Marcos Rumjanek – UFRRJ 

Co-Orientadores 

Dr. Arthur Eugen Kümmerle - UFRRJ 

Dr. Jochen Junker - FioCruz 

 

 

Dissertação submetida como requisito 
Parcial para obtenção do grau de 
Mestre em Ciências, no Curso de Pós-
Graduação em Química Área de 
concentração Química Orgânica. 

 

Seropédica, RJ 

Março de 2013 

 

 



 

	
   iii 

UFRRJ / Biblioteca Central / Divisão de Processamentos Técnicos 



 

	
   iv 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS EXATAS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

 
 

MARCELA CRISTINA OLIVEIRA NOGUEIRA 

 

Dissertação submetida como requisito Parcial para obtenção do grau de Mestre em Ciências, 
no Curso de Pós-Graduação em Química Área de concentração Química Orgânica  

 

DISSERTAÇÃO APROVADA EM   ____/____/_______ 

 

 

 

Dr. VICTOR MARCOS RUMJANEK - UFRRJ 

(Orientador) 

 

 

 

Dr. DOUGLAS SIQUEIRA DE ALMEIDA CHAVES - UFRRJ  

 

 

 

Dra. CLÁUDIA JORGE DO NASCIMENTO - UNIRIO 

 



 

	
   v 

AGRADECIMENTOS 

Aos meus pais Graça e Miguel pela educação, apoio, amizade, brigas e cobranças ao 

longo de toda a minha vida. A eles devo tudo e sei que cada segundo ao lado deles é 

importante para minha formação pessoal e profissional. 

Ao meu orientador, Dr. Victor Marcos Rumjanek, pela recepção e amizade com que 

me recebeu na UFRRJ desde o primeiro momento, mas principalmente pela confiança 

depositada e os conselhos dados. 

Ao meu co-orientador, Dr. Arthur Eugen Kümmerle, pela recepção no laboratório, 

orientação, esforço e apoio dedicados a este trabalho. 

Ao meu co-orientador, Dr. Jochen Junker, pela orientação, amizade e companheirismo 

ao longo desses anos. 

Aos professores da pós-graduação, em especial à  profa. Rosane pela disposição em 

ajudar-me sempre, pela amizade, preocupação e cuidados dedicados. 

À minha irmã Janaína, cuja amizade e companheirismo foram essenciais ao longo 

destes anos, me ensinando sempre que a distância, embora amargure um pouco o coração com 

a saudade, não é suficiente para separar pessoas que se amam.  

Aos amigos Cristina Costa e Silva e Paulo Baía pela amizade, carinho, dedicação e 

preocupação com minha trajetória pessoal e profissional. 

Aos meus amigos Carolina Passos, Sabrina Neves, Aline Figueira, Paolla Linhares, 

Vinícius Gonçalves, Daniel Rosa, Cristiane Frauches e Mariana Albuquerque  pela ajuda na 

elaboração desta dissertação, pelo apoio e amizade tanto em ambiente profissional como 

pessoal. Todos os momentos juntos foram essenciais para que eu adotasse a “Rural” como 

minha segunda casa.  

À Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pela disponibilidade para a 

concretização deste trabalho. 

À CAPES pelo fornecimento da bolsa. 



 

	
   vi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A tarefa não é tanto ver aquilo que ninguém viu,  

mas pensar no que ninguém ainda pensou 

 sobre aquilo que todo mundo vê”. 

 

(Arthur Schopenhauer) 



 

	
   vii 

 

 

RESUMO 

Nogueira, Marcela Cristina Oliveira. SÍNTESE E AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

ANTICOLINESTERÁSICA DE NOVOS DERIVADOS DO PRODUTO NATURAL 

HARMANA. 2013. Dissertação (mestrado em Química Orgânica). Instituto de Ciências 

Exatas, Departamento de Química, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 

RJ, 2013. 

O aumento da expectativa de vida é uma ocorrência mundial que mostra o relativo sucesso da 

política de saúde pública, e o Brasil está entre os países onde as pessoas estão vivendo por 

mais tempo e com melhor qualidade de vida. No entanto, o aumento da expectativa de vida 

tem um efeito negativo: o aparecimento de doenças degenerativas típicas de idades mais 

avançadas, incluindo várias formas de demência, como a doença de Alzheimer (DA). A DA é 

uma doença irreversível e progressiva, caracterizada pela deterioração neuronal que resulta 

em perda de funções cognitivas como memória habilidades de comunicação, julgamento e 

raciocínio. Donepezil, rivastigmina e galantamina são medicamentos utilizados para o 

tratamento da doença de Alzheimer e agem inibindo a acetilcolinesterase (AChE)  

reversivelmente. Evidências sugerem que a enzima butirilcolinesterase (BChE), intimamente 

relacionada com a AChE, desempenha um papel significativo na DA, porque está envolvida 

em funções neurais, como a co-regulação da neurotransmissão colinérgica e não colinérgica. 

O objetivo deste trabalho foi fornecer novas substâncias com ação anticolinesterásica 

utilizando β-carbolinas derivadas do produto natural harmana, e realizar um estudo cinético 

para determinar o perfil de inibição das enzimas AChE e BChE. Inicialmente, a realizou-se 

uma triagem com sete derivados  β-carbolínicos. Posteriormente, fez-se a avaliação cinética 

empregando o método de Ellman. Todos apresentaram um forte perfil inibitório 

anticolinesterásico, tanto para a AChE e BChE e uma inibição não competitiva reversível. 

Palavras-chave: Doença de Alzheimer, β -carbolina, colinesterase, cinética enzimática. 
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ABSTRACT   

 

 The increase in life expectancy is a worldwide occurrence that shows the relative 

success of public health politics, and Brazil is among the countries where people are living 

longer and in better physical health. However, the increase in life expectancy has a negative 

effect: the appearance of degenerative diseases typical of old age, including several forms of 

dementia, such as Alzheimer’s Disease (AD) that is certainly the most important. It is an 

irreversible and progressive disease characterized by neuronal deterioration that results in loss 

of cognitive functions such as memory, communication skills, judgment and reasoning. 

Donepezil, rivastigmine and galantamine are medicines used for the treatment of AD and act 

reversibly inhibiting acetylcholinesterase (AChE). Evidences suggest that the enzyme 

butyrylcholinesterase (BChE), closely related to AChE, plays a significant role in AD because 

it is involved in neural functions such as cholinergic co-regulation and non-cholinergic 

neurotransmission. The aim of this research is to provide new substances with 

anticholinesterase action by using ß-carboline derivatives from the natural product harmane 

and carry out a kinetic study to determine the inhibition profile of the enzymes AChE e 

BChE, which could help in the discovery of new compounds which could be useful in the 

treatment of AD. Firstly, a screening was carried out with seven ß-carboline derivatives. In a 

second stage, a kinetic investigation, employing Ellman’s method, was carried out with these 

compounds and all of them presented high anticholinesterase action for both AChE and 

BChE. All seven derivatives presented a non-competitive reversible inhibition. 

 

Keywords: Alzheimer's disease, β-carboline, cholinesterase, enzyme kinetics.
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1 - INTRODUÇÃO 
 
 A doença de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de demência senil progressiva e 

irreversível, causada pela deterioração neuronal e manifesta-se inicialmente por alterações da 

memória recente. Com a progressão da doença outros sintomas aparecem, tais como confusão 

mental, mudanças de humor e irritabilidade. As funções cognitivas superiores como a 

linguagem, a orientação e a capacidade de julgamento e raciocínio são severamente afetadas. 

Por fim, as funções vitais são perdidas, levando o indivíduo à morte. (MÖLSÄ et al., 1986; 

WALDEMAR et al., 2007) . 

A prevalência da doença é inferior a 1% em indivíduos com idade entre 60 e 64 anos, 

mas mostra um incremento percentual quase exponencial com o aumento da idade, de modo 

que em pessoas com 85 anos ou mais, a incidência está entre 24% a 33% dos pacientes. Em 

2001, mais de 24 milhões de pessoas possuíam a doença, um número que deverá duplicar a 

cada 20 anos até 81 milhões em 2040 devido ao aumento previsto da expectativa de vida 

(FERRI et. al., 2005).  

Apesar dos muitos esforços realizados para tentar esclarecer as causas da DA, pouco 

sabe-se sobre seu desenvolvimento (ORHAN et al., 2007). Dentre os vários mecanismos 

patogênicos envolvidos no processo, a formação das placas senis ou neuríticas e a formação 

dos novelos neurofibrilares são os marcadores histopatológicos desta doença (Figura 1). 

 

 
 

Figura 1: Placa senil e emaranhado neurofibrilar no córtex cerebral na Doença de 
Alzheimer. (ORHAN, 2007). 

 A perda de neurônios colinérgicos provoca distúrbios em regiões de extrema 

importância para a formação da memória e o processo de cognição, devido a diminuição da 

Placa senil Emaranhado neurofibrilar 
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acetilcolina (ACh) no cérebro. Por esta razão, uma das estratégias para o tratamento dessa 

doença é a utilização de medicamentos inibidores da acetilcolinesterase (AChE), tais como 

donepezil, galantamina e rivastigmina, que agem inibindo a acetilcolinesterase (AChE). 

Estudos indicam que a inibição da butirilcolinesterase (BChE) também aumenta os níveis de 

ACh no cérebro, melhorando o desempenho cognitivo em ratos, o que torna importante a 

busca por inibidores duais (DEMARIN, 2011). 

 Os alcalóides β-carbolínicos vêm sendo descritos devido às várias ações 

farmacológicas sobre o sistema nervoso central (SNC), atuando como neurotransmissores e 

neuromoduladores. São descritas interações com os receptores da dopamina e com os 

sistemas neurotransmissores da serotonina tais como, receptores benzodiazepínicos e ácido γ-

aminobutírico (GABA) (CALLAWAY et al., 1994).  Tais compostos são ainda potentes 

inibidores das enzimas topoisomerase e monoaminoxidase (MAO) (BUCKHOLTZ, 1980; 

AIRAKSINEN  & KARI, 1981; HUSBBAND  et al., 2001).  

 Estudos recentes mostram também que estes compostos possuem afinidade pelas 

enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (GEISSLER et al., 2010; TORRES et al., 

2012). Com isso, esta pesquisa pretendeu fornecer novas substâncias com ação 

anticolinesterásica utilizando derivados β-carbolínicos do produto natural harmana, além de 

avaliar, através dos estudos cinéticos, o tipo de inibição das enzimas AChE e BChE, afim de 

desenvolver novos compostos que possam ser úteis no tratamento  dos sintomas da  DA.  

 

2  - REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 - A  Doença de Alzheimer 
 
 O aumento da expectativa de vida é um fenômeno mundial que mostra o relativo 

sucesso das políticas de saúde pública, porém, isso tem como efeito negativo o aparecimento 

de doenças degenerativas típicas de idades mais avançadas, como a Doença de Alzheimer 

(DA). As taxas de incidência de DA têm mostrado grande variabilidade. Dados de 2001 

mostraram que a prevalência de paciente com DA variaram de 3,2 por cada 1.000 pessoas-ano 

na Índia a 25,2 por cada 1.000 em Indianópolis nos EUA (CHANDRA et al., 2001; 

HENDRIE et al., 2001).  No Brasil, A prevalência de demência na população com mais dos 

65 anos, observada em 2001, foi de 7,1%, sendo que a DA foi responsável por 55% dos casos 

(HERRERA et al., 2002). Já em 2003, A taxa de incidência foi 7,7 por 1.000 pessoas-ano no 

estado de São Paulo (NITRINI et al., 2004) e 14,8 por 1.000 pessoas-ano no Rio Grande do 

Sul em 2008 (CHAVES et al., 2009). A população de idosos (idade > 60 anos) neste mesmo 
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ano era de cerca de 18,7 milhões de pessoas, 1,3 milhões destes sofriam alguma forma de 

demência sendo quase 800 mil casos confirmados da DA (CRI, 2008). 

O mal de Alzheimer é considerado um grande problema de saúde, devido ao enorme 

impacto causado ao indivíduo, à família, ao sistema de saúde e à sociedade como um todo, 

uma vez que, quase a metade dos pacientes é internada em instituições de saúde e o restante, 

recebe tratamento em casa, envolvendo em seus cuidados, familiares e amigos (FRANCIS et 

al.,1999; ZIMMERMAN & SOREQ, 2006). Gastos com tratamentos médicos 

(medicamentos, casas de saúde, enfermaria doméstica), gastos indiretos dada a menor 

produtividade do paciente e das pessoas envolvidas em seu cuidado, bem como a necessidade 

de longos tratamentos e os efeitos colaterais associados aos medicamentos utilizados na 

terapêutica atual, justificam a busca por novos compostos úteis, mais eficazes e mais 

acessíveis para o tratamento da DA .   

A doença foi descrita pela primeira vez em 1907 pelo médico alemão Alois Alzheimer 

que diagnosticou um quadro de doença progressiva em uma mulher de 51 anos que já sofria 

com os sintomas há quatro anos e meio. Em 1910, Kraepelin denominou o  quadro clínico 

como Doença de Alzheimer (DA) (FREITAS, 2002).    

Geralmente, a DA dura cerca de 8 a 10 anos desde os primeiros sintomas até a morte. 

As regiões do cérebro como hipocampo e córtex cerebral, que estão associadas às funções 

mentais como reconhecimento de estímulos sensoriais, memória e pensamento abstrato, são 

as mais afetadas pelas alterações bioquímicas causadas pela DA (DEMARIN, 2011; 

VIEGAS, 2004). 

Morfologicamente, a DA caracteriza-se pelo acúmulo de um peptídeo chamado β-

amilóide A-42 (Aβ), que é um fragmento de uma proteína β-amilóide maior (β-APP), 

existente normalmente no cérebro humano. Os níveis elevados desse peptídeo resultam em 

agregação, formando placas e levando a perda de neurônios (HARDY & ALLSOP, 1991; 

HAASS, 1992; MUDHER & LOVESTONE, 2002). Em 2009, esta teoria foi atualizada, 

sugerindo que a própria proteína β-amilóide, e não o peptídeo Aβ é o responsável principal 

pela DA (NIKOLAEV et al., 2009). Já os emaranhados neurofibrilares, são pequenos novelos 

protéicos que acumulam-se no citoplasma do neurônio. Esses novelos são formados pela 

proteína tau, que é componente dos microtúbulos neuronais. A Tau tem como função regular 

os microtúbulos através do seu nível de fosforilacão. A hiperfosforilação da tau diminui sua 

afinidade pela tubulina, uma proteína componente dos microtúbulos. Com isto, há a 

desagregação do microtúbulo e agregação das proteínas Tau np citoplasma do neurônio, 

dando origem aos novelos neurofibrilares (Figura 2). 
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Figura 2: Cascata envolvida na patologia e potenciais biomarcadores da DA. (Adaptado 
de Anoopi, 2010.)  

 

 Embora ainda não exista cura, algumas substâncias são úteis para o retardo da 

deterioração cognitiva da DA (KATALINIC et al., 2010). Uma das abordagens mais úteis no 

projeto de descoberta do fármaco para o tratamento da DA é baseado no desenvolvimento de 

inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE). Sabe-se que a perda de neurônios 

colinérgicos provoca distúrbios em regiões de extrema importância para a formação da 

memória e o processo de cognição, devido a diminuição da acetilcolina (ACh) no cérebro. Os 

avanços obtidos na compreensão da evolução e das razões moleculares da gênese da DA têm 

demonstrado que o uso de inibidores da AChE pode ser uma das formas mais eficientes de 

controle da evolução da doença (VIEGAS, 2004; KATALINIC et al., 2010).  
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2.2 -  Enzimas 
 
2.2.1 - Aspectos gerais 

 

Enzimas são catalisadores biológicos específicos, que em geral são constituídas por 

aminoácidos (com exceção das ribozimas). Atuam por diminuir a energia de ativação (∆G≠) 

necessária para que uma reação aconteça. A figura abaixo, ilustra o diagrama de energia de 

uma reação catalisada e de outra não catalisada por enzimas. Sendo a velocidade de uma 

reação inversamente proporcional ao valor de sua energia livre de ativação, 

conseqüentemente, as enzimas aumentam a velocidade de uma reação. Isso pode ocorrer na 

ordem de 106 a 1012 vezes mais do que em uma reação não catalisada (BERG et al., 2002). 

 

Figura 3: Diagrama energético de uma reação catalisada e de uma reação não 
catalisada. ∆G≠  = energia livre de ativação e ∆G0 = variação de energia 

livre. (www.biorom.uma.es) 

 

 As enzimas são fundamentais para qualquer processo bioquímico. Agem em 

sequências organizadas, catalisando centenas de reações sucessivas onde seus substratos são 

modificados, o que possibilita a síntese de macromoléculas complexas a partir de moléculas 

precursoras simples. De maneira geral, as enzimas possuem três propriedades distintas que 

permitem que elas exerçam um papel central na promoção e regulação dos processos 

bioquímicos (BERG et al., 2002; NELSON & COX, 2002). São essas propriedades:  

1 - Condições reacionais favoráveis. A atividade de cada enzima é dependente do pH, da 

temperatura, da presença de co-fatores ou coenzimas (quando requeridas) e das concentrações 

de substratos e produtos; 
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2 - Elevada especificidade da reação; 

3 - Capacidade de regulação da concentração e da atividade, que permite o ajuste do 

metabolismo de forma a produzir uma atuação harmoniosa das muitas diferentes atividades 

necessárias para a manutenção da vida. 

 O estudo das enzimas tem uma grande importância prática. Em algumas doenças, 

especialmente nas desordens genéticas, podem ocorrer deficiências ou mesmo a ausência total 

de uma ou mais enzimas. Outras condições anormais também podem ser causadas pela 

excessiva atividade de uma enzima. Muitos fármacos exercem seu efeito biológico por meio 

de interações com as enzimas. Contudo, a importância das enzimas não se dá apenas na área 

medica, mas também na indústria química, no processamento de alimentos e na agricultura 

(NELSON & COX, 2002).  

 A catálise enzimática é essencial para os sistemas vivos. Sob condições biológicas 

relevantes, as reações não catalisadas tendem a ser lentas. Além disso, muitas reações 

bioquímicas comuns envolvem eventos químicos que são desfavoráveis no ambiente celular, 

tais como: a formação de intermediários carregados ou a colisão de duas ou mais moléculas 

com a orientação precisa necessária para que ocorra a reação. Por estes motivos, sem o 

processo de catálise,  as reações necessárias para a manutenção da vida, como por exemplo, a 

digestão dos alimentos, os envios de sinais através dos nervos e a uma simples contração 

muscular, não ocorreriam com velocidade útil (NELSON & COX, 2002).  

 A atividade catalítica depende da integridade física e química da enzima, ou seja, da 

integridade das estruturas protéicas primária, secundária, terciária e quaternária. Se uma 

enzima é desnaturada ou dissociada em subunidades, a atividade catalítica geralmente é 

destruída. Se uma enzima é degradada em seus aminoácidos constituintes, a sua atividade 

catalítica é sempre destruída. (NELSON & COX, 2002).  

 As reações catalisadas pelas enzimas (E) são caracterizadas pela formação de um 

complexo (ES) entre o substrato (S) e a enzima em uma região específica chamada de sítio 

ativo, representado na Figura 4. Esta interação entre E e S ocorre por interações 

intermoleculares (ligações hidrogênio, interações iônicas, hidrofóbicas, entre outras) e 

promove a formação do estado de transição de menor energia, o que consequentemente 

aumenta a velocidade da reação. (BERG et al., 2002). 
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Figura 4: Formação do complexo enzima-substrato. (www.portalsaofrancisco.com.br) 

 

Algumas enzimas possuem um sítio peculiar (sítio alostérico) que permite que 

moléculas pequenas se liguem e provoquem mudanças conformacionais no sítio ativo. Tal 

mudança pode tornar o sítio ativo mais ou menos ativo e influenciar a cinética enzimática 

(DEVLIN, 2007).  

Mecanismos de reações detalhados têm sido propostos para muitas enzimas e os 

estudos de cinética enzimática são de extrema importância para a elucidação dos mesmos. A 

maioria das enzimas tem algumas propriedades cinéticas comuns, e estas seguem o modelo de 

Michaelis-Menten (MICHAELIS & MENTEN,  1913) onde a enzima (E) se combina com o 

substrato (S), formando o complexo enzima-substrato (ES), o que pode prosseguir para 

formar o produto (P) ou dissociar em enzima (E) e substrato (S), como ilustra o Esquema 1. 

Muitas enzimas, contudo, não correspondem a este modelo cinético, pois apresentam 

múltiplos sítios regulatórios como, por exemplo, as enzimas alostéricas.  

                                   

Esquema 1: Modelo de Michaelis-Menten. (www.portalsaofrancisco.com.br) 

 

A velocidade V0 de formação do produto é dada pela equação de Michaelis - Menten 

(EQ.1), onde Vmáx é a velocidade em condições de saturação, isto é, todas as moléculas de 

enzimas estão na forma de complexo ES. A medida que concentração do substrato é 

aumentada, a velocidade catalítica da enzima aumenta de forma hiperbólica, aproximando-se 

de uma velocidade máxima. KM é a constante de Michaelis-Menten, numericamente igual à 

concentração de substrato que corresponde à metade da Vmáx de uma determinada enzima 

(BERG et al., 2002). 
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A equação (EQ.1) é caracterizada pelo gráfico de Michaelis - Menten (Figura 5), 

composto por V0 contra [S], onde é possível obter os valores de KM  e Vmáx. (BERG et al., 

2002). 

 

Figura 5: Gráfico de Michaelis-Menten. (www.portalsaofrancisco.com.br) 

 

Valores pequenos de KM  refletem a afinidade elevada da enzima pelo substrato e, 

portanto, atingirá a máxima eficiência catalítica em baixas concentrações de substrato. Pela 

construção do gráfico de Michaelis-Menten é possível calcular valores aproximados de KM e 

VMAX. Com o objetivo de obter valores precisos, Lineweaver e Burk inverteram a equação de 

Michaelis-Menten (LINEWEAVER & BURK, 1934), dando origem à equação de Lineweaver 

e Burk (EQ.2) (BERG et al., 2002). 

 

Através desta equação, pode-se obter um gráfico de 1/V0 contra 1/[S], chamado de 

traçado de Lineaweaver e Burk ou duplo recíproco (Figura 6), que fornece uma linha reta 

interceptando o eixo y, caracterizado por valores de 1/Vmáx , e uma inclinação de kM/Vmáx . O 

intercepto no eixo x é -1/kM.  

0 
(EQ.1) 

(EQ.2) 
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Figura 6: Gráfico de Lineaweaver e Burk. 
(Fonte:www.themedicalbiochemistrypage.org) 

 

2.2.2 - Processos de inibição enzimática 
 
Os inibidores enzimáticos são substâncias que interferem na catálise, diminuindo ou 

parando as reações enzimáticas. Como as enzimas catalisam praticamente todos os processos 

celulares, os inibidores enzimáticos são empregados como reguladores das vias metabólicas, 

tendo assim diversas aplicabilidades. Pode-se citar como exemplo de inibidores comerciais 

diversos fármacos, conservantes de alimentos e venenos. O estudo dos inibidores enzimáticos 

pode fornecer informações valiosas sobre os mecanismos enzimáticos e também pode ajudar a 

definir diversos caminhos metabólicos. (NELSON & COX, 2002). 

Os processos de inibição enzimática estão divididos em dois tipos, inibição reversível 

e inibição irreversível. A diferença básica entre estes tipos está na formação do complexo 

enzima-substrato, isto é, na estabilidade gerada pela ligação do substrato com a enzima 

(CAMPOS, 1999; BISSWANGER, 2008).  

 

 2.2.2.1 - Inibidores reversíveis  
 
 Os inibidores reversíveis interagem de forma não-covalente com a enzima, formando 

um complexo em um sistema em equilíbrio (EI). A enzima, com isso, apresenta um grau 

definido de inibição, que é dependente das concentrações da enzima e dos reagentes no meio 

(inibidor e substrato) (CAMPOS, 1999). A afinidade de um inibidor por uma enzima pode ser 

representada pela constante de inibição (Ki) (Esquema 2) 
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Onde, 

 

Esquema 2: Interação entre uma enzima e seu inibidor, e a equação representativa de ki 
para formação do complexo enzima-inibidor. (Adaptado de MARQUES, 2008) 

 

Entre os inibidores reversíveis distinguem-se três tipos de inibição, a inibição 

reversível competitiva, não-competitiva e incompetititva e a estimativa de Ki varia de acordo 

com o tipo de inibição. Em todos os casos, quanto menor for o valor de KI, mais fortemente o 

inibidor se liga à enzima. Sendo assim, Os valores de KI tornam-se úteis para avaliar o 

potencial inibitório de diferentes compostos (PRATT & CORNELY, 2006). 

 

2.2.2.1.1 - Inibidores competitivos 
 

Os inibidores competitivos competem com o substrato pelo centro ativo da enzima, 

por serem estruturalmente semelhantes ao substrato (Esquema 3). Os inibidores competitivos 

produzem um complexo enzima-inibidor semelhante ao complexo enzima-substrato, porém 

cataliticamente inativo. Como o processo é reversível, a simples adição de substrato pode 

deslocar o equilíbrio de modo a favorecer a formação do complexo enzima-substrato (ES) e 

diminuir a probabilidade de um inibidor se ligar a enzima (CAMPOS, 1999; NELSON & 

COX, 2002).  

 

Esquema 3: Mecanismo de uma inibição reversível competitiva. (MARQUES, 2008). 

 

 A velocidade inicial da reação é proporcional à concentração do complexo enzima-

substrato (ES) no modelo estacionário. Desse modo, em uma concentração fixa de inibidor 

que esteja abaixo da saturação da enzima, pode-se esperar que na presença de uma 

concentração de substrato muito alta (saturante), todas as enzimas podem ser levadas a formar 
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INTRODUÇÃO

Os biossensores são sensores modificados com material biológico 
intimamente ligado à superfície de um transdutor.1,2 Quando este material 
é uma enzima, estes sensores são denominados biossensores enzimáticos, 
que, entre outros, podem fazer uso da atividade enzimática como sinal 
analítico a ser monitorado.3,4 Dentre os variados tipos, merecem destaque 
aqueles em que o monitoramento do analito é baseado no princípio de 
inibição da enzima, na qual a atividade é medida antes e após a inibição. 
Este processo é efetuado pela exposição da enzima a um inibidor especí-
fico, por um determinado tempo, sendo que a porcentagem de inibição 
sofrida pela enzima está quantitativamente relacionada com a concen-
tração deste agente inibidor.5 Estes biossensores têm sido empregados 
em diversas áreas do conhecimento, como medicina, biologia, química, 
física e farmácia, bem como em distintos setores de aplicação, tais como 
monitoramento ambiental, medicina, setor militar, industrial e de saú-
de.6-9 A grande aplicabilidade está relacionada às vantagens referentes 
aos biossensores, podendo-se destacar: sensibilidade, respostas rápidas 
e baixo custo, alta especificidade, detecção de baixas concentrações do 
analito, número variável de enzimas disponíveis comercialmente, além 
de uma variedade de metodologias empregadas na construção destes 
sensores biológicos. A tecnologia atualmente empregada na construção 
de transdutores eletroquímicos, aliada aos diversos métodos analíticos 
descritos na literatura, vem colaborando sobre-maneira com o fortale-
cimento desta área específica de biossensores.10-14

Várias enzimas vêm sendo empregadas na construção destes 
sensores, podendo ser citadas colinesterases, ureases e tirosinases, 
dentre outras, em arranjos simples ou multi-enzimáticos, fazendo uso 
de distintos transdutores, como os amperométricos, conductimétricos 
e ópticos.15-20 Como analitos, têm sido investigadas distintas classes 
de inibidores enzimáticos potenciais como, por exemplo, metais 
pesados, pesticidas organofosforados e carbamatos, além de sulfitos, 
peróxidos, tiuréias, e outros.21-24 

O presente artigo visa uma abordagem no que diz respeito aos 
processos de inibição, os tipos de biossensores, os procedimentos de 
confecção mais utilizados (transdutores, mediadores, processos de 
imobilização), as enzimas mais empregadas e os analitos estudados. 
Será dada ênfase aos biossensores enzimáticos com transdução ele-
troquímica, visto que são os mais empregados na literatura. 

O PROCESSO DE INIBIÇÃO ENZIMÁTICA

O conceito biológico de inibidor enzimático diz respeito à subs-
tância que é capaz de interferir, de maneira específica, na taxa de uma 
reação de catálise enzimática, retardando ou reduzindo o processo 
ou a especificidade biológica da reação. Os processos de inibição 
de enzimas estão divididos em dois tipos, inibição reversível e ini-
bição irreversível. A diferença básica está na formação do complexo 
enzima-inibidor, que pode ou não ser desfeito por etapas de diluição 
ou diálise, dependo do processo.25-28

Inibição reversível

Os inibidores reversíveis levam à formação de um complexo em 
um sistema em equilíbrio, no qual a enzima apresenta um grau defi-
nido de inibição, que é dependente das concentrações dos reagentes 
no meio (enzima, inibidor e substrato), permanecendo constante a 
partir de um tempo determinado. O processo de inibição reversível 
pode ser dividido em três tipos básicos, competitivo, não competitivo 
e incompetitivo.

Competitivo
Neste processo, o inibidor (I) geralmente apresenta características 

estruturais e afinidades semelhantes às do substrato (S) ao qual ele 
está interferindo, competindo com este pelo mesmo sítio de ligação da 
enzima (E). Uma vez que este inibidor consegue se ligar à enzima, esta 
não o converte em produto (P), levando à formação de um complexo 
inativo (EI), o que impede a enzima de efetuar nova catálise. Como o 
processo é reversível, a simples adição de uma maior quantidade de 
substrato pode deslocar o equilíbrio de modo a favorecer a formação 
do complexo enzima-substrato (ES), minimizando a probabilidade de 
uma molécula de inibidor se ligar à enzima. O processo de inibição 
reversível competitiva é descrito pela reação 1

 (reação 1)

onde a constante para a formação do complexo-inibidor também 
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o complexo ES. Com isso, a velocidade inicial máxima, na presença de um inibidor 

competitivo, é igual a V máx velocidade inicial máxima em ausência de inibidor (ou seja, a V 

máx não se altera). Já a KM aparente aumentará na presença de um inibidor competitivo pois, 

qualquer que seja a concentração deste, existirá uma fração de enzima sob forma de EI, a qual 

não possui afinidade pelo S.  

 A Figura 7 fornece os gráficos de Michaelis-Menten (esquerda) e o gráfico de 

Lineweaver-Burk (direita) para uma inibição competitiva. No gráfico de Lineweaver-Burk as 

retas interceptam o eixo y no mesmo ponto, ou seja, o valor de Vmáx  permance o mesmo e o 

valor de KM  aumenta (LINEWEAVER & BURK, 1934). 

  

Figura 7: Gráfico de Michaelis-Menten  e  de Lineweaver e Burk para uma inibição 
reversível competitiva. (MOTA, 2011). 

O valor de KI, no caso de uma inibição reversível competitiva, é dado pela equação 

(EQ.5) (CHENG & PRUSSOFF, 1973). 

KI =                CI50            .            ( EQ.3) 
 

                                  (S/KM + 1) 

Onde: 

KI= Constante de inibição; 

CI50 = Concentração do composto que inibe 50% da atividade enzimática; 

KM= Constante de Michaelis-Menten; 

S = Concentração do substrato. 
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2.2.2.1.2 - Inibidores não competitivos 
 

Os inibidores não competitivos ligam-se reversivelmente à enzima e/ou ao complexo 

ES em um sítio próprio de ligação, diferente do sítio ativo, formando o complexo ESI. Este 

tipo de inibição, depende somente da concentração do inibidor (CAMPOS, 1999; NELSON & 

COX, 2002; BERG et al., 2002). O processo de inibição não competitiva é descrito no 

Esquema 4. 

 

Esquema 4: Reações envolvidas em uma inibição reversível não competitiva. 
(MARQUES, 2008) 

 

 Através do esquema anterior, é possível observar que na presença deste tipo de 

inibidor, uma parte da enzima permanence ora sob a forma de complexo não produtivo (ESI), 

ora sob a forma enzima-inibidor (EI). Sendo assim, a Vmáx na presença de um inibidor não 

competitivo será menor que a Vmáx observada na ausência de inibidor. Por outro lado, o 

valor de KM permanece o mesmo pois, na presença do inibidor, as formas da enzima que 

podem se combinar com o substrato (E e EI) apresentam a mesma afinidade para com este.  

 A Figura 8 representa uma inibição não competitiva segundo os gráficos de 

Michaelis-Menten (esquerda) e Lineweaver-Burk (direita). Neste último, as retas se 

encontram no mesmo ponto  do eixo x, ou seja, o valor de KM  não varia, e a Vmáx diminui 

(LINEWEAVER & BURK, 1934).  

 

 



 

	
   13 

                         

Figura 8: Gráficos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk para uma inibição 
reversível não competitiva. (MOTA, 2011). 

 

 O valor de KI no caso de uma inibição reversível não competitiva é igual ao valor do 

CI50. (CHENG & PRUSSOFF, 1973) 

 

Onde: 

KI = Consntante de inibição; 

CI50 = Concentração do composto que inibe 50% da atividade enzimática. 

 

 2.2.2.1.3 - Inibidores incompetitivos 
 

 Um inibidor incompetitivo se liga somente ao complexo enzima-substrato, conforme 

mostra o  Esquema 5. 

 

Esquema 5: Reações envolvidas em uma inibição reversível incompetitiva. (MARQUES, 
2008). 

KI = CI50 
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 A Figura 9 mostra os gráficos de Michaelis-Menten (esquerda) e Lineweaver-Burk 

(direita) para uma inibição incompetitiva. No gráfico de Lineweaver-Burk as retas na 

ausência e na presença de inibidor são paralelas, ou seja, o valor de KM e Vmáx na presença de 

inibidor diminuem. 

  

Figura 9: Gráficos de Lineweaver-Burk de inibição reversível incompetitiva. (MOTA, 
2011) 

 

 A equação (EQ.5) que descreve o valor de KI  no caso de uma inibição reversível 

incompetitiva é descrita abaixo (CHENG & PRUSSOFF, 1973): 

KI =                CI50            .            ( EQ.4) 
                                                              (KM/S + 1) 

Onde: 

KI = Constante de inibição; 

CI50 = Concentração do composto que inibe 50% da atividade enzimática; 

KM = Constante de Michaelis e Menten; 

S = Concentração do substrato. 

 

2.2.2.2 - Inibidores irreversíveis 
 

Os inibidores irreversíveis se ligam às enzimas levando a inativação definitiva da 

mesma, geralmente por formação de ligações covalentes, podendo provocar a destruição de 

grupos funcionais essenciais para a ação da enzima. A inibição irreversível é progressiva, 

aumentando com o tempo até atingir seu máximo. Por inativarem as enzimas, esses inibidores 
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são muito tóxicos para os organismos.  Uma vez inativada, para que o nível de catálise volte 

ao estágio inicial, é necessário a síntese de novas enzimas (CAMPOS, 1999; NELSON & 

COX, 2002).  

 

2.2.3 - Colinesterases 
 

As colinesterases fazem parte de um grupo numeroso de enzimas classificadas como 

esterases que, de forma geral, atuam sobre ligações éster produzindo um ácido carboxílico e 

um álcool (FRAGA, 2010). Desempenham papéis importantes na neurotransmissão 

colinergética central e periférica (NACHMANSOHN & ROTHENBERG, 1945), sendo 

classificadas de acordo com suas propriedades catalíticas e especificidades a substratos, 

sensibilidade a inibidores e distribuição tecidual (MASSOULIÉ, 1993).  

Considera-se que as colinesterases, constituam uma família de enzimas subdivididas 

em dois tipos principais (PATOCKA et al .,2004; CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989): 

1 - A acetilcolinesterase (AChE), que exibe uma especificidade para a acetilcolina e 

interrompe a transmissão dos impulsos nervosos pela rápida hidrólise desse neurotransmissor 

na membrana pós-sináptica da junção neuromuscular; 

2   -  A butirilcolinesterase (BChE), que não é tão específica. Catalisa a hidrólise da 

acetilcolina, mas possui maior afinidade por substratos mais hidrofóbicos como a 

butirilcolina, por exemplo.  

A primeira determinação da estrutura primária da AChE foi de uma espécie de peixe 

elétrico, Eletrophorus electricus, que possui abundante quantidade da enzima em seu órgão 

elétrico (SCHUMACHER, 1986;	
   SUSSMAN, 1991) (Figura 10). Posteriormente, as 

sequências da AChE de várias outras espécies foram obtidas, inclusive da humana (SOREQ, 

1990). 



 

	
   16 

 

Figura 10: Estutura tridimensional da acetilcolinesterase de Eletrophorus electricus. 
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). 

 

A AChE e a BChE têm aproximadamente o mesmo número de aminoácidos por 

subunidade catalítica, 575 e 574 respectivamente, e suas diferenças no peso molecular são 

devidas a diferenças na glicosilação. A AChE possui 4 e a BChE 9 cadeias de carboidratos 

por subunidade. As ligações de dissulfeto de ambas as enzimas, estão localizadas exatamente 

na mesma posição, sugerindo dobramento proteico similar. As sequências de aminoácidos dos 

sítios ativos da AChE e BChE estão conservadas em muitas espécies estudadas e os resíduos 

de serina, histidina e glutamato são considerados importantes para a atividade catalítica de 

ambas. (MIKAMI, 2005).  

  O sítio ativo da AChE situa-se na parte inferior de um estreitamento chamado de 

superfície gorge a cerca de 20 Ao de profundidade, alinhado com resíduos hidrofóbicos, os 

quais parecem ser importantes na orientação do substrato ao sítio ativo (JONHSON & 

MOORE, 1999). Este sítio ativo é formado por um sítio esterásico que contém uma tríade 

catalítica formada pela serina, histidina e glutamato ou aspartato e um sítio aniônico ou 

carregado negativamente a qual a cadeia de nitrogênio quaternário da ACh carregada 

positivamente se liga (SILMAN et al., 1994) (Figura 11 A). Na borda ou superfície do gorge, 

cerca de 14 Ao do sítio ativo, situa-se um segundo sítio aniônico conhecido como sítio 

aniônico periférico (peripheral anionic site - PAS) (BOURNE et al., 2005). Apesar da 

hidrólise do substrato ocorrer na tríade catalítica em ambas as colinesterases, algumas 

diferenças no curso catalítico como, por exemplo, o maior volume do centro ativo, pode ser 

importante na determinação da preferência pelo substrato e na afinidade pelo inibidor 

(EKHOLM, 2001). 
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Existem duas importantes áreas a serem consideradas: a região de ligação e 

acomodação do substrato onde a ACh se liga à AChE por ligação iônica a um resíduo de 

aspartato ou glutamato e a ligação do hidrogêneo ao resíduo de tirosina. A outra região é 

responsável pelo mecanismo de hidrólise do substrato ACh, composta pelos aminoácidos 

serina e histidina (Figura 11 B). 

 

Figura 11: A) Ilustração do sítio esterásico contendo a tríade catalítica, externamente o 
sítio periférico aniônico (PAS)  (Adaptado de Soreq & Seidman (2001). B) Interação do 

substrato (ACh) com o sítio esterásico da AChE.(Adaptado de Patrick, 2001). 

 

Levando-se em consideração a grande homologia entre a AChE e a BChE, MILLARD 

& BROOMFIELD (1992), propuseram por análise computacional um modelo para a BChE 

humana com base na estrutura da AChE. Nesse modelo, observou-se, conforme o esperado, 

uma grande similaridade entre as enzimas. Uma diferença encontrada entre elas foi a presença 

de apenas um resíduo aromático na BChE, na entrada da superfície de gorge (a AChE possui 

3). Pela ausência de resíduos aromáticos, o sítio ativo da BChE é mais espaçoso do que o da 

AChE. 

 A Figura 12 demostra a estrutunra tridimensional do sítio ativo da AChE o qual  é 

formado por resíduos da chamada tríade catalítica: serina, histidina e glutamato).  

 

Ligação 
iônica 
 

Sítio 
periférico 

Sítio de 
Gorge 

Sítio 
ativo 

Tríade 
catalítica 

Região de ligação 
aniônica 

 



 

	
   18 

 

Figura 12: Visão do centro ativo da AChE de mamíferos. 
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). 

 

Evidências sugerem que a BChE atue como um corregulador da atividade da ACh no 

SNC, uma vez que, a inibição dessa enzima aumenta de maneira dose dependente os níveis 

desse neurotransmissor no cérebro (GIACOBINE, 2000). Na ausência da AChE, a BChE 

parece substituí-la na manutenção da integridade estrutural e fisiológica do sistema 

colinérgico (MESULAM et al., 2002). 

 

2.3 - Acetilcolina  
 
 A ACh (Figura 13) é considerada uma importante molécula sinalizadora encontrada 

em bactérias, protozoários, algas e plantas e acredita-se que sua existência venha  desde o 

início da história evolucionária das espécies, antes do surgimento do sistema nervoso em 

animais (KAWASHIMA & FUJI, 2003; GOTTI & CLEMENT, 2004). A neurotransmissão 

química foi investigada por Otto Loewi em 1921 que identificou a ACh como uma substância 

cardioativa liberada pelo nervo vago e nomeou-a inicialmente como “vagusstoff” 

(vagoessência) (VAN DER ZEE & LUITEN,1999). Desde então, a ACh foi o primeiro 

composto a ser identificado como um neurotransmissor e passou a ser amplamente estudado 

nas sinapses do SNC e sistema nervoso periférico (DESCARRIES et al., 1997). 
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Figura 13: Estrutura da acetilcolina. 

 

 É amplamente distribuída no cérebro e possui efeitos principalmente excitatórios que 

são efetivados pelos chamados receptores colinérgicos nicotínicos e muscarínicos (CANEPA, 

et al., 1966). Os receptores muscarínicos no cérebro atuam a nível pré-sináptico. Muitos 

efeitos comportamentais associados às vias colinergéticas parecem ser produzidos pela ação 

da ACh sobre estes receptores. Os receptores nicotínicos também estão disseminados no 

cérebro, porém em menor quantidade que os receptores muscarínicos. Esses receptores 

exibem, em sua maioria, localização pré-sináptica e atuam ao facilitar a liberação de outros 

transmissores como glutamato e dopamina, embora atuem pós-sinápticamente em algumas 

situações (RANG et al., 2004). 

 A síntese da ACh é iniciada na célula transmissora ou pré-sináptica e, posteriormente, 

ocorre o armazenamento em vesículas sinápticas  (Figura 14). Quando um potencial de ação 

é disparado, ocorre a despolarização da membrana plasmática celular com conseqüente 

influxo de Ca2+ Tal influxo deflagra a fusão das vesículas sinápticas com a membrana 

plasmática assim, a acetilcolina é liberada na fenda sináptica e se difunde até o receptor na 

célula pós-sináptica.  

 

Figura 14: Transporte, síntese e degradação da acetilcolina nos nervos pré-sinápticos e 
sinápticos. (Adaptado de www.vrp.com). 
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Ao interagir com a ACh na célula pós-sináptica, o receptor sofre uma mudança 

conformacional, o que culmina no influxo de Na+. Tal evento leva à despolarização da 

membrana plasmática nesta célula, dando início a um novo potencial de ação.  

Para exercer seus efeitos, a ACh deve manter-se na fenda sináptica em certas 

concentrações e por um determinado tempo. Após, esta deve ser removida antes que a sinapse 

seja capaz de responder a outro sinal, o que requer a ação da AChE e ou BChE, que catalisam 

a hidrólise da ACh, como mostra o Esquema 6. 

 A hidrólise é iniciada pela ligação da ACh no sítio ativo da  AChE. Neste processo, as 

cadeias laterais de aminoácidos são extremamente importantes na formação do complexo 

enzima-substrato e, mais diretamente, no processo catalítico. No sitio ativo, o fragmento 

histidina está próximo do fragmento serina e pode estabilizar a conformação do sítio ativo 

através de ligações de hidrogênio. Toda atividade enzimática é dependente do pH e, de fato, 

no caso da AChE, esta atividade possui um valor máximo em um pH consistente com o valor 

do ponto isoelétrico (P.I = 7,5) de um fragmento histidina. Além dos fragmentos de 

aminoácidos envolvidos na formação do complexo enzima-substrato, há aqueles que estão 

envolvidos mais diretamente na catálise, como o fragmento serina que está localizado no sítio 

ativo. O seu grupo hidroxila nucleofílico reage com o carbono do grupo acila da acetilcolina. 

Com isso, a serina é acetilada e a colina torna-se o grupo de saída. 

Por fim, ocorre a  hidrólise do fragmento serina acetilado, com formação de acetato e 

conseqüente regeneração da enzima. Uma vez que a colina e o acetado tenham deixado o sítio 

ativo, a enzima é capaz de ligar-se com mais substratos e repetir a reação catalítica. Na fenda 

sináptica, a colina é absorvida pelas células pré-sinápticas e usada na síntese de mais ACh. O 

acetato é transportado para outros tecidos e metabolizado. 
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Esquema 6: Mecanismo de hidrólise da ACh pela AChE. (Adaptado de SANTOS, 2007). 

 

2.4 - Inibidores reversíveis e irreversíveis de colinesterases 
 
 Três domínios distintos na AChE constituem locais de ligação para os inibidores: O 

bolsão acil do centro ativo, o subsítio colina do centro ativo e o sítio aniônico periférico. 

(TAYLOR & RADIC, 1996).  

 Alguns inibidores da AChE são utilizados terapêuticamente, enquanto outros tem 

mostrado uso como inseticidas. Esta diferença na atividade depende do tipo de inibição e 

ligação que os inibidores efetua.  

 

2.4.1 - Inibidores irreversíveis de colinesterases 
 

Os organofosforados inibem a AChE humana irreversivelmente por fosforilação do 

grupo hidroxila da serina que ativa a ACh nas sinapses colinérgicas dos sistemas nervosos 
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central e periférico (PANGY et al., 2003; ELHANANY et al., 2001). Seu principal uso está 

na agricultura para controlar pragas como insetos e outras espécies que danificam o cultivo. 

Porém, ao serem aplicados podem contaminar outras matrizes ambientais como rios e mares, 

quando são carreados no processo de lixiviação. Isto, faz com que estes agentes sejam tóxicos 

não só para as espécies-alvo mas também para muitas espécies não-alvo (SILVA FILHO, 

2004). 

 O primeiro organofosforado utilizado como pesticida comercial foi o Bladan que tinha 

como princípio ativo o tetraetilpirofosfato (TEEP) (Figura 15). 

 

                                 
 

Figura 15: Princípio ativo do Bladan 

 

 Outro exemplo de inibidor irreversível são os metil-carbamatos, derivados do ácido 

carbâmico altamente eficientes quanto à ação pesticida principalmente inseticida. Os 

compostos desse grupo possuem alta atividade inseticida, baixa ação residual, (devido a 

instabilidade química das moléculas) e baixa toxicidade a longo prazo, quando comparadas 

com derivados fosforados (SOARES, 1998). 

 Embora os metil-carbamatos sejam estruturalmente diferentes dos organofosforados, 

eles atuam de forma similar, fazendo uma ligação no sitio ativo da enzima AChE, inibindo-a. 

Contudo, possuem uma duração mais curta (SOARES, 1998). A Figura 16 demonstra alguns 

exemplos de metil-carbamatos.   

  

Figura 16: Exemplos de metil-carbamatos. 

 

Tetraetilpirofosfato 
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 Os organofosforados e os metil-carbamatos  inibem a enzima AChE, responsável pela 

hidrólise do neurotransmissor ACh nas fibras colinérgicas do sistema nervoso (CASTRO, 

2002). Essas fibras são responsáveis pela estimulação de vários órgãos do corpo e dos 

músculos voluntários, ocorrendo no sistema nervoso central e nos sistemas periféricos 

simpático e parassimpático. Neste tipo de fibra nervosa, a ACh é responsável pela transmissão 

do impulso nervoso, através da sinapse, até receptores específicos, que podem ser de dois 

tipos, nicotínicos ou muscarínicos. A terminação do impulso nervoso ocorre através da 

hidrólise da ACh, realizada pela AChE. Desta forma, a inibição irreversível da AChE resulta 

de acúmulo de ACh em todos os sítios de transmissão colinérgica, com consequente 

superestimulação das estruturas enervadas por aquelas fibras (CASTRO, 2002). 

 Os efeitos do acúmulo de ACh no corpo humano (síndrome colinérgica) podem ser 

divididos em três tipos: centrais, muscarínicos e nicotínicos. A sequência dos aparecimentos 

dos sintomas depende da rota de intoxicação e da quantidade de agente absorvido. Em 

intoxicações fatais, a morte ocorre por parada respiratória de origem central (depressão do 

centro respiratório) ou periférica (paralisia dos músculos respiratórios) (CASTRO, 2002). 

 

2.4.1 - Inibidores reversíveis de colinesterases  
 

A AChE é uma enzima substrato-específica que degrada o neurotransmissor  

acetilcolina na sinapse neuronal. A ACh é conhecida por ser essencial para o processo de 

memória. Além do papel catalítico da AChE, ela também age como promotora na formação 

do peptídeo Aβ (FAN et al., 2008) que, como descrito anteriormente, está relacionada com a 

gênese da DA. 

Evidências sugerem que a enzima butirilcolinesterase (BChE), intimamente 

relacionada com a AChE, tem um papel significante na DA (GREIG et al., 2005; FARLOW, 

2007),  uma vez que está envolvida em funções neurais tais como a corregulação da 

neurotransmissão colinérgica e não-colinérgica. (MESULAM et al., 2002).  

Inibidores reversíveis de colinesterases podem ser utilizados no tratamento paliativo 

da DA,  visando gerar um aumento nas concentrações de ACh no córtex cerebral. Estudos 

indicam que inibidores seletivos da butirilcolinesterase (BChE-Is) elevam os níveis 

extracelulares de ACh  no cérebro, melhorando o desempenho cognitivo em roedores 

(HARTMANN et al., 2007), sem os clássicos efeitos colaterais adversos dos inibidores de 

acetilcolinesterase seletivos (AChE-Is) ou não seletivos, tais como náuseas e vômitos. 
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Um dos primeiros fármacos sintéticos utilizados para o tratamento da DA foi a tacrina, 

mas devido a elevada hepatoxicidade, com o tempo caiu em desuso (PENG, 1995). Outros 

fármacos, tais como, o donepezil, a rivastigmina e a galantamina  (Figura 17), continuam 

sendo usados para o controle dos sintomas de DA, mas somente o donepezil é utilizado para o 

tratamento da DA nos estágios mais avançados (BIRKS, 2006). 

 
 

Figura 17: Inibidores comerciais da AChE. 

 

 O donepezil foi o segundo medicamento a ser aprovado pelo FDA em 1996 e pela 

ANVISA em 2000 para o tratamento de DA pois assim como a tacrina é um inibidor 

reversível da AChE (ROGERS et al., 1998). Sua meia-vida longa (aproximadamente 70 

horas) e sua baixa hepatotoxicidade constituem algumas vantagens em relação à tacrina. O 

Donepezil é o único produto comercial que é um inibidor seletivo da AChE, já a rivastigmina 

e a galantamina são inibidores não seletivos. Assim sendo, quase todos os fármacos 

comercializados produzem os efeitos colaterais descritos acima. 

 A galantamina é o fármaco mais recente desse grupo, aprovado pela FDA e pela 

ANVISA em 2001 e apresenta efeitos de modulação alostérica dos receptores nicotínicos 

(potencializador alostérico). Embora não esteja estabelecido com clareza o significado clínico 

dessa modulação, sabe-se que existe uma relação entre o processo cognitivo e os receptores 

nicotínicos. Tem meia vida de aproximadamente 7 horas, podendo ser administrada em duas 

doses diárias. (LEVIN & SIMON, 1998; CACABELOS et al., 1999; CARAMELLI et al , 

2004) . 

Apesar de haver diferenças farmacológicas entre os inibidores de colinesterases 

citados acima, não há vantagens evidentes na eficácia e no perfil de efeitos adversos. Todos 

apresentam náuseas, problemas gastrointestinais, diarréia, perda de peso, bradicardia, síncope 
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e insônia como efeitos colaterais mais comuns. Além disso, nenhum desses fármacos impede 

a progressão da demência. Estes medicamentos agem na inibição das colinesterases e 

permitem uma ação temporal maior da acetilcolina sobre os receptores colinérgicos. Tal fato 

permite a diminuição dos sintomas associados às fases iniciais da DA sem prejudicar, a 

priori, o metabolismo dos neurônios colinérgicos, mas não interfere no processo de produção 

do peptídeo Aβ. Sendo assim, tais medicamentos propõem efeitos paliativos, pois apenas os 

aspectos cognitivos são melhorados ou mais preservados, mas o decorrer do processo 

degenerativo não é bloqueado ou retardado (DOWNEY, 2008). 

 Estudos mais recentes tem tido como objetivo a procura de inibidores duais da AChE, 

ou seja, aqueles que inibem simultaneamente a AChE e a agregação  do peptídeo Aβ 

catalizada pela AChE (PIAZZI et al., 2007; RIZZO et al, 2009; RIZZO et al., 2010). Esses 

inibidores se ligam a ambos os sítios aniônicos da AChE que são responsáveis tanto pela 

inibição catalítica quanto pela agregação de amilóide Aβ. 

 

2.5 - Alcalóides 
 
2.5.1 - Aspectos Gerais 
 
 Os alcalóides são um grupo de substâncias químicas presentes nas plantas, sendo 

muitos deles utilizados como protótipos para a elaboração de fármacos. Desde os primórdios 

da civilização, pode-se observar o uso de extratos vegetais contento alcalóides (SIMÕES et 

al., 1999). Atualmente, muitos alcalóides são utilizados na terapêutica, devido a ampla 

variedade de estruturas químicas responsáveis pelas diferentes ações farmacológicas 

observadas para esta classe de compostos (ELIZABETSKY, 2006). Entre as diversas ações 

farmacológicas podem ser citadas a atividade antidiurética (ajmalicina), hipotensiva 

(reserpina, iombina), alucinogênica (mescalina), antimalárica (quinina), antitussígena 

(codeína e noscapina), miorrelaxante (tubocurarina) (PELLETIER, 1983; HENRIQUES et al., 

1999).     

 Nas espécies vegetais, os alcalóides são produtos de detoxificação de substâncias 

nocivas geradas pelo metabolismo primário e são fonte de reserva de nitrogênio. Possuem 

também funções hormonais na regulação do crescimento vegetal, além de estarem 

relacionados ao sistema de defesa da planta contra microorganismos e vírus patogênicos 

(NOWACKI et al., 1975; SIMÕES et al., 1999). De maneira geral, eles são formados a partir 

de aminoácidos. Os mais utilizados em sua biossíntese são: ácido α-aspártico (piridinas e 
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isoquinoleinas), α-lisina (piperidinas e quinolizidinas), α-tirosina (isoquinolinas, 

benzilsoquinolinas e betalaínas), α-triptofano (derivados da triptamina, β-carbolinas, indóis 

complexos), α-histidina (imidazóis).  Entre os outros precursores usados na biossíntese deste 

grupo, pode-se citar o ácido mevalônico, ácido antranílico, terpenos e esteróides 

(ROBINSON, 1974; SIMÕES et al., 1999).  

 

2.5.2 - Alcalóides β-carbolínicos 
 
 As  β-carbolinas pertencem aos alcalóides do grupo indólico que, além de 

apresentarem um núcleo indólico, possuem um anel piridínico (Figura 18).                 

 

Figura 18: Estruturas do núcleo indólico e anel piridínico presentes nos alcalóides β-
carbolínicos. 

 

Os alcalóides β-carbolínicos são conhecidos por suas ações psicoativas, sendo 

descritos por sua acentuada atividade alucinógena. Estudos etnofarmacológicos apontam seu 

uso na cultura indígena Sul – Americana (GLENNON et al., 2000; MOURA et al., 2006) e 

em tribos africanas (HAMANN et al., 2008), assim como a harmina e a harmalina, que são 

substâncias ativas de espécies de Banisteriopsis caapi utilizadas em rituais pelos índios na 

Amazônia (WANG et. Al., 2010)  

Acredita-se que o efeito alucinógeno das β-carbolinas ocorram devido à inibição da 

enzima monoaminoxidase (MAO) e a interação com receptores de triptamina e serotonina  no 

SNC, devido à similaridade estrutural com essas aminas indólicas (Figura 19). Tal afinidade 

mostra ser altamente dependente dos substituintes no núcleo indólico e também da saturação 

do anel piridínico, o que pode ser interessante na modulação desses efeitos (GRELLA et al., 

1998;  GLENNON et al., 2000; HUSBANDS et al., 2001). 
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Figura 19: Similaridade estrutural entre as β-carbolinas, a triptamina e a serotonina. 

  

  Além disso, as β-carbolinas interagem com receptores benzodiazepínicos (HERRAIZ 

& CHAPARRO, 2008), glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), dopaminérgicos 

(MOURA et al., 2006), com receptores do ácido γ-aminobutírico (GABA), opióides, e 

também com as enzimas do citocromo P450 (HERRAIZ & CHAPARRO, 2006).  

 São descritas também uma ampla variedade de propriedades farmacológicas tais como 

os efeitos sobre o sistema cardiovascular (HUSBANDS et al., 2001), atividade antiparasitária 

e antiviral (RIVAS et al., 1999;  KUSURKAR & GOSWAMI, 2004 ), propriedades 

convulsivantes e anticonvulsivante (FARZIN & MANSOURI, 2006), atividade 

antineoplásicas e citotóxicas (HEMMATEENEJAD et al., 2006); ação antioxidante (SHI et 

al., 2000), ação neuroprotetora, antidepressiva e/ou ansiolítico (BONNET; SCHERBAUM; 

WIEMANN, 2008) e mostra uma potente inibição das enzimas topoisomerase I 

(HEMMATEENEJAD et al., 2006). Estes alcalóides também implicam em processos de 

toxicodependência alcoólica.  Estudos demonstraram que a infusão crônica da harmana leva a 

um aumento na ingestão voluntária de etanol em ratos (HAMANN et al., 2008).   

 Os  alcalóides β-carbolínicos podem ser obtidos através de uma  reação  por  meio da 

condensação de Pictet-Spengler (Esquema 7) entre indolaminas e substâncias carbonílicas 

(AFSAH et al., 1985; KUSURKAR & GOSWAMI, 2004). A aromaticidade é restaurada por 

tautomerismo e posteriormente, é formada a substância com o esqueleto  β-carbolina, por 

oxidação (DEWICK, 2002).  

 As  β-carbolinas podem ser divididas em três grupos estruturais dependendo do grau 

de saturação do anel: (a) as totalmente aromáticas (Figura 20a); (b) as diidro-β-carbolinas 

(Figura 20b); (c) as tretraidro-β-carbolinas, com o anel piridínico totalmente saturado 

(Figura 20c) (GLENNON et al., 2000). 
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Figura 20: Grupos estruturais das β-carbolinas. 
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 Os alcalóides do tipo harmana tem sido alvo de interesse desde o início do século 

devido as suas diversas propriedades farmacológicas (LUTOMSK, 1959), e possui dois 

pontos chaves para o estudo dos equilíbrios de dissociação em soluções aquosas: o grupo NH 

fracamente ácido do anel indólico e o átomo de nitrogênio básico do anel piridínico 

(HARDIMAN et al, 1987).  A harmana em solução aquosa, dependendo do pH, existe em 

pelo menos três espécies diferentes: catiônica, neutra e aniônica. A o Esquema 8 representa o 

equilíbrio de dissociação da harmana. 

 

Esquema 8: Equilíbrio de dissociação da harmana. 

 

2.6 - Análise da interação ligante-receptor por STD-RMN (Saturation transfer 
difference) 
 

 A STD é uma técnica que vem sendo amplamente utilizada para estudar interações 

moleculares entre ligantes e receptores macromoleculares (proteínas e peptídeos, glicídeos, 

lipídeos e ácidos nucleicos) através do efeito NOE (Nuclear Overhauser Effect). 

  O NOE é definido como a mudança na área do sinal proveniente de um núcleo 

causada pela saturação do sinal de um segundo núcleo. Essa alteração resulta da transferência 

de polarização entre núcleos acoplados dipolarmente via mecanismos de relaxação spin-rede 

(T1).  (FIGUEIREDO, 2007).  

 De modo geral, dois  experimentos são registrados na técnica de STD (Figura 21):  

 1 - 1D 1H-RMN, sob condições de equilíbrio térmico (espectro de referência ou off-

ressonance) e 

 2 -  Um segundo experimento de RMN - 1H, onde alguns hidrogênios do receptor são 

seletivamente irradiados com potência baixa de r.f por um determinado período (tempo de 

saturação) que geralmente leva alguns segundos. Com isso, magnetização é transferida para 

os ligantes por relaxamento transversal 1H-1H e mecanismos de troca de produtos químicos na 

interface da interação ligante-receptor. 
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Figura 21: Ilustração de um experimento de STD aplicados para uma amostra contendo 
um receptor na presença de pequenas moléculas ligantes e não ligantes. (Adaptado de 

ANGULO, 2011). 

 

 Através da subtração dos espectros adiquiridos antes e após o pulso de r.f obtém-se o 

espectros de STD (MILAGRE, 2011). 

 Esperimentalmente, a STD é particularmente simples, sendo necessário a amostra 

conter o receptor (molécula grande com massa molecular de  acima de 15 kDa) em baixa 

concentração (10-7-10-8 M) e um grande excesso molar do ligante (1:10 até 1:1000) (MAYER 

& MEYER, 1999). Contudo, alguns fatores influenciam os experimentos de STD, como o 

tempo de saturação, a relação molar ligante-receptor e o equilíbrio cinético da ligação. Estes 

faotres estão intimamente relacionados. 

 

2.6.1 - Tempo de saturação 
 
 O tempo de saturação  é definido como sendo o tempo em que o pulso de r.f satura o 

receptor. Um curto tempo de saturação não seria o suficiente para magnetizar o receptor e este 

transferir magnetização para o ligante, por outro lado um longo tempo de saturação poderia 

1D 1H-RMN espectro 
de referência  

Saturação seletiva dos 
sinais do receptor 

Espectro de diferença 
I0 - ISAT 

RECEPTOR  

SATURAÇÃO DO 
RECEPTOR 

Transferência de 
saturação 

LIGANTE 
NÃO-LIGANTE 
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fazer com que até mesmo os prótons do ligante que não estão interagindo intimamente com o 

receptor, possam receber magnetização e apresentar sinais no STD (MAYER & MEYER, 

1999). 

 

2.6.2 -  Equilíbrio cinético da ligação 
 

 O receptor e o ligante em geral existem em um equilíbrio dinâmico, caracterizado pela 

constante de dissociação (KD) que é definida como KD = [L] [R] / [LR],  para uma reação  

L+R ➝ LR, onde L coresponde ao ligante e R corresponde ao receptor. 

 O equilíbrio cinético, está intimamente relacionado com o tempo de saturação e é 

dependente da afinidade do ligante pelo receptor. Uma baixa afinidade é definida por uma 

troca rápida entre o estado LR ➝ R, o que faz com que menos magnetização seja transmitida 

ao ligante e, consequentemente, uma menor intensidade no espectro do STD é observado. Por 

outro lado, um ligante com alta afinidade, teria uma troca lenta entre os estados LR ➝ R. 

Como a aquisição dos espectros para a observação do NOE é possível apenas para as 

moléculas em estado dissociado. Sendo assim, para uma molécula com alta afinidade não 

seria possível obter espectros de STD. Em geral, moléculas com constante de dissociação 

entre  10-3 e 10-9 são melhor observadas (MAYER & MEYER, 1999; ANGULO, 2011). 

 



 

	
   33 

3 – OBJETIVOS 
 

Tendo demonstrado a importância de novos estudos na busca de fármacos inibidores 

de acetilcolinesterases para o tratamento da doença de Alzheimer, este estudo tem por 

objetivo: 

 •  Sintetizar novos sais da harmana, através da introdução de grupos fenil-substituídos 

(5-10) e sintetizar novos derivados da harmana com padrão estrutural inédito, através 

da substituição da metila pela fenila (fenil-pirido-indol), bem como sintetizar os sais 

de benzila (8),  metila (9) e alila (10) e correspondentes;  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Proposta dos novos derivados a serem sintetizados. 

 

 • Avaliar os compostos sintetizados quanto à atividade anticolinesterásica e o perfil de 

inibição dos compostos ativos, através de estudos cinéticos utilizando o método de 

Ellman (Ellman et al., 1961);   

 • Avaliar a interação dos compostos sintetizados com AChE por STD-RMN (saturation 

transfer difference), afim de evidenciar o epítopo do ligante; 

 • Estudar a relação estrutura-atividade destes compostos, para dar seguimento ao 

planejamento de novos derivados. 
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4 - PARTE EXPERIMENTAL 
 
4.1 - Materiais e métodos  
 
4.1.1 – Equipamentos 
 

Placas de agitação e aquecimento Fisatom (modelo 752A); Rotaevaporador Fisatom 

(modelo 802) com banho Fisatom (modelo 550); Aparelho de Ressonância Magnética 

Nuclear – 400 e 500 MHz; leitora de microplaca de 96 poços marca Bio-Rad (modelo i-

Mark). 

4.1.2 - Solventes e reagentes utilizados 
 
 Os reagentes e os solventes listados abaixo, foram utilizados sem nenhum tratamento 

prévio.- Triptamina (Sigma Aldrich), triptofano (Sigma Aldrich), benzaldeído, p-Br 

benzaldeído, p-Nitrobenzaldeído, 2,4-metilenodioxibenzaldeído, aldeído da bifenila iodeto de 

metila, brometo de benzila, brometo de alila, ácido clorídrico, piridina, carbonato de potássio, 

éter  etílico, dimetilsulfóxido, cloreto de p-toluenosulfonila, diclorometano, metanol, hexano, 

acetato de etila, ácido trifluoro acético, acetonitrila, dimetilsulfóxido, dimetilsulfóxido 

deuterado (DMSO - d6), HCl 35% (Vetec), tris-HCl  (Amresco), ácido 5,5’- ditiobis [2-

nitrobenzóico] (Sigma Aldrich), iodeto de acetiltiocolina (Sigma Aldrich), iodeto de 

butiriltiocolina (Sigma Aldrich), acetilcolinesterase de peixe elétrico tipo VI-S (Sigma 

Aldrich),  butirilcolinesterase de soro equino (Sigma Aldrich), albumina sérica bovina (Sigma 

Aldrich), fisostigmina (Sigma Aldrich), água destilada, etanol (Merck). 

 

4.2 – Procedimentos 
 
4.2.1 - Síntese da harmana (1) (SYDER, 1948). 
 

N
H

N

CH3
N
H

NH2

COOH

H3C H

O

60°C

+

N
H

NH

CH3

COOH

K2CO3; NaSO3

H2O H2O; Ác. acético

(1)
Triptofano

Acetaldeído (10)
 

Esquema 9:  Reação para a obtenção da harmana. 
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Em um balão de 500 mL adicionou-se 5 g de triptofano e 9,6 mL de acetaldeído em 30 

mL de água. A suspensão amarelada foi inicialmente aquecida a 60°C por 3 horas e 

posteriormente deixada em agitação à temperatura ambiente por 24 horas. Após,  a suspensão 

foi aquecida até a fervura (aproximadamente 100°C), para retirar o excesso de acetaldeído. 

Quando o sistema entrou em ebulição, o aquecimento foi suspendido. À solução quente, 

adicionou-se  35 mL de solução de dicromato de potássio 10% (K2CrO3) e 8 mL de ácido 

acético glacial.  Esta suspensão foi novamente aquecida por 5 minutos e posteriormente 

resfriada. A esta, adicionou-se uma solução gelada de sulfito de sódio e, posteriormente, 

adicionou-se carbonato de sódio até que o pH estivesse neutro.A suspensão marrom final foi 

filtrada e posteriormente a harmana foi extraída extensivamente com éter etílico destilado.  À 

fase orgânica adicionou-se sulfato de magnésio (MgSO4). Esta foi filtrada e então, o éter 

etílico foi evaporado. O produto final obtido como um sólido amarelado com 68% de 

rendimento. 

Caracterização:   

 

RMN 1H (DMSO-d6): δ 2,78 [s, (CH3), 3H]; 7,24 [t, (H6), 1H]; 7,54 [t, (H7), 1H]; 7,94 [d, 

(H5), 1H]; 8,20 [d, (H4), 1H]; 8,22 [d, (H5), 1H]; 11,58 NH. 

RMN 13C (DMSO-d6):  δ  20,85; 112,39; 113,13; 119,67; 121,51; 122,19; 127,33; 128,30; 

134,93; 137,91; 140,81; 143,12 
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4.2.2 - Síntese do álcool p-fenil benzílico (12) (SUZUKI, 1995). 
 

Br

OH Pd(PPh3)4

Ác fenilborônico
K2CO3; MeOH

OH

(11) (12)
 

Esquema 10: Acoplamento de Suzuki para a produção do álcool p-fenil benzílico. 

 
  Em um balão de fundo redondo, adicionou-se o 0,185 g de carbonato de potássio (1,33 

mmol), 0,1g do álcool para-bromo benzílico e o ácido borônico (0,53 mmol). Após a adição, 

a solução foi degaseificada com N2 e à ela adicionou-se ainda 0,78g do catalisador de paládio 

(0,64 mmol). A reação foi deixada sob agitação por 4 horas em atmosfera inerte. Ao fim, o 

solvente foi evaporado e o resíduo extraído com acetato de etila e água e água. O sólido 

amarelado obtido foi lavado com hexano.  

 

4.2.3 - Síntese dos haletos de benzila 

R

O
NaBH4, MeOH

t.a
R OH

H
PBr3,

Éter etílico, t.a
R Br

Br

(2')

(3')

(4')

Cl

NO2R

 

Esquema 11: Reações envolvidas na síntese dos haletos de benzila. 

Em um balão de 50 mL, adicionou-se 0,3 g do álcool correspondente, 1,5 equivalentes 

de Borohidreto de sódio (NaBH4) em aproximadamente 20 mL de metanol. A reação foi 

acompanhada por CCD utilizando Hexano: Acetato de Etila 50% e utilizando o 2,4-

dinitrofenilidrazina como revelador de aldeído na placa. Após o término da reação o metanol 

foi evaporado e o álcool correspondente obtido foi pesado e teve seu rendimento calculado.  A 

Tabela 1 exibe o rendimento reacional e o tempo de cada reação. 
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Tabela 1- Rendimento calculado e o tempo reacional  para a reação de redução dos 
aldeídos. 

Compostos 
Rendimento   

(%) 

Tempo de reação 

(horas) 

2’ 80 2h 

3’ 94 2 h 

4’ 93 1,5 h 

 

 Prosseguindo com a rota sintética para a obtenção dos haletos de benzila, realizou-se 

a reação de bromação, utilizando 0,2g do álcool correspondente e 3 equivalentes de PBr3 em 

éter etílico. A reação foi acompanhada por CCD utilizando DCM: Metanol 20%. Apos 

observado o término da reação, evaporou-se o éter etílico.  O rendimento e o tempo de cada 

reação são exibidos na tabela abaixo. 

 

Tabela 2- Rendimento calculado e o tempo reacional  para a reação de redução de 
bromoção. 

Compostos 
Rendimento   

(%) 

Tempo de reação 

(horas) 

2’ 72 4,5 h 

3’ 61 4 h 

4’ 76 5 h 
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4.2.4 - Síntese dos sais da harmana - procedimento geral (FRAGA & BARREIRO, 
1994). 
 

N
H

N

CH3

N
H

N

CH3

R1

X

Harmana (1) Sais da harmana

X= Br

CH3CN, 60°C

R
X

Br

R1 =

(2)

(5)

(3)

(4)

Cl

NO2

 

Esquema 12:  Reação geral para obtençãos dos sais da harmana. 

 
 Em um tubo selado adicionou-se 0,7 g da harmana e 1,1 equivalentes do haleto de 

benzila correspondente, em acetonitrila. A reação prosseguiu sob agitação à 60°C por 12 

horas, sendo acompanhada por CCD utilizando DCM: Metanol 20%, até que fosse observado 

o desaparecimento da banda corespondente a harmana. Após a reação, a acetonitrila foi 

parcialmente evaporada. À suspensão formada adicionou-se acetato de etila e em seguida esta 

foi filtrada. Todos os sais foram obtidos como sólidos amorfos de coloração amarela com P.F 

acima de 250°C.  

Rendimento reacional: 

composto 2: 63% de rendimento 

composto 3: 49% de rendimento     

composto 4: 93% de rendimento 

composto 5: 87% de rendimento 
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Caracterização composto 2: 

9a 1

2

3
4

4a4b
56

7

8 8a
1'

N
H

N

CH3

Br 1'' 5'

3'
4'

2'

6'10

Br

9  
 

RMN 1H (DMSO – d6):  δ 3,04 [s, (CH3), 3H]; 6,03 [s, (H10), 2H]; 7,22 [dd, (H3’ e H5’), 

2H]; 7,49 [dd, (H6 – H7 e H8), 3H]; 7,82 [dd, (H2’ e 6’), 2H]; 8,53 [dd, (H5), 1H]; 8,78 [d, 

(H3 e H4), 2H]; 12,98 [s, (H9), 1H].  

 

RMN 13C (DMSO – d6):  δ 16,06; 59,17; 112,50; 113,37; 116,55; 119,93; 120,22; 122,25; 

122,42; 124,09; 129,84; 131,74; 132,52; 134,35; 134,80; 135,87; 141,32; 144,26. 

 

 

Caracterização do composto 3: 

9a 1

2

3
4

4a4b
56

7

8 8a
1'

N
H

N

CH3

Br 1'' 5'

3'
4'

2'

6'10

Cl

9  
 

RMN 1H (DMSO – d6):  δ 3,05 [s, (CH3), 3H]; 6,05 [s, (H10), 2H]; 7,31, [dd, (H2’ e H6’), 

2H]; 7,50 [dd, (H3’ – H5’ e H8), 3H]; 8,52 [dd, (H5), 1H]; 8,81 [d, (H3 e H4), 2H]; 12,95 

[s, (H9), 1H].  

 

RMN 13C (DMSO – d6):  δ 16,03; 59,12; 113,35; 116,54; 120,21; 122,21; 124,08; 129,56; 

132,41; 139,75; 133,88;134,77; 135,85; 141,27; 144,23. 
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Caracterização do composto 4: 

 

9a 1

2

3
4

4a4b
56

7

8 8a
1'

N
H

N

CH3

Br 1'' 5'

3'
4'

2'

6'10

NO2

9  
 

RMN 1H (DMSO – d6):  δ 3,02 [s, (CH3), 3H]; 6,24 [s, (H10), 2H]; 7,50, [dd, (H3’ - H5’ e 

8), 3H]; 7,83 [dd, (H2’ – H6’), 2H]; 8,26 [dd, (H6 e H7), 2H]; 8,55 [dd, (H5), 2H]; 8,84 [d, 

(H3 e H4), 2H]; 13,00 [s, (H9), 1H].  

 

RMN 13C (DMSO – d6):  δ 16,07; 59,14; 113,37; 116,69; 120,23; 122,28; 124,12; 124,65; 

128,65; 131,95; 132,52; 134,93; 135,91; 141,44; 142,29; 144,31; 147,85. 

 

Caracterização do composto 5: 

N
H

N

CH3
9

9a 1

2

3
4

4a4b
5

6

7

8 8a
1'

Br 1'' 5'

3'

4'2'

6'10

1''' 5''

3''
4''

6''

2''

 
 

RMN 1H (DMSO – d6):  δ 3,14 [s, (CH3), 3H]; 6,13 [s, (H10), 2H]; 7,45 [dd, (H4’ – H2’’’ 

– H3’’’ – H4’’’ – H5’’’ e H6’’’), 6H]; 7,70 [dd, (H2’ – H6’ –H2’’ e H6’’), 4H]; 8,54 [dd, 

(H5), 1H]; 8,81 [d, (H4), 1H]; 8,90 [d, (H3), 1H]; 13,07 [s, (H9), 1H].  

 

RMN 13C (DMSO – d6):  δ 16,26; 59,60; 113,41; 116,57; 120,27; 122,17; 124,12; 127,16; 

127,21; 127,88; 128,31; 129,53; 132,34; 134,10; 134,88; 135,90; 139,77; 140,81; 141,31; 

144,30. 
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4.2.5 - Síntese do fenil-pirido-indol  
 
4.2.5.1 - Síntese do 1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-1H-pirido[3,4-b]indol (13)  
(DONG et al., 2010) 

 

N
H

NH

N
H

NH2

Triptamina

+
H

O

Benzaldeído

TFA, DCM
t.a

(13)

 

Esquema 13: Reação para a obtenção do 1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-1H-pirido[3,4-b]indol 
(13). 

 
Em um balão de 250 mL, adicionou-se 0,5 g de triptamina (3,12 mmol), 0,33 g 

benzaldeído (3,12 mmol), 0,1 mL de acido trifluoroacético (9 mmol) e 20 mL de 

diclorometano. A reação prosseguiu à temperatura ambiente por 24h, sendo acompanhada por 

cromatografia em camada final (CCF) com n-hexano: acetato de etila 50% como eluente. 

Após o término da reação, o solvente foi evaporado. Ao resíduo sólido, adicionou-se DCM 

(aproximadamente 15mL). A solução formada foi transferida para um funil de separação, 

onde fez-se uma extração líquido-líquido, utilizando 30 mL de uma solução aquosa de 

carbonato de potássio (K2CO3) 5%.  Após a extração, a fase orgânica foi seca com  sulfato de 

magnésio (MgSO4), filtrada e em seguida evaporada. O produto de interesse, o 1-fenil-

2,3,4,9-tetraidro-1H-pirido[3,4-b]indol (13), foi obtido como um sólido amorfo de coloração 

amarelada com 88% de rendimento reacional. 
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Caracterização: 

 

RMN 1H (D2O):  δ 2,4 [dt, (H4), 2H]; 2,6 [dt, (H3), 2H]; 5,6 [s, (H1), 1H]; 7,15 [t, (H6), 

1H]; 7,20 [t, (H7), J = 8,04 Hz, 1H]; 7,25 [d, (H1’-H5’), 2H]; 7,3 [d, (H8), J = 8,04 Hz, 

1H]; 7,40 [t, (H4’-H2’), 2H]; 7,45 [tt, (H3’), 1H]; 7,6 [d, (H5), J = 8,1 Hz, 1H]; 

 

Onde s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; tt = triplo-tripleto; J = Constante de 

acoplamento. 

 

OBS: Em D2O H9 e H2 são  trocados com o deutério do solvente. Com isto, não 

observou-se o deslocamentos característicos destes. 

 

 
4.2.5.2 - Síntese do 1-fenil-9H-pirido[3,4-b]indol (6) (DONG et al., 2010) 
 

N
H

NH

(13)

N
H

N

N
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DMSO, 125°C

(6)

Ts

(14)

 

 

Esquema 14: Reação para a obtenção do 1-fenil-9H-pirido[3,4-b]indol (6). 

 
  Em um balão de 250 mL adicionou-se 0,65 g (2,28 mmol) do 1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-

1H-pirido[3,4-b]indol (13), 0,73 g de Piridina (9,24 mmol) em 20 mL de DCM à 0°C. 

Posteriormente adicionou-se 1,16 g de carbonato de potássio (2,20 mmol). O sistema 

permaneceu sob agitação por aproximadamente 15 minutos. Em seguida adicionou-se 0,53 g 



 

	
   43 

cloreto de de p-toluenosulfonila (10 mmol), pouco a pouco ao balão. Após a adição do cloreto 

de de p-toluenosulfonila, removeu-se o banho de gelo e a reação prosseguiu à temperatura 

ambiente por 6 horas, sendo acompanhada por CCF com n-Hexano: acetato de etila 50% 

como eluente.    

 Após a constatação do término da reação, o meio reacional foi transferido para um 

funil de separação onde fez-se uma extração líquido-líquido utilizando 15 mL de uma solução 

aquosa de HCl 2N, 30 mL de água e 10 mL de solução saturada de cloreto de sódio como fase 

aquosa. Posteriormente a fase orgânica foi seca com sulfato de sódio, filtrada e evaporada. 

 O sólido obtido no processo de extração (intermediário N-tosilado), ainda sem 

purificação, foi adicionado a um balão de 500 mL, juntamente com uma solução de hidróxido 

de sódio 30% (1.60 g, 12.00 mmol) em 12 mL de dimetilsulfóxido (DMSO). A mistura foi 

aquecida à 125 °C, prosseguindo assim até o término da reação (7h), verificado por CCF com 

n-hexano : acetato de etila 30% como eluente. Após o resfriamento do balão à temperatura 

ambiente, adicionou-se 60 mL de água gelada, o que levou a precipitação do produto final. A 

fenil-harmana foi obtida como um sólido de coloração amarelada com 94% de rendimento. 

 

Caracterização: 

 

RMN 1H (DMSO-d6): δ  7,5 [m, (H8-H7-H1’-H2’-H3’-H4’-H5’) 7H]; 8,3 [m, (H3-H4-H5-

H6-H7) 5H]; 11,5 [s, (N-H) 1H]. Onde m = multipleto 

RMN 13C (DMSO-d6): δ  144; 141; 138,8; 133,5; 129,2; 129,1; 129,0; 128,8; 128,6; 122,1; 

121,3; 120; 114; 112;   
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4.2.6 - Síntese dos sais fenil-pirido-indois - procedimento geral (Adaptados de FRAGA 
& BARREIRO, 1994) 
 

N
H

N

N
H

N R2

CH3

R2 =

X

Fenil-pirido-indol (6)

(7) (8) (9)

Sais do Fenil-pirido-indol

X= Br ou I

 

Esquema 15: Rota geral para a obtenção dos sais. 

 

 Em um balão de 50 mL adicionou-se 0,07 g da fenil-harmana (0,87 mmol), 1 

equivalente do haleto de alquila correspondente (iodeto de metila, brometo alila ou brometo 

de benzila) e 5mL de acetonitrila. A reação prosseguiu sob refluxo a 60°C, sendo 

acompanhada por CCF com Diclorometano : metanol 10% como eluente por 24 h a 32 h, 

dependendo da natureza do grupo R.  Após o término da reação, o solvente foi evaporado. O 

produto sólido correspondente foi re-suspenso em éter etílico e filtrado. Os dados do tempo de 

cada reação, rendimento e o aspecto do produto final são apresentados abaixo. 

 

Sal de benzila do fenil-pirido-indol (7) 

 

Tempo de reação = 32h ; Rendimento reacional = 57%Aspecto: Sólido amorfo de coloração 

amarelada  
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Caracterização : 

RMN 1H (D2O): δ 5,86 [s, (CH2Ph), 2H]; 6,92 [dd, (H3’ – H5’), 2H]; 7,26 [m, (H3’’ – 

H4’’ – H5’’), 3H]; 7,47 [t, (H4’), 1H]; 7,64 [m, (H8 – H2’ – H6’ – H2’’ – H6’), 5H]; 7,73 

[t, (H6), 1H]; 7,78 [dd, (H11), 1H]; 8,57 [d, (H13), J = 8,15 Hz, 1H]; 8,95 [d, (H6), J = 

6,45 Hz, 1H]; 8,99 [d, (H5), J = 6,45 Hz, 1H]; 

RMN 13C (D2O): δ 60,3; 112,47; 116,85; 119,55; 121,87; 123,13; 127,32; 127,28; 127,94; 

128,69; 128,95; 129,34; 129,51; 131,52; 131,56; 132,18; 133,54; 133,67; 135,82; 140,88; 

144,05. 

Onde s = simpleto; d = dupleto; m = multipleto, dd = duplo-dupleto; J = Constante de 

acoplamento. 

OBS: Em D2O H9 é trocado com o deutério do solvente. Logo, não observou-se o 

deslocamento característico deste. 

 

Sal de Metila do fenil-pirido-indol (8): 

 

Tempo de reação = 24h; Rendimento reacional = 64%Aspecto : Sólido amorfo de coloração 

amarelada  

Caracterização: 

RMN 1H (D2O): δ 3,13 [s, (CH3), 3H]; 7,43 [t, (H4’), 1H]; 7,6 [d, (H8), 1H] J = 8,49Hz; 

7,64 [t, (H3’-H5’), 2H]; 7,7 [m, (H6-H7-H2’-H6’), 4H]; 8,3 [d, (H5), 1H] J = 8,21 Hz ; 8,4 

[d, (H4), J = 6,6 Hz, 1H]; 8,45 [d, (H3), J = 6,6 Hz, 1H]; Onde s = simpleto; d = dupleto; 

m = multipleto, dd = duplo-dupleto; J = Constante de acoplamento. 
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RMN 13C (DMSO- d6): δ 46,41; 113,60; 117,34; 120,03; 122,16; 124,01; 129,04; 130,08; 

131,83; 131,83; 132,30; 132,95; 135,07; 135,42; 140,72; 144,84.  

OBS: Em D2O H9 é trocado com o deutério do solvente. Logo, não observou-se o 

deslocamento característico deste. 

 

Sal de alila da fenil-pirido-indol (9) 

 

Tempo de reação = 32 h; Rendimento reacional =  63%Aspecto : Sólido amorfo de coloração 

amarelada  

 

Caracterização: 

RMN 1H (D2O): δ 5,0 [dd, (H2’’), 2H]; 5,3 [dd, (H10), 2H]; 5,95 [m, (H1’’), 1H]; 7,35 [t, 

(H4’), 1H]; 7,45 [d, (H8), 1H]; 7,55 [t, (H3’-H5’), 2H]; 7,7 [m, (H6-H2’-H6’), 3H]; 7,75 [t, 

(H7), 1H]; 8,2 [d, (H5), 1H]; 8,36 [d, (H3-H4) 2H].Onde s = simpleto; d = dupleto; m = 

multipleto, dd = duplo-dupleto. 

 

OBS: Em D2O H9 é trocado com o deutério do solvente. Logo, não observou-se o 

deslocamento característico deste. 

 

RMN 13C (DMSO-d6): δ 59, 36; 113,62; 117,81; 119,83; 122,24; 124,12; 128,63; 129,94; 

130,19; 132,48; 132,86; 133,10; 134,18; 135,67; 140,76; 145,04. 
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4.2.7 -  Ensaios Químico-biológicos 
 
 Os ensaios para avaliação da atividade anticolinesterásica utilizando o método de 

Ellman (ELLMAN et al., 1961) e o posterior estudo cinético, foram realizados em placas de 

96 poços  em triplicata na ausência e na presença de compostos β-carbolínicos em diferentes 

concentrações. A densidade óptica foi medida utilizando leitor de microplaca de 96 poços 

Bio-Rad modelo i-Mark, em comprimento de onda 415nm. Foram realizados no mínimo 3 

ensaios independentes, para desta forma ser calculado o desvio padrão, ou seja, a margem de 

erro do ensaio. 

 

4.2.7.1 - Avaliação da atividade anticolinesterásica 
 
 Para a avaliação da atividade anticolinesterásica, as seguintes soluções foram 

preparadas: (1) tampão tris/HCl 50mM pH 8,0; (2) tampão tris/HCl 50mM pH 8,0 contendo 

0,1% de albumina sérica bovina (BSA); (3) 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoíco] (DTNB ou 

reagente de Ellman) 0,5mM; (4) iodeto de acetiltiocolina (ACTI) 2,5mM; (5) enzima 

acetilcolinesterase 0,22U/mL; (6) iodeto de butiriltiocolina (BCTI)  2,5mM e (7) enzima 

butirilcolinesterase 0,22U/mL.  

 Em uma placa de 96 cavidades, foram adicionados 25µL de iodeto de acetiltiocolina 

ou iodeto de butiriltiocolina dissolvidos no tampão (2); 125µL de DTNB dissolvidos no 

tampão (2); 50µL de tampão (2); 25µL dos compostos β-carbolínicos dissolvidos em etanol 

(cavidades em teste) ou etanol (cavidades de controle). Em seguida foi medida a absorvância 

das cavidades (λ 405nm), sendo esta leitura o branco da avaliação. Logo após, adicionou-se a 

cada cavidade 25µL da enzima AChE ou BChE (0,22U/mL) dissolvida em de tampão (1). Em 

seguida, a absorvância foi medida (λ 415nm) a cada 13 segundos por 3 vezes.    

 Os ensaios para a avaliação da atividade anticolinesterásica foram realizados em 

triplicatas (para o cálculo do desvio padrão) e em diferentes concentrações. Após a adição da 

enzima, foi levada ao leitor de microplaca e a absorvância foi medida em um comprimento de 

onda de 415nm. As absorvâncias obtidas foram utilizadas para o cálculo da porcentagem de 

inibição. Assim, foram confeccionados os gráficos (concentração x porcentagem de inibição) 

e calculados os valores de CI50 (µM), com os respectivos desvios padrões.    

 As soluções dos compostos β-carbolínicos foram preparadas em etanol absoluto, 

devido a baixa solubilidade destes em meio aquoso. Apesar dos derivados serem sais, estes 

não apresentaram alta solubilidade em meio aquoso. 



 

	
   48 

4.2.7.2 - Cinética enzimática 
 
   A cinética de interação dos β-carbolínicos com a AChE e BChE foi determinada 

através de gráficos de Lineweaver e Burk (LINEWEAVER & BURK, 1934), onde o eixo das 

abcissas  representa o inverso da concentração de substrato (ACTI ou BCTI) (1/S) e o eixo 

das ordenadas representa o inverso da atividade enzimática (1/V°). Nas 96 cavidades da placa 

foram adicionados: 25µL de substrato (iodeto de acetiltiocolina 0,4mM – 2,5mM) ou (iodeto 

de butiriltiocolina 0,3mM – 2,5mM) dissolvido em tampão (2), 125µL de DTNB (0,5mM) 

dissolvido em tampão (2), 50µL de tampão (2), 25µL do β-carbolínico dissolvido em etanol, 

25µL de AChE ou BChE (0,22U/mL) dissolvida em tampão (1). A absorvância foi medida (λ 

=415nm) a cada 13 segundos por 3 vezes. As concentrações de substrato variaram (para ACTI 

0,04mM – 0,25mM e para BCTI 0,03mM – 0,25mM) na ausência e na presença dos 

compostos.   

 Para a avaliação da cinética com AChE utilizou-se as seguintes concentrações: 

Composto 2 (7 µM e 13 µM), composto 4 (7 µM e 13 µM), composto 5 (1 µM e 2 µM), 

composto 7 (5 µM e 10 µM), composto 8 (20 µM e 50 µM) e composto 9 (10 µM e 20 µM). 

 Para a avaliação da cinética em BChE utilizou-se as seguintes concentrações: 

Composto 2 (0,1 µM e 0,2 µM), composto 4 (5 µM e 10 µM), composto 5 (0,8 µM e 2 µM ), 

composto 7 (0,8 µM e 1,5 µM), composto 8 (15 µM e 25 µM) e composto 9 (15 µM e 35 

µM).   

 Com a análise dos gráficos obtidos neste experimento (1/V° contra 1/[S]), foi possível 

deduzir os valores de KM e Vmáx (LINEWEAVER & BURK, 1934). Tendo caracterizado a 

natureza de inibição e conhecido  os valores de CI50, foram calculados os valores de KI. Para 

uma inibição não competitiva o valor de KI é igual ao valor do CI50 (CHENG & PRUSSOF, 

1973). 

 

4.2.2 - Análise da interação composto-AChE por STD-RMN 
 

A análise por STD foi feita com uma razão molar ligante receptor de 100:1, utilizando 

tampão fosfato de sódio em água deuterada (pH 7,5) como solvente. Todos os espectros de 

STD foram  adiquiridos com a mistura ligante receptor, utilizando uma sonda BBO de 5 mm 

através da sequência de pulso ‘stddiffesgp’ encontrada no catálogo de experimentos padrões 

da Bruker®. Um total de 512 transientes foram adquiridos, usando como pontos de excitação, 

on-resonance: -0,5 ppm e off-resonance: -50 ppm, com uma potência de 40 dB.  
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5 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 - Síntese dos haletos de benzila 
 
  Objetivando a síntese dos sais da harmana propostos, iniciou-se a síntese dos haletos 

de benzila a partir dos seus aldeídos correspondentes. Através da clássica metodologia de 

redução de aldeídos utilizando NaBH4 como agente redutor (Esquema 16), foi possível obter 

os álcoois correspondentes em bons rendimentos (80-93%) e com pouco tempo reacional. A 

rota sintética foi prosseguida com a bromação desses álcoois, com o uso do PBr3, cujo 

mecanismo geral é apresentado no (Esquema 17). 

 

Esquema 16:  Mecanismo de reação de redução de aldeídos para a obtenção dos álcoois 
benzilicos. 

 

 

Esquema 17: Mecanismo de reação para a reação de bromação dos alcoois benzilicos. 

 

A síntese do composto 5, diferente dos outros haletos benzílicos, iniciou-se com a 

reação de acoplamento cruzado de Suzuki entre o álcool para-bromo benzílico e o ácido fenil 

borônico, sob catálise de paládio, resultando em um composto bifenílico (Esquema 18). Em 

seguida, fez-se a bromação do álcool com PBr3. 
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Esquema 18: Mecanismo proposto para a reação de bromação dos alcoóis benzilicos. 

  

5.2 - Síntese da harmana  
 
  A síntese da harmana (1) iniciou-se com a condensação do triptofano com o 

acetaldeído em meio aquoso. Após a etapa de condensação, o produto intermediário foi 

oxidado, levando a formação da harmana com bons rendimentos reacionais. O mecanismo 

proposto para esta reação é mostrado no Esquema 19. 
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Esquema 19 – Mecanismo proposto para a reação de síntese da harmana. 
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Através da análise dos espectros de RMN-1H e RMN-13C foi possível confirmar a 

formação do produto desejado (NH  δ 11,58 e CH3 2,78). Com isto, 1 pôde ser então utilizado 

para a síntese dos diferentes sais propostos (2-5), através da alquilação do nitrogênio 

piridínico com os diferentes haletos de benzilas previamente sintetizados. 

 

5.3 - Síntese do fenil-pirido-indol (6) 
 
  A síntese dos novos derivados iniciou-se com a triptamina, quando esta reagiu em 

meio ácido com o benzaldeído (Esquema 20). Em meio ácido (pH próximo de 4), ocorre a 

protonação do oxigênio da carbonila do aldeído, preferencialmente ao  nitrogênio indolil 

etanamínico da piridina. Isto favorece o ataque nucleofílico deste nitrogênio ao carbono 

carbonílico do benzaldeído, visto que agora o carbono carbonílico é mais  eletrofílico.  
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Esquema 20 – Mecanismo proposto para a reação de formação do 1-fenil-2,3,4,9-

tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol (13) 

 
 

O produto 1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-1H-pirido[3,4-b]indol (13), foi obtido como um 

sólido amorfo de coloração amarelada com 88% de rendimento.  O espectro de RMN de 1H 

(anexo 1),  obtido em D2O no aparelho de 500 MHz mostra um simpleto em 5,6 ppm 

correspondente ao Ph-CH-NH, confirmando a formação do heterociclo conjugado ao núcleo 

indólico. 

  Prosseguindo com a rota sintética para a obtenção do fenil-pirido-indol, oxidou-se o 

anel  heterocíclico conjugado ao grupo indol (13) através da metodologia também descrita por 
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Dong e colaboradores (DONG et al., 2010). O esquema 21 mostra o mecanismo proposto 

para esta reação.  
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Esquema 21 – Mecanismo de reação proposto para a obtenção do 1-fenil-9H-pirido[3,4-

b]indol (6). 
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Neste mecanismo o intermediário N-tosilado possui dois sítios hidrogenados passíveis 

ao ataque do grupo do ânion hidroxila. Sendo o hidrogênio 3 o mais ácido, visto que este está 

mais próximo do nitrogênio do núcleo indólico e do piridínico, além de ser bis-benzílico, 

acredita-se que este seja preferencialmente abstraído (rota b). Após a formação do 

intermediário b que, ao longo da reação que é então oxidado, formando o fenil-pirido-indol 

desejado (6).       

O espectro de RMN-1H obtido em DMSO-d6 do fenil-pirido-indol mostra dois 

multipletos. Um em 7,5 ppm correspondentes aos sete hidrogênios aromáticos mais blindados 

eletronicamente (H7-H8-H1’-H2’-H3’-H4’-H5’). Os outros cinco hidrogênios mais 

desblindados situam-se em 8,3 ppm (H3-H4-H5-H6-H7). Como o espectro foi adquirido em 

DMSO-d6,, foi possível observar o sinal de N-H em 11,5 ppm.    

O fenil-pirido-indol, obtido como um sólido amorfo de coloração amarela com 94% de 

rendimento, foi utilizado na rota sintética para a obtenção dos sais de benzila (8), metila (9) e 

alila (10) e propostos.  

 

5.4 - Síntese dos sais da harmana e sais fenil-pirido-indois 
 
  O mecanismo de obtenção dos sais da harmana e do fenil-pirido-indol envolvem uma 

reação de substituição nucleofílica do tipo 2 (SN2), como mostra o esquema 22. Embora fosse 

esperado a possibilidade de que os sais de benzila e alila reagissem por um mecanismo 

também SN1, aparentemente o mecanismo preferencial é a SN2, visto que para a síntese destes 

sais, ao modificarmos o meio reacional através da troca da acetonitrila pelo etanol e metanol 

(reagentes que favorecem SN1), não observamos a formação dos produtos desejados, mesmo 

após 24 horas de reação. Isto nos levou a crer que o mecanismo envolvido na reação, de fato é 

SN2.  
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Esquema 22 – Mecanismo de reação proposto para a síntese dos sais da harmana e dos 
fenil-pirido-indois. 

 

   Os espectros de RMN 1H obtidos em D2O dos compostos confirmam a formação dos 

produtos. No espectro do sal de metila do fenil-pirido-indol (8) é possível verificar o simpleto 

em 3,13 ppm correspondente à metila, que está altamente desblindada devido a ligação com o 

nitrogênio, formando um sal de amônio quaternário.      

 No espectro do sal alila do fenil-pirido-indol (9) observa-se um duplo-dupleto em 5,0 

ppm dos hidrogênios metilênicos CH-CH2. Um duplo-dupleto em 5,3 ppm  dos hidroênios 

metilênicos N-CH2-CH altamente desblindados devido a ligação com o nitrogênio, formando 

um sal de amônio quaternário. Observa-se também um multipleto do hidrogênio metínico em 

5,95 ppm. No espectro de RMN 13C obtido em DMSO-d6, verifica-se também um sinal em 59 

ppm, correspondente ao metileno do grupo alila, altamente desblindado.    

 No espectro do sal de benzila do fenil-pirido-indol (7) observa-se o simpleto em 5,8 

ppm dos hidrogênios metilênicos da benzila, que estão altamente desblindados devido a 

ligação com o nitrogênio, formando um sal de amônio quaternário. RMN 13C obtido em D2O 

observa-se um sinal em 60 ppm correspondente ao metileno do grupo benzila altamente 

desblindado. 
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5.5 - Avaliação da atividade anticolinesterásica 
 
  Os alcalóides β-carbolínicos vêm sendo descritos na literatura devido ao seu uso como 

inibidores de acetilcolinesterase, especialmente os sais de amônio quaternário, que 

apresentam melhor atividade em comparação com as aminas livres. (BECHER et al., 2009; 

SCHOTT et al., 2006). A razão para esta diferença de atividade entre as formas neutras e 

catiônicas ainda não são bem descritas mas sabe-se que, que a carga positiva dos derivados β-

carbolínicos não mimetiza a subunidade colínica dos substratos endógenos (TORRES et al., 

2012), ao contrário do que acreditava-se (GHOSAL et al., 1972; GEISSLER et al., 2010). 

 Torrres, em sua dissertação de mestrado (TORRES, 2011), avaliou a atividade 

anticolinesterásica de diferentes sais da harmana. Dentre estes, o sal de benzila da harmana 

demonstrou ser um dos mais ativos da série, inibindo AChE e BChE com CI50 de 1,74±0,035 

e 2,62±0,021 µM,  respectivamente.    

 Neste trabalho, buscou-se avaliar o efeito de diferentes substituintes no anel benzílico 

desses sais da harmana, além da avaliação do efeito da substituição da metila pela fenila no 

anel  β-carbolínicos.  Os ensaios para a avaliação da atividade anticolinesterásica foram 

realizados através da modificação do método de Ellman (ELLMAN et al., 1961).  Neste 

ensaio colorimétrico, as enzimas acetilcolinesterase ou butirilcolinesterase hidrolisam a 

acetilcolina em ácido acético e tiocolina. A tiocolina, por sua vez, reage com o 5,5’-ditiobis-

[2-nitrobenzoíco] (DTNB ou reagente de Ellman) gerando o ácido 2-nitro-4-tiobenzóico que 

tem coloração amarela (Esquema 23).  

 

Esquema 23 : Reações envolvidas no método de Ellman. 
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  Inicialmente, adicionou-se às cavidades o iodeto de acetilcolina ou iodeto de 

tiobutirilcolina, o DTNB, o tampão 0,1% BSA, os compostos em diferentes concentrações 

(nas cavidades de teste) e etanol (nas cavidades de controle, onde a enzima não é inibida, ou 

seja, trabalha-se com 100% de atividade enzimática). Após isto, fez-se a primeira leitura da 

absorvância. Esta leitura constituiu o branco da avaliação, ou seja, os valores obtidos nesta 

leitura são os valores descontados na leitura final (após a hidrólise enzimática).  Em seguida, 

adicionou-se a acetilcolinesterase às cavidades e novamente os valores de absorvância foram 

medidos, contudo de tempos em tempos (a cada 13 segundos fez-se uma nova leitura, por três 

vezes seguidas).  Dos valores de absorvância obtidos nestas leituras, subtraiu-se o valor do 

branco de cada cavidade. Como os ensaios foram feitos em triplicata, em seguida, calculou-se 

a média de absorvância para cada uma destas. Assim sendo, cada concentração possuiu três 

valores de média nas três leituras observadas. A tabela 3  mostra os cálculos feitos para o sal 

de benzila do fenil-pirido-indol (6) como exemplo da metodologia aplicada. 
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Tabela 3 – Valores de absorvâncias e concentrações do sal de benzila da fenil-harmana 
(7) utilizados para o cálculo do percentual de inibição da AChE.  
 

  
Absorvâncias 

da 1° leitura 
  

Concentração do 

sal de benzila (µM) 

Média±dp*1° 

triplicata  

Média±dp*2° 

triplicata  

Média±dp*3° 

triplicata  
Média±dp*Controle  

10 0,337±0,00 0,328±0,00 0,328±0,01 0,494±0,01 

15 0,335±0,00 0,324±0,00 0,305±0,00 0,522±0,02 

20 0,273±0,01 0,260±0,00 0,256±0,01 0,489±0,02 

     

  
Absorvâncias 

da 2° leitura 
  

Concentração do 

sal de benzila (µM) 

Média±dp*1° 

triplicata  

Média±dp*2° 

triplicata  

Média±dp*3° 

triplicata  
Média±dp*Controle  

10 0,380±0,00 0,366±0,01 0,367±0,01 0,553±0,01 

15 0,371±0,00 0,361±0,00 0,340±0,00 0,582±0,01 

20 0,307±0,01 0,290±0,01 0,289±0,01 0,548±0,02 

     

  
Absorvâncias 

da 3° leitura 
  

Concentração do 

sal de benzila (µM) 

Média±dp*1° 

triplicata  

Média±dp*2° 

triplicata  

Média±dp*3° 

triplicata  
Média±dp*Controle  

10 0,417±0,00 0,402±0,01 0,406±0,01 0,615±0,01 

15 0,407±0,00 0,399±0,01 0,375±0,00 0,643±0,00 

20 0,339±0,01 0,322±0,01 0,320±0,01 0,605±0,02 

*dp = Desvio-padrão. 
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Desta maneira, a absorvância observada refletiu diretamente a atividade enzimática (a 

enzima, no volume em que é adicionada não possui valor de absorvância relevante). Com isto 

foi possível comparar os valores de cada triplicata com o valor da triplicada do controle e 

calcular o percentual de inibição da seguinte maneira: 

Percentual de inibição = 100 - (Tc X 100/ Xt)  

Onde: Tc = Triplicada do controle; Xt = média da triplicata da concentração ser calculada; 

Por exemplo, a primeira triplicata na concentração 10 µM na primeira leitura:Percentual de 

inibição = 100 – (0,494 X 100/0,337) = 31,74. 

O mesmo foi feio para todas as triplicatas das demais concentrações. Com os valores  

obtidos calculou-se a média das triplicatas nas três leituras e o desvio-padrão correspondente. 

A tabela abaixo mostra o percentual de inibição de acetilcolinesterase do sal de benzila (7) 

nas diferentes concentrações testadas. 

 

Tabela 4 – Percentual de inibição de AChE pelo sal de benzila do fenil-pirido-indol (7). 
 

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

10 33,25±0,38 

15 38,69±0,19 

20 46,07±0,10 

25 52,97±0,24 

30 57,76±0,23 

35 60,52±0,30 

40 64,98±0,35 

 *dp = desvio padrão 

 A partir da porcentagem de inibição calculada para no mínimo três concentrações 

diferentes, foi possível confeccionar os gráficos (concentração x porcentagem de inibição), e 

utilizando o modelo matemático de regressão linear foram calculados os valores de CI50 
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(concentração efetiva que inibe 50% da atividade enzimática) conforme ilustrado na Figura 

19.  

 

Figura 23: Inibição de AChE pelo composto 7. 

 

  Da mesma forma procedeu-se com os outros compostos sintetizados, como pode ser 

observado nas tabelas e gráficos abaixo. 

 

 Tabela 5: Percentual de inibição de AChE pelo composto 2.  
 

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

3 31,45 ± 0,44 

5 41,44 ± 0,27 

8 51,86 ± 0,09 

10 63,63 ± 0,11 

*dp = desvio padrão 
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Figura 24: Inibição de AChE pelo composto 2. 

 

Tabela 6: Percentual de inibição de AChE pelo composto 3 . 

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

1 20,43±0,1990,370,37 

3 36,09±0,21 

5 45,69±0,06 

6 53,51±0,02 

8 61,86±0,06 

*dp = desvio padrão 
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Figura 25: Inibição de AChE pelo composto 3. 

 

 
Tabela 7: Percentual de inibição de AChE pelo composto 4. 
 

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

2 27,17±0,390,370,37 

4 34,45±0,23 

10 54,93±0,42 

13 65,46±0,17 

15 67,60±0,06 

*dp = desvio padrão 
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Figura 26: Inibição de AChE pelo composto 4. 

 

Tabela 8: Percentual de inibição de AChE pelo composto 5.  

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

1 36,53±0,330,370,37 

1,5 45,96±0,28 

2 52,63±0,29 

2,5 59,58±0,17 

3 63,66±0,08 

*dp = desvio padrão 
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Figura 27: Inibição de AChE pelo composto 5. 

 

Tabela 9: Percentual de inibição de AChE pelo composto 8.  
 

Concentração (µM) %Inibição±dp* 

20 34,84±0,11 

30 40,98±0,20 

40 44,55±0,21 

70 58,00±0,17 

80 62,38±0,06 

*dp = desvio padrão 
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Figura 28: Inibição de AChE pelo composto 8. 

 

Tabela 10: Percentual de inibição de AChE pelo composto 9.  
 

Concentração (µM) %Inibição±dp* 

5 19,13±0, 

10 31,12±0, 

15 39,59±0, 

20 44,88±0, 

25 53,53±0, 

*dp = desvio padrão 
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Figura 29: Inibição de AChE pelo composto 9. 

 

Tabela 11: Percentual de inibição de BChE pelo composto 2.  
 

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

4 42,14±0,23 

4,5 41,86±0,17 

5 52,04±0,11 

6,5 67,41±0,12 

*dp = desvio padrão 
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Figura 30: Inibição de BChE pelo composto 2. 

 

Tabela 12: Percentual de inibição de BChE pelo composto 3.  
 

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

4 42,96±0,25 

4,5 47,67±0,19 

5 53,60±0,09 

6,5 63,98±0,17 

8 74,20±0,16 

*dp = desvio padrão 
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Figura 31: Inibição de BChE pelo composto 3. 

 

 

Tabela 13: Percentual de inibição de BChE pelo composto 4.  
 

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

3 21,28±0,06 

5 28,97±0,43 

7 38,85±0,26 

9 43,86±0,52 

11 50,72±0,52 

13 55,73±0,28 

14 62,30±0,27 

*dp = desvio padrão 
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Figura 32: Inibição de BChE pelo composto 4. 

 

Tabela 14: Percentual de inibição de BChE pelo composto 5.  
 

Concentração (µM) % Inibição±dp* 

0,8 35,19±0,05 

1 39,33±0,23 

1,5 49,53±0,32 

2,0 54,84±037 

2,5 70,40±0,23 

*dp = desvio padrão 
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Figura 33: Inibição de BChE pelo composto 5. 

 

Tabela 15: Percentual de inibição de BChE pelo composto 7.  
 

*dp = desvio padrão 

 

 

Concentração (µM) %Inibição±dp* 

0,5 30,67± 

1 43,85± 

1,5 51,23± 

2 58,04± 

2,5 67,10± 
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Figura 34: Inibição de BChE pelo composto 7. 

 

Tabela 16: Percentual de inibição de BChE pelo composto 8.  
 

Concentração (µM) %Inibição±dp* 

10 26,32±0,22 

20 40,69±0,15 

30 55,60±0,07 

35 61,36±0,02 

40 64,66±0,02 

45 70,89±0,01 

*dp = desvio padrão 
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Figura 35: Inibição de BChE pelo composto 8. 

 

Tabela 17: Percentual de inibição de BChE pelo composto 9.  

 
Concentração (µM) %Inibição±dp* 

7 23,05± 

11 30,83± 

15 34,24± 

19 36,73± 

23 43,44± 

27 47,85± 

30 51,11± 

34 53,61± 

*dp = desvio padrão 

 



 

	
   72 

 

Figura 36: Inibição de BChE pelo composto 9. 

 

 Como é possível observar, todos os derivados forneceram ótimos valores de CI50 tanto 

para AChE quanto para BChE, sendo menores que os valores de CI50 apresentados pela 

harmana  Tabela X) Os compostos 2, 4 e 5 forneceram valores de CI50 próximos ao da 

fisostigmina (um conhecido inibidor de colinesterases) e galantamina (CI50=8,70±0,05µM em 

AChE) e (CI50=24,4±2,84µM em BChE), um dos fármacos utilizados comercialmente para o 

tratamento da DA (BECHER et al., 2005; GEISSLER et al., 2010). O composto 3 merece 

especial destaque pois mostrou um valor menor de CI50 tanto para AChE quanto para BChE. 

Torres em sua dissertação de mestrado mostrou que o sal de benzila da harmana possui 

valores de CI50 igualmente baixos (1,74±0,035 µM para AChE e 2,62±0,021 µM para BChE).

 Os resultados  dos ensaios dos compostos 2, 3 e 4 mostram que o aumento do volume 

estérico na região para do anel benzílico, através da introdução de grupos retiradores de 

elétrons como Br, Cl e NO2, respectivamente, não otimizou as propriedades 

anticolinesterásicas desta classe de compostos, tendo como padrão comparativo o sal de 

benzila da harmana. No entanto, aparentemente esta redução na atividade inibitória não é 

devida ao volume dos grupos substituintes, pois o composto 5 (para fenila)apresentou 

atividade inibitória semelhante ao protótipo 7 (CI50 = 1,88±0,035 e 1,65±0,035 em AChE e 

BChE, respectivamente). A redução da atividade quando da introdução de grupos elétron-

retiradores pode estar relacionada com uma possível redução da densidade eletrônica do anel 

benzílico, o que pode acarretar em redução das interações hidrofóbicas realizadas pela nuvem 
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π com o sítio das colinesterases. Possivelmente a introdução de grupos doadores de elétrons 

poderia aumentar a atividade, o que está sendo investigado no momento. 

N
H

N

CH3

Br

Sal de benzila da harmana  

 

Tabela 18: Valores de CI50 para os compostos avaliados quanto à atividade inibitória da 
AChE e BChE. 
 

Compostos AChE BChE Seletividade 

 CI50(µM) ± *dp CI50(µM) ±*dp 
( CI50 

BChE/CI50AChE) 

     

Harmana 380 ± 0,005 90,0±0,0002 0,236 

2 7,11 ± 0,018 4,83 ± 0,037 0,679 

3 5,71 ± 0,049 4,80 ± 0,016 0,84 

4 8,82 ± 0,032 10,8 ± 0,004 1,22 

5 1,88 ± 0,027 1,56 ± 0,084 0,823 

7 22,06 ± 0,037 1,49 ± 0,172 0,067 

8 52,13 ± 0,028 27,44 ± 0,052 0,526 

9 22,48 ± 0,195 29,57 ± 0,043 1,31 

Fisostigmina  1,56±0,067 3,70±0,320 2,370 

*dp = desvio padrão 
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 De acordo com a Tabela 21, é possível observar que a seletivade, ou seja, a afinidade 

dos compostos pelas enzimas pode ser levemente modificado pela natureza dos grupos 

adicionados ao nitrogênio piridínico, formando o sal de amônio quaternário. Em estudos 

anteriores, observou-se que grupos alifáticos de pequeno volume, tais como os sais de metila 

e etila da harmana, favoreciam a inibição da BChE. Por outro lado, grupos alifáticos 

volumosos tal como o sal de butila, favoreciam a inibição da AChE. (TORRES et. al., 2012). 

Através destes resultados é  possível observar que não somente o volume do substituinte 

impacta diretamente na atividade e na seletividade desta classe de compostos, mas também a 

natureza eletrônica.  

 Estudos anteriores mostraram que a adição do anel de benzila, para formação do sal de 

amônio quaternário, favorecia o aumento da atividade em ambas as enzimas estudadas 

(TORRES et. al., 2012), mas levando a uma leve seletividade pela AChE. Tendo em vista que 

todos os sais da harmana são sais de benzila substituídos, foi possível avaliar a contribuição 

de cada substituinte na região para a estes anéis, como discutido anteriormente. Sendo assim, 

grupos retiradores de elétrons tais como NO2, Cl e Br, tendem a diminuir a interação destes 

compostos com as colinesterases, se comparado às interações observadas para o sal de benzila 

da harmana, que apresenta uma CI50 = 1,74±0,035 e 2,62±0,021 para AChE e BChE, 

respectivamente (TORRES, 2011). É interessante notar também que estas substituições 

tornaram os compostos 2, 3 e 4 menos seletivos. Estes resultados indicam que a seletividade 

pode ser modulada, como pode ser observado nos dados expostos na Tabela 20. 

 A substituição da metila pela fenila na síntese dos sais do fenil-pirido-indol, embora 

não tenha levado a perda da atividade, não se mostrou favorável pois todos os sais 

apresentaram menor atividade em AChE. Contudo o sal de benzila desta classe de compostos 

(7), mostrou-se altamente seletivo por BChE, indicando que a esta classe pode ser explorada 

para novos compostos inibidores seletivos da BChE..  

 

5.6 - Cinética Enzimática 
 
 A cinética enzimática foi realizada segundo o método de Ellman já descrito na parte 

experimental deste trabalho  (FRANCIS et al., 1999; BAYNES, 1991).   Um exemplo da 

metodologia de cálculo utilizado para avaliação da cinética enzimática pode ser observado na 

Tabela 22, que mostra os valores de 1/V0 e 1/[S] obtidos para o composto 7. Com estes 

valores confeccionou-se então o gráfico de Lineweaver-Burk (Figura 35). Como descrito 
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anteriormente na introdução, o formato do gráfico obtido mostra de forma clara e objetiva, o 

tipo de inibição que ocorre. 

 

Tabela 19: Valores de 1/V° e 1/[S] para o composto 7 como demonstrativo de cálculo da 
cinética enzimática de AChE. 
 

1/[S] 1/V°±dp* (Controle) 1/V°(5µM)±dp* 1/V°(10µM)±dp* 

25,00 6,613±0,023 12,397±0,021 19,867±0,007 

20,00 5,772±0,018 11,598±0,012 16,90±0,002 

11,76 3,828±0,049 7,281±0,040 11,734±0,006 

10,00 3,460±0,032 6,401±0,021 10,251±0,003 

6,66 2,632±0,027 4,969±0,023 7,550±0,012 

5,649 2,448±0,029 4,449±0,054 6,982±0,007 

5,00 2,341±0,017 3,981±0,030 6,716±0,018 

4,545 2,236±0,059 3,916±0,047 6,736±0,040 

4,166 2,103±0,018 3,937±0,038 6,102±0,021 

4,00 1,979±0,015 3,762±0,011 5,890±0,027 

dp*=desvio padrão 

 

O mesmo procedimento foi adotado para todos os sais sintetizados para ambas as 
enzimas, como pode ser observado nos gráficos a seguir. 
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Figura 37: Cinética de inibição de AChE pelo composto 7. 
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Figura 38: Cinética de inibição de AChE pelo composto 2. 
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Figura 39: Cinética de inibição de AChE pelo composto 4. 
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Figura 40: Cinética de inibição de AChE pelo composto 5. 
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Figura 41: Cinética de inibição de AChE pelo composto 8. 
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Figura 42: Cinética de inibição de AChE pelo composto 9. 
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Figura 43: Cinética de inibição de BChE pelo composto 2. 
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Figura 44: Cinética de inibição de BChE pelo composto 4. 

 

 



 

	
   80 

 

 

-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35
0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20
22
24
26
28
30
32

1/
V

0 10
-6

M
-1

m
in

1/[S]10-3M-1

 Atividade da BChE   (R = 0,999)
 0,8 µM do Inibidor   (R = 0,999)
 2 µM do Inibidor    (R = 0,998)

 

Figura 45: Cinética de inibição de BChE pelo composto 5. 
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Figura 46: Cinética de inibição de BChE pelo composto 7. 
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Figura 47: Cinética de inibição de BChE pelo composto 8. 
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Figura 48: Cinética de inibição de BChE pelo composto 9. 
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 Com base neste estudo cinético pode-se observar que todos os compostos analisados 

agem como inibidores reversíveis não competitivos, que são caracterizados pela interação do 

inibidor em um sítio próprio de ligação, e não no sítio ativo da enzima. Estes dados 

corroboram com os dados recentemente publicados na literatura para esta classe de compostos 

(TORRES et al., 2012). Tendo observado este tipo de inbição, foi possível estimar o valor de 

Ki como sendo igual ao valor de CI50 (CHENG & PRUSSOF, 1973).  

  Torres e colaboradores observaram também que os sais dos compostos β-carbolínicos 

atuam inibindo a enzima provavelmente em um sítio aniônico próximo à entrada do canal 

onde está o sítio ativo, o que explica a diferença entre os valores de CI50 da harmana  e dos 

seus derivados. Não tendo carga positiva em sua estrutura, a harmana atua inibindo as 

enzimas apenas por interações de Van der Waals, já os seus derivados que possuem uma 

carga positiva em sua estrutura, atuam inibindo as enzimas neste centro aniônico por 

interações iônicas que são muito mais fortes que as de Van der Waals. 

 A Tabela 24 correlaciona o valor de CI50 com o valor de KI para uma inibição do tipo 

não competitiva. 

 

5.3 - Análise da interação via STD-RMN 
 
 Os ensaios de STD foram feitos para alguns dos compostos sintetizados e mostraram 

que os anéis aromáticos β-carbolínico e benzilico interagem com maior proximidade do 

receptor, o que corrobora com os dados químicos-biológicos observados nos ensaios 

cinéticos, que indicam o maior potencial inibitório dos benzilsubstituídos frente aos alquil-

substituídos. Alem disso, estes estudos indicam que mesmo com o aumento esterico dos 

substituintes tanto no anel piridínico quanto na substituição da metila pela fenila nos sais 

fenil-pirido-indois, estes continuam interagindo dentro da cavidade enzimática. Tal fato é 

importante para dar prosseguimento ao planejamento de novas estruturas, uma vez que sabe-

se que a conformação dos padrões estruturais analisados no momento da interação, permite o 

aumento esterico destes e mantém a atividade destes compostos mesmo com a modificação 

eletrônica destes substituintes. 
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6 – CONCLUSÕES 
 
 A análise da atividade anticolinesterásica dos derivados β-carbolínicos indicou que 

estes sais foram até 200 vezes mais potentes (5) em relação à harmana (1), indicando que 

estes compostos são interessantes para estudos mais avançados (in vivo), uma vez que, alguns 

derivado forneceram valores de CI50 (in vitro) próximos ao valor de CI50 da fisostigmina.

 Todos os compostos testados agiram como inibidores não competitivos, ou seja, 

interagem com sítios da AChE e BChE diferentes do sítio ativo.  

 Uma vez que, para AChE, o composto mais ativo foi o 5, nota-se que este, 

diferentemente dos outros compostos testados, possui um anel aromático a mais que poderia 

estar contribuindo para que haja interações π-π com resíduos aromáticos da enzima. 

Adicionalmente, este composto se mostra mais lipofílico que os outros da série, o que pode 

ser interessante já que as enzimas alvo se encontram no sistema nervoso central. 

 De modo geral, a geração de carga positiva nesta série de derivados β-carbolínicos 

levou a um ganho considerável de potência. A seletividade parece estar relacionada ao 

volume e à natureza dos grupos acrescentados ao nitrogênio piridínico. Sobre estes 

substituintes, a adição de grupos retiradores de elétrons à posição para da benzila, nos sais da 

harmana, mostrou diminuir a seletividade destes compostos, contudo houve a manutenção do 

potencial inibitório destes compostos. 

 Os estudos de STD-RMN mostraram que o aumento do volume estérico do 

substituinte ainda faz com que estes compostos interajam dentro da cavidade enzimática, alem 

de corroborar os dados experimentais de que os anéis benzilicos adicionados aos sais da 

harmana formam mais um sítio de interação com a enzima, sendo por tanto, importante para a 

atividade observada. 

 Finalmente, os sais de fenil-pirido-indol, apesar de terem apresentado menor atividade 

geral frente a AChE, levaram ao composto 7 que se mostrou bastante seletivo pela 

butirilcolinesterase, indicando uma promissora série a ser explorada. 

  

 



 

	
   84 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANEXO I 



 

	
   85 

8.3 8.2 8.1 8.0 7.9
Chemical Shift (ppm)

2.10 1.11

8.
22

8.
21

8.
20 7.

95
7.

93

7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15
Chemical Shift (ppm)

1.171.080.94

7.
62

7.
60

7.
56

7.
56 7.
55 7.
54

7.
53

7.
52 7.
26

7.
26 7.

24
7.

22
7.

22

8a

4b

N
H
9

4a

9a
8

7

6
5

1
N
2

4
3

CH3 1’

12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

2.722.10 1.171.11 1.080.98

9

3

4

86

7

1’

5

11
.5

8

8.
22

8.
21

7.
95

7.
93

7.
62

7.
60

7.
54

7.
53

7.
26

7.
24

7.
22

2.
78

Espectro de RMN-1H da harmana obtido em  DMSO-d6 (500 MHz) 



 

	
   86 

N
H

N

CH3143.12 140.81

13
7.

91

134.93

12
8.

30

127.33

12
2.

19

121.51

11
9.

67

11
3.

13
11

2.
39

200 192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8
Chemical Shift (ppm)

142.56
140.81

13
7.

91

134.93

12
8.

30

127.33

12
2.

19

121.51

11
9.

67

11
3.

13 11
2.

39

20
.8

5

 Espectro de RMN - 13C da harmana obtido em DMSO-d6 (500 MHz) 



 

	
   87 

Br-

13.5 13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

3.072.441.97 1.92 1.711.430.93

1’

10

3’ e 5 ’

6

7 e 8

2’ e 6’

5

4

3

9

3.
04

6.
03

7.
22

7.
49

7.
63

7.
65

7.
82

8.
53

8.
78

8.
80

12
.9

8

8a

4b

N
H
9

4a

9a8

7

6 5

1

N
+

2

4 3

CH31’

10

1’’ 6’

5’

4’
2’

3’
Br

 
Espectro de RMN-1H do composto 2 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz) 



 

	
   88 

N
H

N
+

CH3

Br

Br-

192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

144.26
141.32 135.87

13
4.

80

134.35

13
2.

52

131.74

12
9.

84

12
4.

09
12

2.
42

122.25
120.22

11
9.

93
11

6.
55

11
3.

37
11

2.
50

59.17

16
.0

6

Espectro de RMN - 13C do composto 2 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz) 



 

 89 Espectro de RMN – 1H do composto 3 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz) 
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Espectro de RMN – 13 C do composto 3 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz) 
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Espectro de RMN – 1 H do composto 4 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz). 
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Espectro de RMN – 13 C do composto 4 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz). 



 

 93  Espectro de RMN – 1 H do composto 5 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz). 
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Espectro de RMN – 13 C do fenil-pirido-indol obtido em  DMSO-d6 (500 MHz). 
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Espectro de RMN – 1H do composto 7 obtido em  D2O (400 MHz). 
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 101  Espectro de RMN – 13 C do composto 8 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz). 
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Esquema 1 - Modelo de Michaelis-Menten 

http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/enzimas/enzimas-9.php. Acessado em 19 de 

janeiro de 2013 às 11:24h. 

Figura 12 – Centro ativo da Acetilcolinesterase. Disponível 

em:http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=54. Consultado em 23 de janeiro de 2013 

às 14:56h. 

Figura 10 – Estutura tridimensional da acetilcolinesterase. Disponível em  

http://www.rcsb.org/pdb/images/1c2o_bio_r_500.jpg . Consultado em 23 de janeiro de 2013 

às 15:00h. 

Figura 4  - Formação do complexo enzima-substrato. 

http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/enzimas/enzimas-9.php. Acessado em 19 de 

janeiro de 2013 às 11:24h. 

Figura 5 - Gráfico de Michaelis-Menten. Disponível em 

http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/enzimas/enzimas-9.php. Acessado em 19 de 

janeiro de 2013 às 11:24h 

 

Figura 3  - Diagrama energético de uma reação catalisada e de uma reação não catalisada. 

Disponível em 

http://www.biorom.uma.es/contenido/UIB/Jmoldesarrollo/enzimas/enzima5.html. Acessado 

em 19 de janeiro de 2013 às 12:15h 

 

Figura 6 - Gráfico de Lineaweaver e Burk - disponível em 

http://www.themedicalbiochemistrypage.org. Consultado em 23 de janeiro de 2013 às 13:52. 

 

Figura 14 - Transporte, síntese e degradação da acetilcolina nos nervos pré-sinápticos e 

sinápticos. Disponível em  http://www.vrp.com.  Acessado em 3 de fevereiro de 2013 às 

10:57h 
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Espectro de RMN – 13 C do composto 3 obtido em  DMSO-d6 (500 MHz) 
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Espectro de RMN – 13 C do fenil-pirido-indol obtido em  DMSO-d6 (500 MHz). 
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Espectro de RMN – 1H do composto 7 obtido em  D2O (400 MHz). 
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