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RESUMO 

 

Serino proteases são uma classe de enzimas de grande importância terapêutica. 

Seu papel em processos biológicos críticos como digestão, coagulação sanguínea, 

fibrinólise e resposta imune tornam-nas um promissor alvo para o desenvolvimento 

de novos fármacos. 

 

Com o objetivo de se sintetizar potenciais inibidores de serino proteases um 

conjunto de dez moléculas foi submetido a um estudo de modelagem molecular 

(docking), empregando-se o programa AutoDock 3.0.5, com o fim de se determinar a 

afinidade e o modo de interação entre a β-tripsina e os potenciais ligantes. A β-

tripsina foi escolhida para o presente trabalho por ser considerada um modelo de 

estudo na classe das serino proteases. 

 

Dentre os ligantes submetidos ao docking quatro foram selecionados para síntese. 

Os compostos 1,3-bis(1-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]propano (7) e 1,3-

bis(2-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]propano (8) apresentaram maiores 

valores de pKi do que os demais compostos e por isso foram escolhidos para 

síntese. N-(4-nitrofenil)-4-amidinobenzamida (1) e N-benzil-4-amidinobenzamida (2) 

foram aqueles com os menores valores de pKi e sua escolha para síntese foi 

baseada na necessidade de se validar o método computacional empregado. 

 

Os ligantes 2, 7 e 8 foram obtidos com sucesso e serão submetidos a ensaios 

enzimáticos nos laboratórios de colaboradores do presente projeto (professores 

Amintas Fabiano de Souza Figueiredo e Marcelo Matos Santoro). As tentativas de 

síntese de 1 levaram à recuperação do material de partida ou a um produto de 

hidrólise de 1, a p-nitroanilina.  

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Serine proteases are a class of enzymes of great therapeutic importance. Their role 

in critical biological processes like digestion, blood coagulation, fibrinolysis and 

immune response make them promising targets for the development of new drugs. 

 

Aiming at the synthesis of potential serine protease inhibitors a set of ten molecules 

was subjected to a molecular modeling study (docking) using the AutoDock 3.0.5 

program.  The goal of this study was to determine the binding affinity and modes of 

binding of the potential inhibitors to β- trypsin. β-trypsin was chosen for the present 

work because it is considered a model for the study of serine proteases. 

 

Among the compounds subjected to docking four were selected for synthesis. 

Compounds 1,3-bis(1-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]propane (7) and 1,3-

bis(2-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]propane (8) were chosen  because of their 

higher affinity as expressed by their higher pKi values as compared to the other 

compounds. N-(4-nitrofenil)-4-amidinobenzamide (1) and N-benzil-4-

amidinobenzamide (2)  were those with the lower pKi values and they were selected 

for synthesis for method validation reasons. 

 

The compounds 2, 7 and 8 were obtained successfully and they will be evaluated in 

enzymatic assays to be carried out in the laboratory of collaborators of the present 

project (professor Amintas Fabiano de Souza and professor Marcelo Matos Santoro). 

The attempts to synthesize 1 resulted in starting material recovery or in the isolation 

of p-nitroaniline, a hydrolysis product. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Modelagem Molecular 

 

Os sítios ativos das proteínas exibem uma alta seletividade no reconhecimento de 

pequenas moléculas. Isto tem sido explorado pelos químicos medicinais na busca 

por novos fármacos, que ativem ou bloqueiem determinada via bioquímica e, em 

conseqüência, exerçam um efeito farmacológico. Os métodos computacionais 

utilizados na química medicinal buscam auxiliar o desenho de moléculas de 

interesse terapêutico, explicando e prevendo as interações entre o ligante e a 

macromolécula alvo (WANG et al., 2003; TERAMOTO et al., 2007).  

 

No método da ancoragem molecular (docking) tenta-se prever a estrutura do 

complexo intermolecular formado entre duas ou mais moléculas (por exemplo, 

ligante-enzima, ligante-receptor). A estrutura dos complexos formados entre a 

macromolécula biológica e o ligante fornece informações importantes sobre o modo 

de interação e sobre as potenciais interações que ocorrem no sítio ativo. A 

compreensão detalhada das interações essenciais para o reconhecimento de um 

ligante pela molécula alvo pode ser útil em termos de relação estrutura-atividade e 

auxiliar na busca por novos fármacos. Os candidatos a fármaco são encontrados 

utilizando-se um programa de docking que busque identificar a conformação do 

ligante no alvo biológico (THOMSEN, 2003; ERICKSON et al., 2004).  

 

O número de substâncias com potencial ação farmacológica cresce 

exponencialmente. Diante desse quadro os estudos de docking são vistos como 

filtros que selecionam os compostos com atividade biológica mais promissora e 

assim reduzem tempo e custos de pesquisas. Com isso a abordagem do docking 

tem sido usada como uma ferramenta útil na descoberta, otimização e no desenho 

racional de fármacos (MAGALHÃES et al., 2004). 
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Em um experimento de ancoragem molecular dois processos estão envolvidos: o 

docking e o scoring. O docking gera as várias conformações possíveis para o ligante 

no sítio ativo, utilizando métodos de amostragem conformacional como o algorítimo 

genético ou a simulação de Monte Carlo. As funções scoring avaliam a afinidade 

entre o ligante e a proteína. Essas funções são importantes porque as conformações 

finais são selecionadas de acordo com a afinidade (TERAMOTO et al., 2007).  

 

É reconhecido que a maior fraqueza dos programas de docking atuais não está nos 

métodos de amostragem, e sim nas funções scoring. Esforços consideráveis têm 

sido empreendidos para o desenvolvimento de métodos computacionais capazes de 

prever corretamente as interações entre uma proteína e o ligante (WANG et al., 

2003; COUPEZ et al., 2006). As limitações das funções scoring podem ser 

relacionadas à falta de flexibilidade da proteína, ao tratamento inadequado da 

solvatação e a natureza simplista das funções de energia empregadas (TERAMOTO 

et al., 2007). 

 

Existem atualmente muitas abordagens e diferentes softwares para o docking. 

Alguns amplamente utilizados são AUTODOCK (MORRIS et al., 1998), o FlexX 

(RAREY et al. 1996) e o GOLD (JONES et al., 1997). 

 

1.1.1 AutoDock  

 

O AutoDock 3.0.5 realiza o docking automático de um ligante flexível com o sítio de 

uma macromolécula rígida (MORRIS et al., 1998). O programa utiliza o algorítimo 

genético Lamarckiano (LGA) como método de busca conformacional. Os algorítimos 

genéticos são inspirados na teoria evolucionária de Darwin. Cada busca consiste na 

geração de uma população de indivíduos na qual cada indivíduo representa uma 

possível solução para o problema do docking, que é a posição do ligante em relação 

à proteína. Assim, cada conformação do ligante é representada por um 

cromossomo, constituído por genes que representam os graus de liberdade 

translacional, orientacional e conformacional. Esses indivíduos são avaliados pela 
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energia de interação do complexo macromolecular proteína-ligante e pela energia 

intramolecular do ligante. A seleção dos indivíduos que irão se reproduzir leva em 

conta esses parâmetros de energia e, na seqüência, mutações e crossovers 

poderão ocorrer para gerar novos indivíduos (MAGALHÃES et al., 2004; THOMSEN, 

2003). Usualmente múltiplas corridas empregando o LGA são realizadas em cada 

experimento de docking. Cada corrida fornece uma solução, ou seja, um modo de 

interação previsto. Ao final do experimento do docking, o AutoDock agrupa as 

diferentes soluções em clusters, de acordo com a similaridade entre as diferentes 

conformações geradas e ordena os clusters de acordo com a menor energia 

representativa daquele conjunto.  

 

No AutoDock, a energia de dock (Edock) para um dado ligante é expressa como o 

somatório das interações intermoleculares entre o complexo e a energia estérica 

interna do ligante. Assim: 

 

Edock= Evdw + Elig-H +Eeletrostática +Einterna + Esolvatação 

 

O campo de força inclui três termos de energia de interação. São eles: 

Evdw = termo de repulsão/dispersão de Lennard-Jones 12-6; 

Elig-H = termo de ligações de hidrogênio; 

Eeletrostática = potencial elestrostático Coulombico. 

 

A restrição dos graus de liberdade conformacional do ligante no complexo contribui 

para a diminuição da entropia e esse parâmetro também é considerado no cálculo 

da energia livre de interação (Einterna). O último termo baseia-se na estimativa da 

energia de dessolvatação (Esolvatação) (MORRIS et al., 1998).  

 

As funções de energia empregadas no AutoDock são capazes de discriminar entre 

soluções “boas” e soluções “ruins”, tornando a simulação do docking bem sucedida 

(THOMSEN, 2003).  
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Em um estudo conduzido por WANG e colaboradores onze funções populares de 

scoring foram examinadas no docking com cem complexos proteína-ligante. O 

objetivo desse estudo foi determinar a habilidade dessas funções em reproduzir as 

estruturas enzima-ligante e a afinidade de ligação, observadas experimentalmente 

(WANG et al., 2003).  

 

O método empregado para estimar a precisão do docking baseia-se na proximidade 

entre a conformação da solução de menor energia ou do cluster mais populoso, 

obtida no docking, e aquela observada experimentalmente no complexo enzima-

ligante obtida por cristalografia. Uma solução é considerada bem sucedida se o rmsd 

(root mean square deviation) é menor ou igual a 2 Å.  

 

Na Tabela 1 são listadas as taxas de sucesso obtidas no estudo de WANG e 

colaboradores. 

 

Tabela 1 - Taxas de sucesso do docking , empregando-se onze diferentes funções scoring , 
avaliadas sob diferentes critérios de rmsd  (WANG et al., 2003). 

Taxa de sucesso(%) 

Função Scoring rmsd < 1,0Å rmsd < 1,5Å rmsd < 2,0Å rmsd < 2,5Å rmsd <3,0Å 

Cerius2/PLP 63 69 76 79 80 

SYBYL/F-Score 56 66 74 77 77 

Cerius2/LigScore 64 68 74 75 76 

DrugScore 63 68 72 74 74 

Cerius2/LUDI 43 55 67 67 67 

X-Score 37 54 66 66 74 

AutoDock 34 52 62 62 72 

Cerius2/PMF 40 46 52 52 57 

SYBYL/G-Score 24 32 42 42 56 

SYBYL/ChemScore 12 26 35 35 40 

SYBYL/D-Score 8 16 26 26 41 

 

De acordo com os resultados expressos na Tabela 1 o AutoDock apresenta uma 

taxa de sucesso de 62%, se considerarmos o rmsd menor ou igual a 2 Å.  
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Todavia essa observação não se repetiu quando o scoring foi avaliado. Das onze 

funções examinadas somente quatro (X-score, DrugScore, PLP e G-Score) foram 

capazes de apresentar valores de energia livre calculados próximos dos obtidos 

experimentalmente (WANG et al., 2003).  

 

A incapacidade de prever precisamente a afinidade de ligação entre um ligante e 

uma proteína é o maior problema atual do docking.  

 

1.1.2 Outros programas empregados nos experimentos de docking  

 

O FlexX é um programa que realiza o docking de ligantes orgânicos e sítios ativos 

de proteínas. Em uma primeira fase, uma base pré-selecionada ou um fragmento do 

ligante, considerado rígido e independente do resto do ligante é ancorado no sítio 

ativo. O algorítimo empregado pelo FlexX objetiva encontrar posições para o 

fragmento do ligante no sítio ativo, de modo a alcançar o maior número possível de 

interações com a enzima. Na segunda fase, o ligante é reconstruído partindo-se de 

posicionamentos alternativos do fragmento base. (RAREY et al., 1996). 

 

Os resultados obtidos com o FlexX demonstram que as simplificações no modelo 

são razoáveis e que os maiores problemas observados foram a ausência de um 

modo apropriado de considerar o papel da água na formação do complexo e os 

valores de energia livre calculados, que desviam substancialmente daqueles 

observados experimentalmente (CROSS, 2005). 

 

O GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) é um programa de docking que 

utiliza o algorítimo genético (GA) para explorar a flexibilidade de um ligante frente a 

uma proteína, parcialmente flexível na vizinhança de seu sítio ativo (JONES et al, 

1997).  

 

Uma função scoring é utilizada para ordenar as soluções encontradas para os 

ligantes. Essa função compreende um termo para ligações de hidrogênio, um termo 



Introdução 23 

que é capaz de descrever a contribuição hidrofóbica para a energia de ligação e um 

termo derivado das funções empíricas da mecânica molecular que estima a energia 

interna do ligante (JONES et al., 1997). 

 

1.2 Serino Proteases 

 

Serino proteases são enzimas proteolíticas caracterizadas pela presença de um 

resíduo de serina ativo essencial à atividade catalítica. As serino proteases são uma 

família de enzimas amplamente estudadas devido ao seu envolvimento em inúmeros 

processos biológicos críticos como digestão, coagulação sanguínea, fibrinólise e 

resposta imune. A importância biológica dessa classe de enzimas as tornam alvos 

para intervenção terapêutica, assim como para a elucidação de vias bioquímicas 

(STOOP et al., 2003; SCHMIDT et al., 2008).  

 

A família das serino proteases é subdividida em quatro subclasses: quimiotripsinas, 

subtisilinas, carboxipeptidase Y e protease Clp (DODSON et al., 1998).  

 

1.2.1 A Estrutura das serino proteases do tipo quim iotripsina  

 

O sítio ativo das enzimas da família quimiotripsina/tripsina possui uma tríade 

catalítica formada pelos resíduos Asp102, Ser195 e Hys57 (Figura 1). Esse conjunto 

de aminoácidos foi identificado na estrutura da quimiotripsina por David Blow em 

1967. A tríade catalítica é parte de uma extensa rede de ligações de hidrogênio e 

por isso também é chamada de sistema de dispersão de cargas (BLOW, 1997).  

 

Os resíduos da tríade localizam-se na entrada do bolso de ligação do substrato. O 

Nє2 do resíduo Hys57 está posicionado de modo favorável a aceitar um próton do 

OH da Ser195, durante o ataque nucleofílico à carbonila do substrato. O grupo 

Asp102, carregado negativamente, serve para estabilizar a carga positiva formada 

sobre o resíduo de Hys57, fazendo uma ligação de hidrogênio com o Nδ1 da Hys57. 

Esse sistema de dispersão de cargas torna o átomo de oxigênio da Ser195 um 
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poderoso nucleófilo e permite a hidrólise da ligação peptídica (PERONA et al., 

1995). Na Figura 1 estão ilustradas as ligações de hidrogênio da tríade catalítica. 
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Figura 1 -  Representação esquemática da tríade catalítica das serino proteases. 

 

Outra característica observada no sítio ativo das serino proteases é a presença de 

um sítio de ligação ou fenda oxiânion, formada pelos resíduos Gly193 e Ser195. O 

ataque nucleofílico do oxigênio da Ser195 ao carbono carbonílico da ligação 

peptídica muda a geometria ao redor desse carbono de trigonal plana para 

tetraédrica. O intermediário tetraédrico carregado negativamente é instável. Os 

grupos NH dos resíduos Gly193 e Ser195 são capazes de estabilizar esse 

intermediário através da formação de ligações de hidrogênio (Figura 2) (PERONA et 

al., 1995; SCHMIDT et al., 2008). 
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Figura 2 -  Representação da fenda oxiânion  (VOET, 1995) 

 

Enzimas proteolíticas são usualmente biossintetizadas como precursores inativos 

conhecidos como zimogênios. É claro compreender isso em se tratando de enzimas 

digestivas, que poderiam destruir o próprio tecido que as sintetizou se fossem 

secretadas na sua forma ativa. As serino proteases auto clivam-se entre resíduos 

específicos para se tornarem ativas (HEDSTROM, 2002).  

 

1.2.2 Os sítios de reconhecimento dos substratos  

 

Os aminoácidos dos substratos das serino proteases são designados a partir do 

grupo amino terminal ao grupo carboxílico como Pn,..., P3, P2, P1, P1’, P2’, 

P3’,...Pn’, sendo que a clivagem da ligação peptídica ocorre entre os resíduos P1 e 

P1’. Os sítios de ligação correspondentes na enzima são designados como Sn,..., 

S3, S2, S1, S1’, S2’, S3’,...,Sn’ (SCHMIDT et al., 2008).  

 

A especificidade das serino proteases está geralmente relacionada com as 

interações que ocorrem entre P1-S1. O sítio S1 é um bolso adjacente ao resíduo de 

Ser195, formado pelos resíduos 189-192, 214-216, 224-228. A especificidade é 

determinada pelos resíduos localizados nas posições 189, 216 e 226 (PERONA et 

al., 1995; HEDSTROM, 2002). Assim, em proteases do tipo tripsina um resíduo de 
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Asp189, carregado negativamente, localiza-se no fundo do bolso S1 e é capaz de 

formar ligações de hidrogênio com os grupos guanidínicos ou amino do P1 da 

arginina ou lisina, respectivamente.  

 

Os sítios S2-S3 das serino proteases apresentam pouca especificidade em relação 

ao substrato. O sítio S2 é um bolso raso formado por resíduos hidrofóbicos, como 

Hys57 e Leu99. A especificidade desse sítio relaciona-se a hidrofobicidade da 

cadeia lateral de P2. 

 

Na Figura 3 está representado o sítio ativo da tripsina comparando-o ao da trombina, 

outra serino protease de grande importância biológica e de interesse farmacológico. 

 

 

Figura 3 -  Representação do sítio ativo da tripsina e da tromb ina. Os resíduos representados 
em verde são originais no sítio da tripsina, os em amarelo da trombina e os resíduos em preto 
estão presentes nos sítios das duas enzimas. O alça  60s está presente apenas no sítio ativo da 
trombina. 
 

1.2.3 O mecanismo catalítico das serino proteases  

 

A ampla homologia dos resíduos que compõem o sítio ativo das serino proteases 

indica que o mecanismo catalítico dessas enzimas é comum a todos os 

representantes dessa família. Com base em dados químicos e estruturais 
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descobertos nos últimos anos o mecanismo catalítico representado na Figura 4 foi 

formulado para as serino proteases, do tipo quimiotripsina (HEDSTROM, 2002).  

 

Após a ligação do substrato à enzima para formar o complexo de Michaelis o 

oxigênio do resíduo Ser195 ataca nucleofilicamente a carbonila da ligação peptídica 

e forma o intermediário tetraédrico. O anel imidazólico da Hys57 capta o próton 

liberado, formando um íon imidazólico. Esse processo é auxiliado pelo resíduo 

Asp102, que forma uma ligação de hidrogênio com a Hys57 e estabiliza a carga 

positiva sobre esse resíduo. O intermediário tetraédrico é clivado em um 

intermediário acil-enzima. O grupo abandonador NHR é liberado e substituído por 

uma molécula de água. Com o ataque nucleofílico da água ao complexo acil-enzima 

ocorre a formação de um novo intermediário tetraédrico. Finalmente o segundo 

intermediário tetraédrico é clivado e ocorre a liberação do produto da catálise e 

recuperação da enzima. 
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Figura 4 -  O mecanismo catalítico das serino proteases.  
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1.2.4 Serino proteases como alvos de interesse farm acológico  

 

As serino proteases representam uma classe de enzimas de grande importância 

terapêutica. Elas estão envolvidas em diversos processos biológicos importantes e 

são amplamente distribuídas, o que as torna um alvo potencial para o 

desenvolvimento de novos fármacos.  

 

Atualmente dispõem-se de inibidores de serino proteases que atuam em doenças 

tromboembólicas, como anticoagulantes. A trombina é uma serino protease que tem 

recebido ampla atenção como um promissor alvo para novos anticoagulantes 

(MARYANOFF, 2004; BAUER, 2006; MARKWARDT et al., 1968). Ela desempenha 

um papel central como pró-coagulante, convertendo fibrinogênio em fibrina e 

ativando outros fatores de coagulação como o Fator V, Fator VIII, Fator XI e Fator 

XII. A trombina também age como um agonista plaquetário potente, recrutando 

plaquetas para o local de injúria vascular (WEITZ, 2007). A trombina é uma escolha 

lógica de um alvo biológico para a síntese de novos anticoagulantes orais. Sua 

inibição não somente atenua a formação de fibrinogênio como também bloqueia o 

feedback positivo mediado por ela (MARYANOFF, 2004; BAUER, 2006).  

 

Na Figura 5 estão ilustradas a via intrínseca e extrínseca para o início da 

coagulação.  
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Figura 5 -  Via intrínseca e extrínseca para o início da coagul ação sanguínea e a interação 
com o sistema calicreína-cininas  (GUYTON et al., 1997). 
 

Os fármacos da primeira geração de inibidores diretos da trombina (IDT) não 

possuem biodisponibilidade oral. O protótipo dessa classe de anticoagulantes é a 

hirudina, uma proteína composta de 65 aminoácidos e um potente inibidor 

irreversível da trombina. Embora a hirudina tenha apresentado efeitos clínicos 

satisfatórios (diminuição da incidência de morte relacionada a eventos 

cardiovasculares, diminuição da ocorrência de novos infartos do miocárdio e de 

angina refratária) o aumento do tempo de sangramento e os riscos de hemorragia 

levaram a conclusão de que ela possuía um índice terapêutico estreito e, portanto 

baixa segurança (BATES et al., 1998) 

 

A bivalirudina é um análogo sintético da hirudina que inibe a trombina 

reversivelmente (Figura 6). Estudos clínicos comparativos entre a bivalirudina e a 
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heparina apontaram para a maior eficácia clínica do inibidor de trombina (redução da 

taxa de morte e de infartos do miocárdio) e menor ocorrência de grandes 

sangramentos. (ANTMAN et al., 2002; STONE et al., 2006). 
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Figura 6  - Estrutura química da bivalirudina. 

 

O sucesso obtido com a bivalirudina proporcionou o desenvolvimento de novos 

inibidores diretos de trombina (IDT) biodisponíveis oralmente. O primeiro fármaco 

dessa classe foi o ximelagatran, um pró-fármaco de um IDT, o melagatran (Figura 7). 

Estudos clínicos demonstraram a eficácia do ximelagatran na prevenção de 

tromboembolismo venoso recorrente e sua segurança em relação à ocorrência de 

grandes sangramentos (SCHULMAN et al., 2003). Mais tarde novos estudos 

relacionaram o uso do ximelagatran à ocorrência de hepatotoxicidade, o que levou à 

retirada do fármaco do mercado farmacêutico. Contudo, os resultados apresentados 

demonstram claramente que a inibição da trombina pode ser segura e eficaz, pelo 

menos sob a perspectiva da incidência de sangramentos graves.  
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Etoxilato de dabigatran é um inibidor direto de trombina, biodisponível oralmente, 

que se encontra sob investigação para avaliação de sua eficácia no tratamento de 

desordens tromboembólicas arteriais e venosas. Ele é um pró-farmaco, convertido in 

vivo em dabigatran ativo (Figura 7). O dabigatran liga-se direta e especificamente à 

trombina (ERIKSSON et al., 2007). 
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Figura 7  - Estrutura química de inibidores diretos de tromb ina. 

 

O Fator Xa é uma serino protease do tipo quimiotripsina que também está envolvida 

na cascata de coagulação. Ele atua na junção das vias intrínseca e extrínseca e é 
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responsável pela conversão do zimogênio protrombina na sua forma ativa, trombina 

(SAGI et al., 2003) (Figura 5). Portanto, trata-se de um alvo potencial para a síntese 

de novos fármacos antitromboembólicos. Estudos prévios têm demonstrado que os 

inibidores de Fator Xa têm menos propensão a causar sangramentos graves e, por 

isso, ele seria um melhor alvo antitrombótico do que a trombina (CORTE et al., 2008; 

LIEBESCHUETZ et al., 2002). A ocorrência de sangramentos associada ao uso de 

inibidores de Fator Xa é menor porque eles atuam especificamente sobre o sistema 

de coagulação plasmática, sem afetar as funções plaquetárias (SATO et al., 1998).  

 

O Fondaparinux é o primeiro inibidor seletivo de Fator Xa aprovado pelo FDA, para 

uso na prevenção e tratamento de tromboembolismo venoso recorrente (Figura 8) 

(JANIN et al., 2008; TURPIE, 2008). Trata-se de um pentassacarídeo que se liga 

forte e exclusivamente a um único alvo no plasma, a antitrombina. A ligação é não 

covalente e reversível e induz uma mudança na conformação da antitrombina que 

aumenta a sua afinidade pelo Fator Xa. A ligação da antitrombina ao Fator Xa 

promove uma nova mudança conformacional que causa a liberação do fondaparinux 

de seu sítio de ligação e assim o inibidor torna-se livre para se ligar a outras 

moléculas de antitrombina e reiniciar o ciclo. O complexo antitrombina-Fator Xa é 

então eliminado do organismo (TURPIE, 2008). 

 

O apixaban é um novo inibidor reversível e potente de Fator Xa e em contraste com 

o fondaparinux é administrado oralmente e tem um mecanismo de ação direto 

(LASSEN et al., 2007). 
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Figura 8 -  Estrutura química dos inibidores de Fator Xa. 

 

As calicreínas são um grupo de serino proteases com diversas funções. Elas são 

divididas em dois subgrupos: calicreínas plasmáticas e calicreínas teciduais. Os dois 

tipos variam quanto ao peso molecular, especificidade de substrato e funções 

fisiológicas (TANG et al., 2005).  

 

A calicreína plasmática é uma serino protease que desempenha muitas funções 

importantes, incluindo modulação da pressão sanguínea, ativação do complemento 
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e mediação e manutenção de respostas inflamatórias (TANG et al., 2005). A 

calicreína plasmática desempenha um papel central na via de coagulação intrínseca 

(GRIFFIN et al., 1976). Ela é predominantemente secretada pelos hepatócitos, como 

uma molécula inativa, chamada pré-calicreína. O contato do plasma com uma 

superfície carregada negativamente leva à auto ativação do Fator XII à Fator XIIa , à 

ativação da pré-calicreína a calicreína e à clivagem do cininogênio de auto peso 

molecular em bradicina. A ativação do fator XII não está relacionado apenas à 

cascata de coagulação intrínseca e à produção de cininas, mas também à ativação 

da via complemento (GRIFFIN et al., 1976). Assim, a calicreína plasmática relaciona-

se com muitas funções fisiológicas importantes, como regulação da pressão 

sanguínea (controla a liberação de bradicina, um potente vasodilatador), ativação do 

complemento e mediação de respostas inflamatórias.  

 

Inibidores de calicreína plasmática são fármacos potenciais para o tratamento de 

algumas doenças, como o angioedema hereditário (HAE). A ausência do inibidor 

fisiológico de calicreína plasmática, chamado C1INH, resulta na liberação de 

bradicinina e no aumento da permeabilidade vascular, que leva ao angioedema. A 

aprotinina é um inibidor de serino protease com afinidade por calicreína plasmática e 

plasmina (MOREAU et al., 2005). A inibição da calicreína plasmática, responsável 

pela liberação de bradicinina, pode levar a diminuição da liberação de bradicina 

durante uma crise de HAE.  

 

A família das calicreínas tissulares possui atualmente 15 membros identificados 

(TANG et al., 2005). Evidências crescentes apontam para o papel dessas calicreínas 

no desenvolvimento de tumores (XUAN et al., 2008; BORGONO et al., 2004). As 

proteases da matrix extra celular (MEC) regulam e modificam diretamente o micro 

ambiente tumoral e influenciam indiretamente o crescimento e a apoptose do tumor, 

na angiogênese, na invasão e na metástase, através da clivagem da matrix extra 

celular. O fator ativador de plasminogênio (uPA), o receptor de uPA e o 

plasminogênio têm sido relacionados a proteólise do câncer. Contudo, outras serino 
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proteases, pertencentes à família das calicreínas tissulares, parecem também 

estarem envolvidas com a progressão de tumores (BORGONO et al., 2004). 

 

A produção de algumas calicreínas tissulares é desregulada em células cancerosas, 

especialmente em adenocarcinomas. Inibidores específicos dessas enzimas 

proteolíticas inibem a degradação extracelular, o que por sua vez, impede a invasão 

de células tumorais, o desenvolvimento e a progressão de tumores e são uma 

perspectiva na busca por novos fármacos anti-tumorais (XUAN et al., 2008). 

 

Outra serino protease alvo de interesse farmacológico é a protease NS3 do vírus da 

hepatite C (HCV). Inibidores da replicação do vírus HCV, cujo alvo é essa enzima, 

estão em desenvolvimento (McCOWN et al., 2008). O vírus da hepatite C sintetiza 

uma poliproteína inativa com cerca de 3.000 aminoácidos. A clivagem autocatalítica 

desta poliproteína leva a proteínas funcionais e estruturais ativas, indispensáveis ao 

ciclo de vida viral. A inibição da protease NS3 parece impedir a maturação e a 

produção de novos vírus. A HCV NS3 é uma serino protease que cliva ligações entre 

os resíduos Cys-Ser, com auxílio de um co-fator NS4. Inibidores contendo um grupo 

eletrofílico, como uma α-cetoamida, ligam-se reversivelmente ao resíduo de serina, 

no sítio ativo, e inibem a clivagem da poliproteína. O Boceprevir é um composto que 

atualmente encontra-se em estudos de Fase Clínica ΙΙΙ, e parece ser eficaz em 

humanos (Figura 9) (VENKATRAMAM et al., 2008). 
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Figura 9 - Estrutura química do Boceprevir 
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A triptase é uma serino protease do tipo tripsina que constitui 20-25% do total de 

proteínas armazenadas em mastócitos humanos. Essas enzimas são armazenadas 

na sua forma ativa e estão envolvidas em processos inflamatórios mediados por 

mastócitos. Há evidências de que a triptase liberada na degranulação mastocística é 

capaz de ativar certas populações de mastócitos, amplificando o sistema envolvido 

em doenças alérgicas (HE et al., 1998). O importante papel da triptase na patologia 

da inflamação de vias aéreas tem sido demonstrado, assim como o potencial 

benefício de inibidores de triptase na terapia da asma (OH et al., 2002) 

 

1.3 Síntese de Amidinas 

 

Considerando-se a importância dessa classe de substâncias como inibidores de 

serino proteases, conforme observado na estrutura de diversos compostos 

apresentados na seção anterior, a seguir serão descritos os principais métodos de 

preparação de amidinas. 

 

As amidinas são compostos básicos, usualmente preparadas a partir de derivados 

nitrila. Pinner descreveu a obtenção de amidinas, a partir de nitrilas, via éster imídico 

em 1877, e seu método ainda é o mais prático e útil na síntese de amidinas 

(SHRINNER et al., 1944). Segundo essa técnica a nitrila é dissolvida ou suspensa 

em um álcool anidro e a mistura reacional é tratada com excesso de cloreto de 

hidrogênio. Essa etapa leva à obtenção do éster imídico. O intermediário obtido é 

solubilizado em álcool e submetido à reação com amônia, para obtenção da amidina 

(DABAK, 2002).  
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Outro método descrito para a obtenção de amidinas, a partir de derivados nitrila, é 

por meio de tioimidatos como intermediários. Sulfeto de hidrogênio é borbulhado em 

uma solução do precursor nitrila em piridina e trietilamina. Essa etapa leva à 

obtenção de uma tioamida que é dissolvida em uma mistura de acetona/iodometano 

e aquecida. O tioimidato formado após esse processo é dissolvido em metanol e 

submetido à reação com acetato de amônio, para obtenção da amidina (TANAKA et 

al., 1997). 
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Lange e colaboradores descreveram um método para obtenção de amidinas que 

emprega a N-acetilcisteína como catalisador (LANGE et al., 1999). Na primeira etapa 

a N-acetilcisteína reage com a nitrila, formando um intermediário imino-tioéster. A 

reação desse intermediário com a amônia leva a formação da amidina e a liberação 

do catalisador. 
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Os melhores resultados são obtidos com nitrilas heteroaromáticas, alifáticas ou 

aromáticas deficientes de elétrons. O produto da reação é obtido sob a forma de 

acetilcisteinato amidínico. (LANGE et al., 1999). 
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2 OBJETIVO E JUSTIFICATIVA 

 

Com base no exposto anteriormente e no interesse de nosso grupo no planejamento 

e síntese de inibidores enzimáticos com potencial interesse farmacológico, objetivou-

se no presente trabalho o planejamento por modelagem molecular e a síntese de 

inibidores potenciais de serino proteases. Os fatores que motivaram a escolha dessa 

classe de enzimas foram a sua importância como alvo terapêutico, a disponibilidade 

de dados cristalográficos no Protein Data Bank, o que possibilitou os estudos de 

modelagem molecular, e a possibilidade da realização de ensaios enzimáticos 

realizados por colaboradores do presente projeto (professores Amintas Fabiano de 

Souza Figueiredo e Marcelo Matos Santoro). 

 

O trabalho foi dividido em duas partes: 

- estudo de dez ligantes, inibidores potenciais de serino proteases (Figura 10) por 

modelagem molecular, utilizando a β-tripsina bovina como modelo de estudo; 

- síntese das substâncias mais promissoras oriundas do estudo de planejamento. 
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Figura 10 - Ligantes construídos para os estudos de superposiçã o molecular( docking ). 
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A estrutura química desses ligantes foi planejada usando como protótipo a 

substância representada pela estrutura B, na Figura 11. Este composto é um 

substrato seletivo da β-tripsina, constituído por três resíduos de aminoácidos, L-

arginina, D-valina e L-leucina. A L-arginina protonada possui uma densidade de carga 

positiva concentrada sobre os átomos de nitrogênio guanidínicos, capazes de 

interagir com a β-tripsina através do grupo carboxilato do resíduo de aspartato. Os 

outros dois aminoácidos, D-valina e L-leucina, possuem grupos hidrofóbicos, em sua 

estrutura, que preenchem os bolsos da enzima, aumentando sua afinidade pelo 

substrato. A superposição da solução de menor energia do cluster mais populoso 

obtida nos experimentos docking da substância representada pela estrutura B com o 

ligante 8 ilustra o planejamento desse e dos demais ligantes em relação ao substrato 

e pode ser vista na Figura 11. 

 

 

Figura 11 -  Sobreposição da N−−−−benzoilarginina p-nitroanilida  ao ligante 8 (A); estrutura 
química do substrato da ββββ-tripsina (B); estrutura química de 8 (C) 
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3 PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.1 Modelagem Molecular 

 

Os estudos de ancoragem molécula (docking) foram realizados utilizando-se o 

programa AutoDock 3.0.5 (MORRIS et al., 1998). Seis estruturas cristalográficas da 

tripsina bovina foram selecionadas do Protein Data Bank (entradas no PDB 1EB2, 

1MTU, 1MTW, 1K1O, 1K1P e 1K1I). Os critérios empregados para seleção dessas 

enzimas foram a resolução do complexo cristalográfico de até 2.2 Å e diversidade 

estrutural dos ligantes, o que provavelmente proporciona maior variedade 

conformacional no sítio ativo da enzima, permitindo maiores possibilidades para a 

análise das interações enzima-ligante. Os mapas de grade de potencial (grid) foram 

calculados usando-se o programa AutoGrid. Para cada arquivo PDB o ligante e 

todas as moléculas de água foram retiradas (com exceção da enzima 1K1O, na qual 

uma molécula de água, H2O901, foi mantida no grid). Foram adicionados os 

hidrogênios polares e as cargas Kollman foram calculadas. O espaçamento entre os 

pontos do grid utilizado foi de 0,375 Å. Para os cálculos do AutoGrid os potenciais 

para as ligações de hidrogênio com os heteroátomos O, N e S foram usados. As 

estruturas dos ligantes foram desenhadas e otimizadas utilizando-se o HyperChem 

(Método semi-empírico, campo de força PM3 e gradiente de convergência de 0.01 

Kcal/mol Å). Os grupos ácidos e básicos foram considerados ionizados. Para 

selecionar as ligações rotacionaveis e não rotacionaveis foi utilizado o programa 

AutoDock Tools. Os grupos carboxilato, nitro, amidino e amida tiveram suas ligações 

marcadas como não-rodáveis. Para os cálculos de docking envolvendo os ligantes 

cristalográficos foram utilizados como parâmetros o máximo de 3,0x106 avaliações 

de energia e 200 corridas de algorítimo genético Lamarckiano. Para os cálculos 

envolvendo os demais ligantes os parâmetros empregados foram máximo de 

3,0x106 avaliações de energia e 100 corridas de algorítimo genético Lamarckiano. O 

RMS estipulado foi de 2 Å. Autodock 3.0.5 tem se mostrado preditivo na reprodução 

dos modos de ligação observados experimentalmente, utilizando uma equação 

expandida para calcular a energia livre de ligação  (∆G), e adicionando termos 
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entrópicos às tradicionais equações da mecânica molecular. O campo de força incluí 

parâmetros para dispersão/repulsão, ligações de hidrogênio, ligações eletrostáticas 

e os desvios dos termos geométricos covalentes. A parte entrópica inclui termos que 

calculam as rotações internas congeladas, assim como os efeitos de dessolvatação 

e os hidrofóbicos. A constante de inibição Ki, é calculada usando a equação:  ∆G= 

RT ln Ki, onde R é a constante dos gases (1,987 cal K-1 mol-1) e T a temperatura 

absoluta, estipulada como sendo a temperatura ambiente (298,15 K) (MORRIS, et 

al., 1998). Em todos os cálculos utilizou-se um microcomputador Pentium 4.0 GHz e 

o sistema operacional Linux. 

 

O coeficiente de partição dos compostos submetidos aos estudos de modelagem 

molecular foi calculado utilizando-se o HyperChem, que usa parâmetros atômicos 

derivados por Ghose, Pritchett e Crippen (GHOSE et al., 1987). 

 

3.2 Síntese 

 

3.2.1 Materiais e Métodos  

 

Os solventes utilizados foram previamente tratados seguindo procedimentos 

específicos: 

• metanol – tratado com magnésio ativado pelo iodo sob refluxo e destilado. No 

texto é referido como metanol anidro (ARMAREGO et al, 1996); 

• piridina – acondicionada previamente com pelets de hidróxido de potássio e 

destilada. No texto é referida como piridina anidra (ARMAREGO et al, 1996); 

• tetrahidrofurano (THF) – tratado com sódio metálico e benzofenona (indicador) e 

destilado imediatamente antes do uso. No texto é referido como THF anidro 

(ARMAREGO et al, 1996). 

 

Os demais solventes foram utilizados sem prévia purificação e/ou destilação. 



Parte Experimental 45 

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se sílica-gel 60 G MERCK®, 

sobre lâmina de vidro. Os reveladores utilizados foram: solução etanólica de ácido 

sulfúrico 15% v/v e solução etanólica de ninhidrina a 0,3% p/v. 

 

Para cromatografia em coluna utilizou-se sílica-gel 60, 0,063 a 0,200 mm da 

MERCK®. 

 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de 1D e 2D foram obtidos em 

espectrômetro BRUCKER Avance DPX 200 e espectrômetro BRUCKER Avance 

DRX 400, no Departamento de Química, ICEX, UFMG, utilizando-se como padrão 

interno tetrametilsilano.  

 

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrofotômetro com 

transformada de Fourier – Perkin-Elmer, modelo Spectrum One, do Laboratório de 

Química Farmacêutica, Faculdade de Farmácia, UFMG. 

 

As faixas de fusão foram medidas em aparelho Microquímica MQAPF 301 

Laboratório de Química Farmacêutica, Faculdade de Farmácia, UFMG e não foram 

corrigidas. 

 

Para todas as substâncias obtidas foram determinados os pontos de fusão e foram 

obtidos os espectros no IV e de RMN de 1H e de 13C. Quando se fez necessário para 

a atribuição dos sinais de RMN e para as substâncias inéditas foram obtidos 

espectros de RMN bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC). Para a atribuição das 

bandas no IV e dos sinais de RMN utilizaram-se como referência Silverstein e 

colaboradores, Pretsch e colaboradores e Gil e colaboradores (SILVERSTEIN et al., 

2007; PRETSCH et al., 1989; GIL et al., 1987). 
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3.2.2 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-propanol (16) e 1,3-bi s(2-naftiloxi)-2-propanol (22)  

 

Em um balão de fundo redondo de 250 mL foram dissolvidos 5,0 g de α-naftol (34,7 

mmol) em 45 mL de etanol. A essa solução foram adicionados 2,0 g (36,3 mmol) de 

KOH, previamente solubilizados em 7 mL de água destilada. O balão foi fechado 

com um septo de borracha e o sistema foi mantido sob agitação magnética por 10 

minutos. A seguir adicionou-se, gota a gota, 0,9 mL de epiclorodrina (11,5 mmol) e a 

mistura reagente foi mantida sob agitação magnética, a temperatura ambiente, por 

48 horas. Após esse tempo o etanol foi destilado e a fase aquosa restante foi 

extraída com 4 x 50 mL de éter etílico gelado. A fase orgânica etérea foi extraída  

com solução de NaOH 3 mol/L, até remoção do α-naftol, e com água destilada até 

pH próximo de sete. A fase orgânica foi secada com sulfato de sódio anidro e o 

solvente foi evaporado. Foram obtidos 3,79 g de um óleo escuro, que correspondem 

a 63 % de rendimento bruto. O produto obtido nessa reação foi utilizado na etapa 

seguinte, sem prévia purificação.  

 

Para síntese de 22 seguiu-se o mesmo procedimento descrito anteriormente, 

partindo-se de 5,0g (34,7 mmol) de β-naftol. A proporção dos demais reagentes foi a 

mesma descrita para a síntese de 16. Foram obtidos 5,72 g de um sólido de cor 

amarela, correspondente a 57 % de rendimento. O produto obtido nessa reação foi 

utilizado na etapa seguinte sem prévia purificação. 

 

 

O O

OH
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FM: C23H20O3 

MM: 344 g/mol 
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3.2.3 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiprop rano (17) e 1,3-bis(2-

naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiproprano (23)  

 

Sob agitação magnética e banho de gelo foram dissolvidos 3,80 g (11,05 mmol) de 

1,3-bis(1-naftiloxi)-2-propanol (16) em 15 mL de piridina anidra e foram adicionados, 

gota a gota, 3,5 mL (45 mmol) de cloreto de mesila. O sistema foi vedado com um 

septo de borracha e mantido sob agitação magnética por cerca de 6 horas. Após 

esse tempo o balão foi levado ao freezer, onde permaneceu até que se 

completassem 48 horas do início da reação. A evolução da reação foi acompanhada 

por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 8:2; revelador: solução etanólica de ácido 

sulfúrico 15% v/v). Adicionou-se gelo pilado e HCl concentrado, ao balão. Atritou-se 

com um bastão de vidro até a formação de um sólido amarelo que foi filtrado a 

vácuo. Esse sólido foi purificado por CCS (hexano/acetato de etila 9:1) e foram 

obtidos 2,84 g de um sólido branco que correspondem a 61 % de rendimento.  

 

O mesmo procedimento foi seguido para obtenção do derivado 23 partindo-se de 

3,62 g (10,52 mmol) de 22, 3,5 mL (45 mmol) de cloreto de mesila e 10 mL de 

piridina anidra. A reação foi elaborada após 24 horas acrescentando-se gelo pilado e 

HCl concentrado. Contudo não houve a precipitação do produto. Uma massa oleosa 

se formou e foi extraída com 4 x 50 mL CHCl3. Em seguida, a fase orgânica foi 

extraída com 3 x 50 mL de água destilada e secada com sulfato de sódio anidro. O 

solvente foi filtrado e eliminado em evaporador rotatório. Obteve-se um óleo 

amarelo, que foi submetido a purificação por CCS (hexano/acetato de etila 9:1). 

Foram obtidos 3,15 g de um sólido branco correspondente a 71 % de rendimento. 

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 17 estão descritos nas Tabelas 

2 e 3 e os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 23 nas Tabelas 4 e 5. 



Parte Experimental 48 

O O

O
S

O CH3

O

17

1 2 1'

2'
3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'

 

FM: C24H22O5S 

MM: 422 g/mol 

FF:101,1-101,4οC 

IV de 17 ( ν  cm-1 ): 3054 (ν C-H arom); 2943 (νas C-H alif.); 2880 (νs C-H alif.); 1597, 

1579 (ν C=C arom.); 1508, 1465, 1450 (def.ang.ass. C-H alif.); 1343 (νas SO2); 1266, 

1239 (ν C-O); 1170 (νs SO2 est.sim.) 

 

Tabela 2 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 400MHz)) de 17 (Figura A.1, p.145) 
δ Multiplicidade 

(J/Hz) 
Integral Atribuição 

8,27-8,25 m 2H H-9’ 

7,82-7,80 m 2H   H-6’ 

7,50-7,47 m 6H H-4’, H-7’ e H-8’  

7,37 t (J3’,2’ 7,6; J3’,4’  7,6) 2H H-3’ 

6,86 d (J2’,3’ 7,6) 2H H-2’ 

5,63-5,59 m 1H H-2 

4,64-4,55 m 4H   H-1  

3,12 s 3H CH3
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Tabela 3 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 17 (Figura A.3, p.147)  

δ Atribuição 
153,4 C-1’ 

134,5 C-5’ 

127,6 C-6’ 

126,6 C-8’ 

125,6 C-3’ e C-7’ 

125,2 C-10’ 

121,5 C-9’ 

121,3 C-4’ 

105,0 C-2‘ 

77,8 C-2 

67,2 C-1 

38,6 CH3
 

 

O O

O
S

O

O

CH3

23

1
2

1'

2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'
10'

 

FM: C24H22O5S 

MM: 422 g/mol 

FF: 82,7-84 οC 

 

IV de 23 ( ν  cm-1): 3055 (ν C-H arom.); 2939 (νas C-H alif.); 1627, 1599 (ν C=C 

arom.); 1509, 1471, 1456 (def.ang.ass. C-H alif.); 1345 (νas SO2); 1215 (ν C-O); 1170 

(νs SO2.) 
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Tabela 4 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 400MHz) de 23 (Figura A.7, p.151) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

7,77-7,71 m 6H H-3’, H-5’ e H-8’ 

7,44 dt (J7’,8’= J7’,6’ = 7,6; 

J7’,5’= 1,2) 

2H H-7’ 

7,35 dt (J6’,7’= J6’,5’ = 7,6; 

J6’,8’= 0,8) 

2H H-6’ 

7,19 d (J10’,2’ 2,4) 2H H-10’ 

7,15 dd (J2’,3’= 8,8;  

J2’,10’= 2,4) 

2H H-2’ 

5,36 m 1H H-2 

4,49-4,43 m 4H H-1  

3,17 s 3H CH3 

 

Tabela 5 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 23 (Figura A.8, p.152)  

δ Atribuição 
155,6 C-1’ 

134,2 C-9’ 

129,7 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

129,2 C-4’ 

127,6 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,8 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,6 C-7’ 

124,1 C-6’ 

118,2 C-2’ 

106,9 C-10’ 

78,0 C-2 

66,8 C-1 

38,4 CH3 
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3.2.4 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-azidopropano (18) e 1, 3-bis(2-naftiloxi)-2-

azidopropano (24)  

 

Em um balão de fundo redondo, adaptado a um condensador, foram colocados 2,85 

g (6,75 mmol) do derivado mesilado 17, 10 mL de N-metilpirrolidona e 4,40 g (67,7 

mmol) de NaN3. A mistura reagente foi mantida sob agitação e aquecimento a 80ο C 

por 72 h. A reação foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 8:2; 

revelador: solução etanólica de ácido sulfúrico). A N-metilpirrolidona foi evaporada e 

o resíduo foi solubilizado em éter etílico e água destilada, e transferido para um funil 

de separação. A mistura foi extraída com 4 x 25 mL de éter etílico e a fase orgânica 

foi secada com sulfato de sódio anidro e filtrada. Eliminou-se o solvente em 

rotavapor e o produto bruto obtido foi recristalizado em uma mistura de álcool 

isopropílico, acetona e água destilada. Foram obtidos 1,83 g de um sólido 

amarelado, que correspondem a 73 % de rendimento.  

 

Para obtenção do derivado azido 24 partiu-se de 0,8 g (1,90 mmol) do derivado 

mesilado 23, 1,30 g (20 mmol) de NaN3 e 3 mL de N-metilpirrolidona. A mistura 

reagente foi mantida sob agitação magnética e aquecimento a 80ο C por 120 h. 

Seguiu-se o mesmo procedimento descrito anteriormente para a elaboração. 

Obteve-se um sólido amarelo que foi recristalizado em álcool isopropílico. Foram 

obtidos 423 mg de um sólido branco que correspondem a 60 % de rendimento. 

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 18 estão descritos nas Tabelas 

6 e 7 e os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 24 nas Tabelas 8 e 9. 
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O O

N3

18

1 2 1'

2'
3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'

 

MM: C23H19O2N3 

FM: 369 g/Mol 

FF: 61,2-62,9 οC 

 

IV de 18 ( ν  cm-1): 3056 (ν C-H arom.), 2933 (νas C-H alif.); 2879 (νs C-H alif.); 2137, 

2094 (νas N≡N);  1627, 1594, 1577 (ν C=C arom.); 1508, 1455, 1440 (def.ang.ass. C-

H alif.); 1267, 1238 (ν C-O). 

 

Tabela 6 - Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 400MHz) de 18 (Figura A.13, p.157)  

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

8,33-8,26 m 2H H-9’ 

7,81-7,79 m 2H H-6’ 

7,51-7,46 m 6H H-4’,H-7’e H-8’  

7,36 t (J3’,2’ 7,6;J3’,4’ 7,6) 2H H-3’ 

6,83 d (J2’,3’ 7,6) 2H   H-2’ 

4,45-4,49 m 5H H-1 e H-2  

 
Tabela 7 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 18 (Figura A.14, p.158)  

δ Atribuição 
153,7 C-1’ 

134,5 C-5’ 

127,5 C-6’ 

126,5 C-8’ 

125,6 C-3’ e C-7’ 

125,5 C-10’ 

121,8 C-9’ 

121,1 C-4’ 

104,8 C-2‘ 

67,7 C-1 

59,9 C-2  
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O O

N3

24

1
2

1'

2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'
10'

 

MM: C23H19O2N3 

FM: 369 g/mol 

FF: 79,0-79,2οC 

IV de 24 ( ν  cm-1 ): 3058 (ν C-H arom.); 2927(νas C-H alif.); 2873 (νs C-H alif.); 2141, 

2083 (νas N≡N) 1626, 1598 (ν C=C arom.); 1512, 1450 (def.ang.ass. C-H alif.); 1217 

(ν C-O).  

 

Tabela 8 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 400MHz) de 24 (Figura A.18, p.162)  

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

7,78-7,71 m 6H H-3’, H-5’ e H-8’ 

7,44 ddd (Jorto= 6,8; 

Jorto= 7,0;J7’,5’= 1,2) 

2H H-7’ 

7,35 ddd (Jorto= 7,2; 

Jorto= 6,8;J6’,8’= 1,2) 

2H H-6’ 

7,25-7,18 m 3H H-2’ e H-10’ 

4,42-4,26 m 5H H-1 e H-2  

 
Tabela 9 - Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 24 (Figura A.20, p.164)  

δ Atribuição 
156,1 C-1’ 

134,3 C-9’ 

129,7 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

129,3 C-4’ 

127,7 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,8 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,5 C-7’ 

124,0 C-6’ 

118,5 C-2’ 

107,0 C-10’ 

67,5 C-1 

59,4 C-2 
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3.2.5 Síntese das aminas 19 e 25  

 

Método Geral 

 

Em um balão de fundo redondo dissolveu-se o derivado azido 18 ou 24 em 

quantidade suficiente de THF Merck®. A essa solução adicionou-se o paládio/carvão 

(aproximadamente 10% da massa de material de partida utilizada) e vedou-se o 

balão com um septo de borracha. A mistura foi mantida sob um fluxo de N2 (g), por 

cerca de 20 minutos. Em seguida, a atmosfera de nitrogênio foi substituída por 

atmosfera de hidrogênio, utilizando-se um balão de borracha contendo hidrogênio. A 

evolução da reação foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 7:3; 

reveladores: solução etanólica de ácido sulfúrico 15% v/v e solução etanólica de 

ninhidrina 0,3% p/v) até o consumo de todo o material de partida. A suspensão foi 

filtrada para remoção do catalisador e o solvente foi eliminado em evaporador 

rotatório. O resíduo obtido foi dissolvido em metanol e acrescentou-se gelo pilado ao 

balão. Adicionou-se HCl concentrado, gota a gota, sobre essa solução. A massa 

semi-sólida formada foi triturada com bastão de vidro até a obtenção do produto 

sólido. 

 

3.2.5.1 Cloridrato de 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-aminopropano ( 19) 

 

O derivado 19 foi preparado de acordo com o procedimento descrito no Método 

Geral, partindo-se de 1,0 g (2,7 mmol) do derivado azido 18, 7 mL de THF Merck® e 

100 mg de paládio/carvão. A atmosfera de hidrogênio foi mantida por cerca de 4 

horas. O sólido obtido após elaboração foi filtrado a vácuo e lavado com acetona. 

Foram obtidos 600 mg de 19 na forma de um sólido branco, que correspondem a  

64 % de rendimento. 

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 19 estão descritos nas Tabelas 

10 e 11, respectivamente. 
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O O

NH3Cl

19

1 2 1'

2'
3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'

 

 

FM: C23H22O2 Cl 

MM: 365,5 g/mol 

FF (decomposição): 209,0-213,1 οC 

 

 

IV de 19 ( ν  cm-1): 3052 (ν N-H de NH3
+.); 2885(νas C-H alif.) 1597, 1579 (ν C=C 

arom.); 1508, 1459 (def.ang.ass. C-H alif.); 1238 (ν C-O).  

 

Tabela 10 - Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 400MHz) de 19 (Figura A.23, p.167) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

9,05 sl 3H NH3
 

8,55 d (J9’,8’ 8,4) 2H H-9’ 

7,89 d (J6’,7’ 8,0) 2H H-6’ 

7,57-7,50 m 6H H-4’, H-7’ e H-8’ 

7,44 t (J3’,2’=J3’,4’=7,6) 2H H-3’ 

7,06 d (J2’,3’ 7,6) 2H H-2’ 

4,70-4,62 m 4H   H-1  

4,29 sl 1H H-2  
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Tabela 11 - Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 100MHz) de 19 (Figura A.24, p.168)  

  δ Atribuição 
153,7 C-1’ 

134,4 C-5’ 

127,7 C-7’ 

126,5 C-8’ 

125,7 C-3’ e C-6’ 

125,2 C-10’ 

122,8 C-9’ 

121,2 C-4’ 

105,8 C-2‘ 

66,0 C-1 

49,8 C-2  

 

3.2.5.2 Cloridrato de 1,3-Bis(2-naftiloxi)-2-aminopropano (25) 

 

Para a síntese da amina 25 foram utilizados 700 mg (1,9 mmol) do derivado azido 

24, 5 mL de THF Merck® e 100 mg de paládio/carvão. A atmosfera de hidrogênio foi 

mantida por cerca de 3 horas. A reação foi elaborada conforme descrito no Método 

Geral. Foram obtidos 570 mg de 25 na forma de um sólido branco (87 % de 

rendimento). 

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 25 estão descritos nas Tabelas 

12 e 13, respectivamente 

 

O O

NH3Cl

25

1
2 1'

2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'
10'

 

FM: C23H22O2 Cl 

MM: 365,5 g/mol 

FF: 178,6-184,6 οC 
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IV de 25 ( ν  cm-1 ): 3053 (ν N-H de NH3
+. ); 2874(νas C-H alif.) 1628, 1599 (ν C=C 

arom.); 1509, 1462 (def.ang.ass. C-H alif.); 1216 (ν C-O).  

 

Tabela 12 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 200MHz) de 25 (Figura A.26, p.170) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

8,91 s 3H NH3 

7,89-7,83 m 6H H-3’, H-5’ e H-8’ 

7,51-7,25 m 8H H-2’, H-6’, H-7’ e 

H-10’ 
4,52-4,44 m 4H H-1 

4,09-4,07 m 1H H-2  

 

Tabela 13 - Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 25 (Figura A.27, p.171)  

δ Atribuição 
155,6 C-1’ 

134,1 C-9’ 

129,4 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

128,7 C-4’ 

127,5 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,8 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,5 C-7’ 

123,9 C-6’ 

118,6 C-2’ 

107,1 C-10’ 

65,1 C-1 

49,2 C-2 
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3.2.6 Síntese das amidas 12, 14, 20 e 26  

 

Método Geral 

 

Para síntese do cloreto de ácido foram adicionados a um balão de fundo redondo 

adaptado a um condensador contendo um tubo de cloreto de cálcio, ácido 4-

cianobenzóico, clorofórmio e cloreto de tionila (32 equivalentes). A mistura reagente 

foi aquecida a refluxo, e mantida sob agitação magnética, durante 4 horas. Ao 

término do tempo estabelecido a mistura reagente foi concentrada em evaporador 

rotatório, até secura. O produto bruto obtido nessa reação foi utilizado na etapa 

seguinte, sem prévia purificação. 

 

Uma vez obtido o cloreto de ácido adicionou-se a um balão de fundo redondo o 

derivado amino correspondente e THF Merck®, em quantidade suficiente para 

solubilizá-lo. Sob banho de gelo foram adicionados, na seqüência, trietilamina e uma 

solução do cloreto de ácido em THF. O balão foi vedado com um tubo de cloreto de 

cálcio e a mistura reagente foi submetida a agitação magnética, em banho de gelo. 

A evolução da reação foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 

7:3; reveladores: solução etanólica de ácido sulfúrico 15%v/v e solução etanólica de 

ninhidrina 0,3%p/v). Após o consumo do material de partida, o solvente foi destilado 

em evaporador rotatório e o resíduo obtido foi dissolvido em CHCl3 e transferido para 

um funil de separação. A fase orgânica foi extraída com 3 x 50mL KOH 1 mol/L, 3 x 

50mL HCl 1mol/L e água destilada até pH 7. A fase orgânica foi secada com sulfato 

de sódio anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatório. O produto obtido 

foi purificado por recristalização em acetona e éter de petróleo. 

 

3.2.6.1 N-(4-nitrofenil)-4-cianobenzamida (12)  

 

A amida 12 foi preparada utilizando-se 1,0 g (7,25 mmol) de p-nitroanilina, 25 mL de 

THF Merck®, 1,2 mL (8,67 mmol) de trietilamina e 1,6 g (9,67 mmol) de cloreto de 4-

cianobenzoíla. Durante a elaboração observou-se a formação de uma emulsão 
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persistente, no funil de separação, que foi filtrada e concentrada em evaporador 

rotatório. Obteve-se um resíduo ao qual acrescentou-se água destilada. A massa 

semi-sólida formada foi triturada com um bastão de vidro, até a formação de um 

sólido amarelo. Foram obtidos 1,5 g do derivado 12 na forma de um sólido amarelo 

que correspondem a 82,0% de rendimento. 

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 12 estão descritos nas Tabelas 

14 e 15, respectivamente.  

 

NC

NH

O
NO2

1

2
3

4

5

6
7

8

9

10

11
12

12  

FM: C14H9O3N3 

MM: 267 g/mol 

FF: 257,5-259,4 οC 

 

IV de 12 ( ν cm-1 ): 3330 (ν N-H ); 3099, 3061 (ν C-H arom.); 2225 (ν C≡N); 1683 (ν 

C=O est.; 1610, 1593 (ν C=C arom. cond.); 1500 (ν C=C arom.), 1408 (def.ang.ass. 

C-H alif.).  

 

Tabela 14 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 200MHz) de 12 (Figura A.30, p.174)  

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

11,02 s 1H   NH 

8,65-7,60 m 8H H-2, H-3, H-5, H-6, H-

8, H-9, H-11 e 

H-12 
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Tabela 15 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 12 (Figura A.31, p.175) 
δ Atribuição 

164,9 C=O 

145,0 C-10 

142,7 C-7 

138,1 C-4 

133,3 C-2 e C-6 

129,6 C-3 e C-5 

125,6 C-9 e C-11 

120,8 C-8 e C-12 

118,2 C≡N 

114,4 C-1 

 

3.2.6.2 N-benzil-4-cianobenzamida (14)  

 

A amida 14 foi preparada utilizando-se 1,02 mL (9,33 mmol) da N-benzilamina, 10 

mL de THF Merck®, 1,6 mL (11,6 mmol) de trietilamina e 2,0 g de cloreto de ácido  

(12,0 mmol). Obteve-se 1,69 g de 14 na forma de um sólido branco que 

correspondem a 80,5% de rendimento. 

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 14 estão descritos nas Tabelas 

16 e 17, respectivamente 

 

NC

NH

O

1

2
3

4

5

6
8

9
10

11

1214
13

7

 

 

 

 

 

FM: C15H12N2O 

MM: 236 g/mol 

FF: 147,7-148,7 οC 

FF Lit.: (BAY et al., 1955) 150-151 οC 
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IV de 14 ( ν cm-1): 3312 (ν N-H.); 3087 (ν C-H arom.); 2233 (ν C≡N); 1643 (ν C=O 

amida); 1548 (ν C=C arom. cond.); 1495 (ν C=C arom.), 1450, 1422 (def.ang.assm. 

C-H alif.).  

 

Tabela 16 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 200MHz) de 14 (Figura A.33, p.177) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

7,86 d (J5’,6’ =J3’,2’ = 8,1) 2H H-3 e H-5 

7,65 d (J6’,5’ = J2’,3’ = 8,1) 2H H-2 e H-6 

7,32 s 5H H-9, H-10, H-11, H-

12 e H-13 
6,98 sl 1H NH 

4,60 d (J7’,NH 5,5) 2H H-7  

 

Tabela 17 - Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 14 (Figura A.34, p.178) 
δ Atribuição 

165,6 C=O 

138,1 C-8 ou C-4 

137,5 C-4 ou C-8 

132,2 C-2 e C-6 

128,7 C-3 e C-5 

127,7 C-9, C-10, C-11, C-12 e C-13 

117,9 C≡N 

114,9 C-1 

44,1 C-7 

 

3.2.6.3 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-[(4-cianobenzoil)amino]propa no (20) 

 

A amida 20 foi preparada utilizando-se 145 mg (0,42 mmol) do derivado 19, 5 mL de 

THF Merck® e 0,15 mL (1,08 mmol) de trietilamina. Após o acréscimo da trietilamina 

observou-se completa solubilização do material de partida. Em seguida, 90 mg (0,54 
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mmol) do cloreto de ácido foram previamente dissolvidos em THF Merck® e essa 

solução foi adicionada, gota a gota, à solução contendo 19 na forma de base livre. 

Após purificação por recristalização em acetona/éter de petróleo foram obtidos 100 

mg do derivado 20, na forma de um sólido branco, que correspondem a 50 % de 

rendimento.  

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 20 estão descritos nas Tabelas 

18 e 19, respectivamente. 

 

O O

NHO

CN

20

1 2 1'

2'
3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'
12'

13'
14'

15'

16'

 

 

FM: C31H24O3N2 

MM: 472g/mol 

FF: 88,8-89,6 οC 

 

 

IV de 20 ( ν  cm-1):  3296 (ν N-H); 3056 (ν C-H arom.); 2229 (ν C≡N); 1636 (ν C=O 

amida); 1578, 1548 (ν C=C arom. cond.); 1508 (ν C=C arom.), 1457, 1402 

(def.ang.ass C-H alif.).  
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Tabela 18 - Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 400MHz) de 20 (Figura A.37, p.181) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

8,21 d (J9’,8’ 8,0) 2H H-9’ 

7,83 d (J12’,13’ = J16’,15’= 

8,4) 

2H H-12’ e H-16’ 

7,79 d (J6’,7’ 8,0) 2H H-6’ 

7,61 d (J13’,12’ = J15’,16’= 

8,4) 

2H H-13’ e H-15’ 

7,50-7,33 m 6H H-’4, H-8’ e H-7’  

7,35 t(J3’,2’= J 3’,4’ =7,6) 2H H-3’ 

6,97 d (JNH,2 8,0) 1H NH 

6,90 d (J2’,3’ 7,6) 2H H-2’ 

5,18-5,14 m 1H   H-2  

4,61 dd (J1a,2 =1a’,2= 4,8; 

J1a,1a’ = 9,6) 

2H H-1a/H-1a’ 

4,52 dd (J1b,2 =1b’,2= 5,2 

J1b,1b’ = 9,6) 

2H H-1b/H-1b’ 
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Tabela 19 - Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 20 (Figura A.39, p.183)  

  δ Atribuição 
165,8 C=O 

153,8 C-1’ 

137,8 C-11’ 

134,4 C-5’ 

132,4 C-13’ e C-15’ 

127,7 C-6’, C-12’ e C-16’ 

126,5 C-8’ 

125,8 C-3’  

125,5 C-7’ 

125,3 C-10’ 

121,4 C-9’ 

121,1 C-4’ 

117,8 C≡N 

115,2 C-14’ 

105,8 C-2’ 

66,0 C-1 

49,8 C-2  

 
3.2.6.4 1,3-Bis(2-naftiloxi)-2-[(4-cianobenzoil)amino]propa no (26) 

 

De acordo com o Método Geral, 195 mg (0,57 mmol) do derivado 25 foram 

suspensos em 5 mL de THF Merck®. Sob banho de gelo e agitação adicionou-se 

gota a gota 0,1 mL (0,72 mmol) de trietilamina. Observou-se a completa dissolução 

do material de partida . Em seguida, uma solução do cloreto de ácido (415 mg; 2,50 

mmol) em THF Merck® foi adicionada, gota a gota, ao balão contendo a amina. 

Obteve-se um produto sólido que foi recristalizado em acetona e éter de petróleo. 

Foram obtidos 183 mg do derivado 26 na forma de um sólido branco, que 

correspondem a 68 % de rendimento.  Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 
13C de 26 estão descritos nas Tabelas 20e 21, respectivamente 
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O O

NHO

CN

26

1
2

1'

2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'
10'

11'

12'

13'
14'

15'

16'

FM: C31H24O3N2 

MM: 472g/mol 

FF: 86,6-87,5 οC 

 

IV de 26 ( ν  cm-1): 3275 (ν N-H); 3059 (ν C-H arom.); 2933 (νas C-H alif.); 2230  

(ν C≡N); 1628 (ν C=O amida ); 1599 (ν C=C arom. cond.); 1510 (ν C=C arom.), 1461 

( de.ang.ass.C-H alif.).  

 

Tabela 20 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 400MHz) de 26 (Figura A.44, p.188) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

7,89 d(J12’,13’= J16’,15’= 

8,0) 

2H H-12’ e H-16’ 

7,77-7,70 m 8H H-3, H-5’, H-8’, 

H-13’e H15’ 

7,43 t(J7’,6’ = J7’,8’= 7,6) 2H H-7’ 

7,34 t(J6’,7’ =J6’,5’= 7,6) 2H H-6’ 

7,24 d (J10’, 2’ 2,4) 2H H-10’ 

7,17 dd (J2’,3’ 9,0; J2’,10’ 

2,4) 

2H H-2’ 

6,83 d (J2, NH 8,0) 1H NH 

5,00 sL 1H H-2 

4,54-4,51 m 2H H-1a/H-1a’ 

4,42-4,38 m 2H H-1b/H-1b’ 
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Tabela 21 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 26 (Figura A.45, p.189) 
δ Atribuição 

165,8 C=O 

156,0 C-1’ 

137,8 C-11’ 

134,3 C-9’ 

132,4 C-13’ e C-15’ 

129,6 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

129,2 C-4 

127,7 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

127,6 C-12’ e C-16’ 

126,8 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,5 C-7’ 

124,0 C-6’ 

118,3 C-2’ 

117,9 C≡N 

115,3 C-14’ 

107,1 C-10’ 

65,9 C-1 

48,8 C-2 

 
3.2.7 Síntese das amidinas 2, 7 e 8  

 

Método Geral 

 

1ª Parte: síntese de metoximinas 

 

Para a síntese das amidinas 2, 7 e 8, uma cuba de vidro, hermeticamente fechada, 

foi utilizada para produzir um ambiente seco e saturado de vapor de cloreto de 

hidrogênio. 
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Nessa cuba de vidro, foram colocados sílica azul e frascos de vidro de 20 mL, 

contendo solução de HCl 37%. Em um balão de fundo redondo de 15 mL foram 

colocados 14, 20 ou 26 e metanol anidro. Os derivados 20 e 26 eram insolúveis em 

metanol e foram pré solubilizados em THF anidro. O balão contendo a solução foi 

transferido para a cuba. A cuba foi vedada e o sistema foi mantido sob agitação 

magnética por 72 horas. Ao término desse tempo foi realizada CCD (eluente: 

hexano/acetato de etila 7:3; revelador: solução etanólica de ácido sulfúrico 15% v/v) 

na qual se observou uma mancha na base da placa, atribuída à metoximina. O balão 

foi retirado da cuba, vedado com uma rolha de borracha e submetido a fluxo de N2 

(g), por cerca de 30 minutos, para remoção do excesso de vapor de cloreto de 

hidrogênio.  

 

2ª Parte: síntese de amidinas  

 

Um sistema para geração de vapor de amônia foi montado e a mistura reagente 

contendo a metoximina foi transferida para esse sistema. Em um balão de fundo 

redondo de 250 mL foram colocados 130 mL de hidróxido de amônio. Esse balão foi 

conectado ao balão contendo a metoximina. Entre as conexões foram colocados 

tubos contendo KOH sólido, para secar o vapor de amônia. O balão contendo o 

hidróxido de amônio foi aquecido a 60 οC, enquanto o balão contendo a metoximina 

foi resfriado em banho de gelo, sob agitação magnética. O sistema foi mantido 

nessas condições por cerca de 5 horas. Ao término desse tempo o balão de reação 

foi vedado com uma rolha de borracha e mantido sob agitação magnética à 

temperatura ambiente por mais 20 horas, aproximadamente. Para a elaboração da 

reação os solventes foram removidos em evaporador rotatório e ao resíduo 

acrescentou-se água destilada. Na preparação das amidinas 2 e 7 houve a 

precipitação de um sólido, que foi recolhido por filtração à vácuo e purificado, 

posteriormente. A amidina 8 não precipitou e sua elaboração é descrita à seguir. 
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3.2.7.1 N-benzil-4-amidinobenzamida (2)  

 

Para a síntese do derivado 2 foram utilizados 110 mg (0,47 mmol) do derivado 14 e 

7 mL de metanol anidro. A mistura reagente foi submetida aos procedimentos 

descritos anteriormente no Método Geral. O sólido obtido ao final da elaboração foi 

lavado com acetona. Foram obtidos 30 mg da amidina 2 que correspondem à 25 % 

de rendimento.  

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 2 estão descritos nas Tabelas 

22 e 23, respectivamente. 

1

2
3

4

5

6
7

8
9

10

11

12

2

13

NH

O

NH

NH2  

FM: C15H15ON3 

MM: 253 g/mol 

FF:257,8-258,2 οC 

 

IV de 2 ( ν  cm-1): 3364, 3307, 3168(ν N-H); 3046 (ν  C-H arom.); 2926 (ν C-H alif.); 

1660, 1635 (ν  C=Oamida); 1541 (ν  C=C arom.); 1413(def.ang.ass. C-H alif.); 1295 

(ν  C-O).  

 
Tabela 22 - Dados dos espectros de RMN de 1H (DMSO-d6, 400MHz) de 2 (Figura A.50, p.194) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

9,16 t (JNH,7 6,0) 1H NH amida 

8,08 sl 1H NH 

7,96 s 4H H-2, H-3, H-5 e 

H-6 
7,48 sl 1H NH 

7,34-7,33 m 5H H-9, H-10, H-12 e H-
13 

7,27-7,23 m 1H H-11 

4,50 d (JNH,7 6,0) 2H H-7 
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Tabela 23 - Dados dos espectros de RMN de 13C (DMSO-d6, 100MHz) de 2 (Figura A.51,p.195)  

δ Atribuição 
167,2 C=O ou Camidínico

 

165,9 C=O ou Camidínico 

139,4 C-8 

136,5 C-4 e C-1 

128,2 C-2 e C-6 

127,4 C-3 e C-5 ou C-9 e C-13 ou C-10 e C-12 

127,2 C-3 e C-5 ou C-9 e C-13 ou C-10 e C-12 

127,1 C-3 e C-5 ou C-9 e C-13 ou C-10 e C-12 

126,7 C-11 

42,6 C-7 

 

3.2.7.2 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]pro pano (7)  

 

O derivado 7 foi preparado utilizando-se 100 mg (0,21 mmol) de 20, 7 mL de 

metanol e 3 mL de THF anidros. Ao final da elaboração houve a formação de um 

sólido que foi filtrado a vácuo e purificado por CCS (hexano/acetato de etila 8:2; 

acetato de etila 100%). Foram obtidos 23,3 mg do derivado 7, que correspondem a 

22 % de rendimento.  

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 7 estão descritos nas Tabelas 

24 e 25, respectivamente 

 

O O

NHO

NHH2N

7

1 2 1'

2'
3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'
12'

13'
14'

15'

16'

 

FM: C31H27O3N3 

MM: 489 g/mol 

FF:180,5-184,0οC
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IV de 7 (ν  cm-1): 3370, 3275, 3186 (ν N-H est.); 3052 (ν C-H arom.); 2925 (νas C-H 

alif.); 2873(νs C-H alif.); 1643 (ν C=O est.); 1542 (ν  C=C arom.); 1394 (def.ang.ass. 

C-H alif.); 1238 (ν C-O)..  

 

Tabela 24 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (DMSO-d6, 400MHz) de 7 (Figura A.54, p.198) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

9,0 d (JNH,2 8,0) 1H NHamida 

8,27 d (J9,8 8,4) 2H H-9’ 

8,07 sl 1H NHamidina 

7,99-7,95 m 4H H-12’, H-13’, H-15’ e 

H-16’ 
7,85 d (J7’,6’ 8,0 ) 2H H-6’ 

7,53-7,41 m 10H H-3’, H-4’, H-7’,  

H-8’ e NH2 
7,08 d (J2,3 7,2 ) 2H H-2’ 

5,11-5,07 m 1H H-2 

4,56 d (J1,2 5,6) 4H H-1 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Parte Experimental 71 

Tabela 25 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (DMSO-d6, 100MHz) de 7 (Figura A.56,p.200) 
  δ Atribuição 

167,1 Camidina 

166,3 C=O 

153,8 C-1’ 

136,7 C-11’ou C-14’ 

136,6 C-11’ou C-14’ 

133,9 C-5’ 

127,4 C-12’ e C-16’ou C-13’ e C-15’ 

127,3 C-12’ e C-16’ou C-13’ e C-15’ 

126,5 C-8’ 

126,2 C-6’ 

125,3 C-3 e C-7’ 

124,9 C-10’ 

121,7 C-9’ 

120,2 C-4’ 

105,8 C-2’ 

66,0 C-1 

49,8 C-2  

 

3.2.7.3 1,3-Bis(2-naftiloxi)-2-[(4-amidinobenzoil)amino]pro pano (8)  

 

Para a síntese de 8 partiu-se de 175 mg (0,37 mmol) do derivado 25, 10 mL de THF 

e 5 mL de metanol anidros. Após a elaboração obteve-se um resíduo ao qual foi 

acrescentado água destilada. Contudo não houve a formação do produto sólido, 

como esperado. Então, a fase aquosa foi extraída com 3 x 25 mL de CHCl3 e a fase 

orgânica foi secada com sulfato de sódio anidro. Após filtração o solvente foi 

removido em evaporador rotatório e observou-se a formação de um sólido 

amarronzado. Esse sólido foi submetido a purificação por CCS (hexano/acetato de 

etila 8:2 v/v; acetato de etila 100%). Foram obtidos 90 mg de 8 na forma de um 

sólido marrom claro que correspondem a 49 % de rendimento. 
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Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 8 estão descritos nas Tabelas 

26 e 27, respectivamente. 

 

O O

NHO

NHH2N

8

1
2

1'

2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'
10'

11'

12'

13'
14'

15'

16'

 

FM: C31H27O3N3 

MM: 489 g/mol 

FF: 166,2-169,7 οC 

IV de 8 ( ν cm-1): 3371, 3288, 3184(ν N-H); 3057 (ν C-H arom. est.); 2925 (νas C-H 

alif.); 1651, 1627 (ν C=O amida); 1599 (ν C=C arom. cond.); 1510 (ν C=C arom.), 

1390 (def.ang.ass. C-H alif.); 1213 (ν C-O). 

 

Tabela 26 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (DMSO-d6, 400MHz) de 8 (Figura A.61, p.205) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

8,87 d (JNH,2 7,6) 1H NHamida 

8,06 sl 1H NHamidina 

7,99-7,92 m 8H H-12’, H-13’, H-15’ e 

H-16’ 
7,82-7,77 m 6H H-3’, H-5’ e H-8’ 

7,45-7,42 m 6H H-7’, H-10’ e NH2 

7,20 dd (J2’,3’ 9,0; 

J2’,10’ 2,4) 

2H H-2’ 

4,82 m 1H H-2 

4,48-4,44 m 2H H-1a/H-1a’ 

4,41-4,37 m 2H H-1b/H-1b’ 
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Tabela 27 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (DMSO-d6, 100MHz) de 8 (Figura A.63, p.207) 
δ Atribuição 

167,1 Camidina 

166,1 C=O 

156,1 C-1’ 

136,6 C-11’ ou C-14’ 

136,3 C-11’ ou C-14’ 

134,2 C-9’ 

129,3 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

128,5 C-4’ 

127,5 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

127,4 C-12’ e C-16’ou C-13’ e C-15’ 

127,3 C-12’ e C-16’ou C-13’ e C-15’ 

126,6 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,3 C-7’ 

123,6 C-6’ 

118,6 C-2’ 

107,0 C-10’ 

66,7 C-1 

48,9 C-2 

 
3.2.8 Produtos secundários obtidos nas síntese de 2 , 7 e 8: N-benzil-4-

(metoxicarbonil)benzamida (27), 1,3-bis(1-naftiloxi )-2-{[(4-

metoxicarbonil)benzoil]amino}propano (28) e 1,3-bis (2-naftiloxi)-2-{[(4-

metoxicarbonil)benzoil]amino}propano (29)  

 

As reações para a obtenção das amidinas 2, 7 e 8 levaram a formação de um 

subproduto, o éster metílico, conforme discutido na página130.  

 

Os ésteres 28 e 29 foram obtidos durante a reação para obtenção das amidinas 7 e 

8, respectivamente e foram isolados e purificados por CCS (hexano/acetato de etila 

8:2 v/v; acetato de etila 100%). O éster 27 foi obtido durante a reação para obtenção 
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da amidina 2. O produto bruto da reação foi submetido a recristalização com acetona 

para obtenção da amidina pura. A água de fitração da recristalização foi concentrada 

em evaporador rotatório e o bruto obtido foi recristalizado em acetona e hexano, 

para obtenção do éster metílico puro.  

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C de 27, 28 e 29 estão descritos nas 

Tabelas 28-33. 

NH

O

O

OCH3

1

2
3

4

5

6
7

8

9
10

11

12

13

27  

FM: C16H15O3N 

MM: 268 g/mol 

FF: 145,9- 149,3 οC 

 

IV (ν cm-1): 3362(ν N-H); 3032 (ν C-H arom. est.); 2951 (νas C-H alif.); 1714 

(ν C=O éster); 1633 (ν C=O amida); 1593 (ν C=C arom. cond.); 1548 (ν C=C arom.), 

1278 (ν C-O). 

 

Tabela 28 – Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 200MHz) de 27 (Figura A.67, p.211) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

8,07 d (J3 e 5, 2 e 6 8,2) 2H H-2 e H-6 

7,83 d (J3 e 5, 2 e 6 8,2) 2H H-3 e H-5 

7,35-7,26 m 5H H-9, H-10, H-11, H-

12 e H-13 
6,62 sl 1H NH 

04,64 d (J7,NH 5,6) 2H H-7 

3,92 s 3H CH3 
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Tabela 29 - Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 27 (Figura A.68, p.212) 
δ Atribuição 

166,5 C=O 

166,2 C=O 

138,2 C-4 ou C-8 

137,8 C-4 ou C-8 

132,7 C-1 

129,8 C-2 e C-6 ou C-3 e C-5 

128,8 C-2 e C-6 ou C-3 e C-5 

127,9 C-9 e C-13 ou C-10 e C-12 ou C-11 

127,7 C-9 e C-13 ou C-10 e C-12 ou C-11 

127,0 C-9 e C-13 ou C-10 e C-12 ou C-11 

52,4 CH3 

44,2 C-7 

 

O O

NHO

OCH3O

1 2 1'

2'
3'

4'

5'

6'

7'

8'

9'

10'

11'
12'

13'
14'

15'

16'

28  

FM: C32H27O5N 

MM: 504 g/mol 

FF: 160,3– 164,4 οC 

 

 

IV (ν cm-1): 2922 (ν N-H); 2853 (ν C-H arom. est.); 1720 (ν C=O éster); 1630 (ν C=O 

amida); 1579 (ν C=C arom. cond.); 1533 (ν C=C arom.), 1392 (def.ang.ass. C-H 

alif.); 1268 (ν C-O). 
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Tabela 30:  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 200MHz) de 28 (Figura A.70, p.214) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

8,24 d (J9’,8’ 6,7) 2H H-9’ 

8,07 d (J12’,13’ e 16’,15’ 8,4) 2H H-13’ e H-15’ 

7,88-7,78 m 4 H-6’, H-12’ e H-16’ 

7,52-7,41 m 8H H-3’, H-4’, H-8’ e 

H-7’ 
6,95 d (J2’,3’ 7,0) 2H H-2’ 

5,19 m 1H   H-2  

4,69-4,51 m 4H H-1 

3,92 s 3H CH3 
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Tabela 31 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 28 (Figura A.71, p.215) 
  δ Atribuição 

166,6 C=O 

166,1 C=O 

153,8 C-1’ 

137,8 C-11’ ou C-14’ 

134,5 C-11’ ou C-14’ 

133,0 C-5’ 

129,9 C-3’,C-6’, C-7’, C-8’, C-12’ e C-16 ou 
C-13’ e C-15’ 

127,6 C-3’,C-6’, C-7’, C-8’, C-12’ e C-16 ou 
C-13’ e C-15’ 

127,1 C-3’,C-6’, C-7’, C-8’, C-12’ e C-16 ou 
C-13’ e C-15’ 

126,5 C-3’,C-6’, C-7’, C-8’, C-12’ e C-16 ou 
C-13’ e C-15’ 

125,8 C-3’,C-6’, C-7’, C-8’, C-12’ e C-16 ou 
C-13’ e C-15’ 

125,5 C-3’,C-6’, C-7’, C-8’, C-12’ e C-16 ou 
C-13’ e C-15’ 

125,4 C-10’ 

121,4 C-9’ 

121,1 C-4 

105,2 C-2’ 

66,6 C-1  

52,4 CH3 

48,9 C-2 
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O O

NHO

OCH3O

1
2

1'

2'

3'
4'

5'

8'
9'

10'

11'

12'

13'
14'

15'

16'

29

6'

7'

FM: C32H27O5N 

MM: 504 g/mol 

FF: 112,8- 117,1 οC 

 

IV (ν cm-1): 3288(ν N-H); 2926 (ν C-H arom. est.); 1719 (ν C=O éster); 1630 (ν C=O 

amida); 1573 (ν C=C arom. cond.); 1532 (ν C=C arom.), 1391 (def.ang.ass. C-H 

alif.); 1283 (ν C-O). 

 
Tabela 32 -  Dados dos espectros de RMN de 1H (CDCl3, 200MHz) de 29 (Figura A.73, p.217) 

δ Multiplicidade 

(J/Hz) 

Integral Atribuição 

8,10 d(J12’,13’e16’,15’ 8,0) 2H H-13’ e H-15’ 

7,88 d(J12’,13’e16’,15’ 8,0) 2H H-12’ e H-16’ 

7,76-72 m 6H H-3’, H-5’ e H-8’ 

7,47-7,20 m 8H H-2’, H-6, H-7’ e H-

10’ 
6,84 dd (J2’,3’ 7,8) 1H NH 

5,01 sl 1H H-2 

4,55-4,40 m 4H H-2 

3,93 s 3H CH3 
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Tabela 33 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (CDCl3, 50MHz) de 29 (Figura A.74, p.218) 
δ Atribuição 

166,6 C=O 

166,2 C=O 

156,1 C-1’ 

137,9 C-11’ ou C-14’ 

134,4 C-9’ 

133,0 C-11’ ou C-14’ 

129,9 C-3’, C-5’ ou C-8’ ou C-12’ e C-16’ ou 
C-13’ e C-15’ 

129,6 C-3’, C-5’ ou C-8’ ou C-12’ e C-16’ ou 
C-13’ e C-15’ 

129,2 C-4’ 

127,6 C-3’, C-5’ ou C-8’ ou C-12’ e C-16’ ou 
C-13’ e C-15’ 

127,1 C-3’, C-5’ ou C-8’ ou C-12’ e C-16’ ou 
C-13’ e C-15’ 

126,8 C-3’, C-5’ ou C-8’ 

126,5 C-7’ 

123,9 C-6’ 

118,4 C-2’ 

107,2 C-10’ 

65,9 C-1 

52,4 CH3 

48,7 C-2 

 
3.2.9 Tentativa de síntese de N-(4-nitrofenil)-4-amidinobenzamida (1)  

 

Em um balão de fundo redondo de 25 mL foram colocados 7 mL de metanol anidro e 

em pedaço de sódio metálico de cerca de 1 cm3. Vedou-se o balão com uma rolha 

de borracha e após a completa reação do sódio o sistema foi submetido a fluxo de 

N2 (g) por aproximadamente dez minutos. Abriu-se novamente o balão e adicionou-

se 100 mg (0,40 mmol) do derivado 12. O balão foi fechado e submetido a novo 

fluxo de N2 (g), que foi interrompido após cerca de cinco minutos. O sistema foi 

mantido sob agitação magnética por 72 horas e ao término desse tempo foram 
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adicionados ao balão de reação 50 mg (0,93 mmol) de cloreto de amônio. O balão 

foi adaptado a um condensador de refluxo e a mistura reagente foi aquecida, sob 

refluxo, e agitada por mais quatro horas. O solvente foi removido em evaporador 

rotatório e ao resíduo obtido acrescentou-se água destilada. Observou-se a 

formação de um sólido amarelo, que foi recolhido por filtração. Esse produto foi 

analisado por RMN e identificado como sendo a da p-nitroanilina, indicando que 

houve hidrólise da amida durante a reação. Foram obtidos 30 mg de p-nitroanilina, 

que correspondem a 58% de rendimento. 

 

Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C da p-nitroanilina estão descritos nas 

Tabelas 34 e 35, respectivamente 

 

NO2

NH2

1

2

3
4

5

6

 

FM: C6H6N2O2 

MM: 138 g/mol 

Tabela 34 - Dados dos espectros de RMN de 1H (DMSO-d6, 200MHz) da p-nitroanilina (Figura 
A.76, p.220) 

δ Multiplicidade Integral Atribuição 

7,94 d (J2’,3’ 8,2) 2H H-2 e H-6 

6,71 s 2H NH2 

6,59 d (J5’,6’ 8,2) 2H H-3 e H-5 

 
Tabela 35 -  Dados dos espectros de RMN de 13C (DMSO-d6, 50MHz) da p-nitroanilina (Figura 
A.77, p.221)  

p-nitroanilina 
δ Atribuição 

156,0 C-1  

135,9 C-4 

126,7 C-3 e C-5 

112,7 C-2 e C-6  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

4.1 Estudos de modelagem molecular por docking  

 

Os estudos de ancoragem molecular foram realizados utilizando-se o programa 

AutoDock 3.0.5 (MORRIS et al., 1998). Um conjunto de dez ligantes (Figura 11) foi 

submetido aos estudos de modelagem molecular com seis estruturas cristalográficas 

da β-tripsina bovina, selecionadas no Protein Data Bank (entradas no PDB 1EB2, 

1K1O, 1K1I, 1K1P, 1MTW e 1MTU). O objetivo desse estudo foi determinar a 

afinidade e o modo de interação entre a β-tripsina e os potenciais ligantes através da 

análise da estrutura do complexo intermolecular enzima-ligante, das potenciais 

interações hidrofílicas e hidrofóbicas entre a proteína alvo e o ligante e dos valores 

de energia livre estimados pelos experimentos de docking. Além disso, a 

compreensão detalhada das interações entre a proteína e os compostos estudados 

fornece informações úteis em termos da relação estrutura-atividade (SAR) e 

possibilita o desenho e a otimização de novos compostos (ERICKSON et al., 2003) 

 

Nos cálculos de ancoragem molecular, realizados pelo AutoDock 3.0.5, a enzima é 

considerada uma estrutura rígida, enquanto o ligante é flexível e possui graus de 

liberdade translacional, rotacional e conformacional. As diferentes conformações do 

ligante produzidas pelo programa são baseadas no algorítimo genético Lamarckiano 

(LGA) (THOMSEN et al., 2003).  

 

Os programas que utilizam o docking flexível, dentre eles o AutoDock, são capazes 

de predizer a estrutura do complexo proteína-ligante com razoável precisão e 

rapidez. Usualmente as estruturas previstas nos estudos de modelagem molecular 

reproduzem ou se assemelham àquelas observadas na cristalografia (SPYRAKIS et 

al., 2007; WANG et al., 2003). Durante o docking diferentes conformações do 

ligante, produzidas pelo método de amostragem do algorítimo genético, são 

posicionadas no sítio ativo enzimático. No entanto, esse é apenas o primeiro passo 

em um estudo de ancoragem molecular. O scoring é a ferramenta responsável por 
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avaliar a afinidade entre o ligante e a proteína, influenciando diretamente na seleção 

das conformações finais do ligante. Os programas de modelagem molecular 

disponíveis atualmente têm uma limitação nessa função (TERAMOTO et al., 2006). 

Estabecer parâmetros para os cálculos que minimizem os desvios de scoring é um 

desafio atual para a modelagem molecular.  

 

A única maneira de se determinar a precisão do modo de ligação do ligante à 

enzima previsto pelo docking é comparando o resultado do cálculo à estrutura de 

cristalografia de raio-x (ERICKSON et al., 2003). Estudos posteriores de 

cristalografia de raio-x envolvendo a β-tripsina e os potenciais ligantes aqui 

propostos poderão validar o método computacional empregado.  

 

A β-tripsina foi escolhida para o presente trabalho por ser considerada um modelo 

de estudo na classe das serino proteases (PEREIRA et al., 2005). Seu sítio ativo 

apresenta elevada similaridade ao de outras enzimas da mesma classe, alvos de 

interesse biológico.  

 

Seis estruturas cristalográficas da β-tripsina bovina foram selecionadas no Protein 

Data Bank . A comparação dos resultados do docking entre os seis arquivos PDB da 

β-tripsina bovina possibilitou aferir a reprodutividade do método e verificar com quais 

resíduos da proteína os ligantes mais interagirem e um maior número de interações 

dos ligantes com a enzima puderam ser observadas.  

 

4.1.2 Resultados dos estudos de ancoragem molecular  (docking ) dos ligantes 

cristalográficos construídos com a β-tripsina bovina  

 

Os ligantes cristalográficos presentes no complexo com a β-tripsina bovina (Figura 

12) foram construídos e otimizados utilizando-se o programa HyperChem. Nos 

experimentos de docking entre a enzima e o ligante cristalográfico construído 

utilizou-se o programa AutoDock 3.0.5 (MORRIS et al., 1998). A comparação entre a 

posição dos ligantes cristalográficos com as mesmas estruturas após o experimento 
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de docking mostrou a adequada superposição dos ligantes no sítio ativo da tripsina, 

sugerindo que os parâmetros utilizados para os cálculos no presente estudo estão 

ajustados e são convergentes.  

 

Os valores de pKi e de energia livre obtidos através dos cálculos de docking para os 

ligantes cristalográficos construídos estão descritos na Tabela 36, além do número 

de agrupamentos (clusters) e o número de conformações do cluster mais populoso 

observados para cada ligante. 
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Figura 12 -  Estruturas químicas dos ligantes cristalográficos.  
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Tabela 36 -  Resultados do docking  dos ligantes cristalográficos construídos com a β-tripsina 
bovina. 

Ligante 

Cristalográfico 

Código PDB 

da β-tripsina 

bovina 

Nc Ncc ∆Gfree pKi calculado pKi literatura 

BPO 1EB2 21 64 -11,67 8,56 6,00 (LIEBESCHU- 

ETZ et al., 2002) 

BX3 1MTU 34 63 -14,35 10,52 - 

DX9 1MTW 50 49 -12,44 9,12 6,20 (LIEBESCHU- 

ETZ et al., 2002) 

IGN 1K1O 32 19 -9,97 7,31 6,17 (ADANG et al., 

19988) 

MEL 1K1P 32 55 -11,4 8,36 8,44 (GUSTAFS- 

SON et al., 2000) 

FD1 1K1I 67 23 -10,9 7,40 6,7 (DULLWEBER et 

al., 2001) 

Nc
*= Número de clusters; Ncc

** = Número de conformações no clusters principal. 

 

Todos os ligantes cristalográficos construídos superpuseram-se adequadamente ao 

ligante cristalográfico, no sítio ativo enzimático. Um boa correlação entre os valores 

de pKi calculados e os observados experimentalmente foi encontrada. O ligante BX3 

construído posicionou o grupo naftilamidino no bolso S1 da β-tripsina de maneira 

diferente ao observado na cristalografia. A análise do complexo enzima-inibidor 

resultante do docking com BX3 mostrou esse ligante ocupando uma posição mais 

profunda no bolso hidrofílico (Figura 13). Contudo as interações entre os átomos de 

nitrogênio amidínicos e os resíduos Asp189, Gly216 e Ser190 foram mantidas. 

 

O resultado dos experimentos de docking com os ligantes cristalográficos 

construídos demonstra que o posicionamento da cadeia lateral foi compatível ao 

observado para os ligantes cristalográficos. As cadeias laterais, contendo grupos 

apolares, se direcionaram para os bolsos hidrofóbicos da enzima, principalmente o 

bolso S3/S4. O ligante FD1 construído foi o único a inverter a posição das cadeias 

laterais, em relação ao cristalográfico. No complexo cristalográfico observa-se que o 

grupo naftilssulfonil está localizado em um ponto da β-tripsina, fora dos bolsos 
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hidrofóbicos e o anel alifático C-terminal ocupa o bolso S2, quase paralelamente ao 

grupo naftil e ao anel imidazólico da Hys57. No resultado do docking com o ligante 

FD1 construído o anel aromático do grupo naftilssulfonil aproximou-se do bolso S2, 

perpendicularmente ao anel aromático da Hys57. Na Figura 13 está ilustrada a 

superposição dos ligantes cristalográficos aos ligantes construídos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13 -  Superposição dos ligantes cristalográficos construí dos (azul) aos ligantes 
cristalográficos (verde). 
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4.1.2.1 Estudo do docking do ligante cristalográfico constr uído (BPOd) com a 

β-tripsina bovina (PDB 1EB2)  (LIEBESCHUETZ et al., 2002) 

 

Para a análise dos resultados do experimento de docking realizados com o ligante 

BPO construído utilizou-se a solução de menor energia do segundo cluster mais 

populoso, por ser a que apresentou a melhor superposição ao ligante cristalográfico. 

Os resultados obtidos no experimento de docking mostraram a reprodutibilidade das 

interações hidrofílicas e hidrofóbicas observadas na cristalografia (LIEBESCHUETZ 

et al., 2002). A aproximação entre o grupo benzoil do ligante e o resíduo Leu99 pôde 

ser observada, viabilizando uma interação hidrofóbica nesse ponto da enzima. As 

interações do tipo hidrofílicas estão representadas esquematicamente na Figura 14. 
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Figura 14 - Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
cristalográfico construído BPOd e a enzima (as dist âncias foram medidas entre os 
heteroátomos). 
 
4.1.2.2 Estudo do docking do ligante cristalógráfico constr uído (BX3d) com a 

β-tripsina bovina (PDB 1MTU)  (STUBBS et al, 1995) 

 

A solução de menor energia do cluster mais populoso obtida nos experimentos de 

docking com o ligante BX3 construído superpôs-se adequadamente ao ligante 

cristalográfico. A análise da estrutura do complexo enzima-ligante permitiu observar 
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que o anel fenílico do ligante está posicionado perpendicularmente ao seu grupo 

naftaleno e paralelamente ao Trp215, da cadeia lateral da enzima, assim como 

observado na cristalografia (STUBBS et al, 1995). O anel ciclohexano aproximou-se 

do resíduo de Trp215, no bolso S4, viabilizando uma interação hidrofóbica. A Figura 

15 representa esquematicamente as potenciais interações hidrofílicas observadas 

entre o ligante BX3 construído e a tripsina.  
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Figura 15 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
cristalográfico construído BX3d e a enzima (as dist âncias foram medidas entre os 
heteroátomos). 
 
4.1.2.3 Estudo do docking do ligante cristalográfico constr uído (DX9d) com a 

β-tripsina bovina (PDB 1MTW)  (STUBBS et al, 1995) 

 

Para a solução de menor energia do cluster mais populoso obtida nos experimentos 

de docking com o ligante DX9 construído foi observado o posicionamento do anel 

pirrolidínico próximo ao resíduo hidrofóbico Trp215, no bolso S4 da enzima.  

 

As interações hidrofílicas potenciais observadas no complexo enzima-ligante estão 

representadas na Figura 16.  
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Figura 16 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
cristalográfico construído DX9d e a enzima (as dist âncias das ligações foram medidas entre os 
heteroátomos). 
 

4.1.2.4 Estudo do docking do ligante cristalógráfico constr uído (FD1d) com a β-

tripsina bovina (PDB 1K1I)  (DULLWEBER et al., 2001) 

 

A análise do complexo formado entre solução de menor energia do cluster mais 

populoso obtida nos experimentos de docking do ligante FD1 construído e a β-

tripsina demonstra potenciais interações hidrofílicas, compatíveis às descritas na 

literatura (DULLWEBER et al., 2001). Essas interações estão representadas na 

Figura 17.  

 

Foi observada a superposição adequada do grupo benzamidino, no bolso S1, ao 

mesmo grupo do ligante cristalográfico. Contudo, fora desse bolso houve uma 

inversão no posicionamento das cadeias laterais dos ligantes.  
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Figura 17 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
cristalográfico construído FD1d e a enzima (as dist âncias das ligações foram medidas entre os 
heteroátomos). 
 

4.1.2.5 Estudo do docking do ligante cristalográfico constr uído (MELd) com a 

β-tripsina bovina (PDB 1K1P) (DULLWEBER et al., 2001) 

 

A solução de menor energia do segundo cluster mais populoso obtida nos 

experimento de docking do ligante MEL foi a que apresentou a melhor superposição 

ao ligante cristalográfico. O anel azetidino está localizado no bolso S2, quase 

perpendicular ao anel imidazólico da Hys57. Uma interação descrita na literatura que 

não foi observada é a ligação de hidrogênio entre um dos átomos de oxigênio do 

grupo carboxilato e o resíduo Gly219.  

 

As potenciais interações hidrofílicas do ligante MEL com a β-tripsina estão 

representadas na Figura 18. 
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Figura 18  - Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
cristalográfico construído MELd e a enzima (as dist âncias das ligações foram medidas entre 
os heteroátomos). 
 

4.1.2.6 Estudo do docking do ligante cristalográfico constr uído (IGNd) com a β-

tripsina bovina (PDB 1K1O)  (DULLWEBER et al., 2001) 

 

A solução de menor energia do cluster mais populoso obtida nos experimentos de 

docking do ligante IGN construído foi a que apresentou a melhor superposição ao 

ligante cristalográfico. 

 

No experimento de docking realizado com o ligante IGN uma molécula de água de 

hidratação (H2O 901) foi mantida no sítio enzimático. Estudos comparativos 

realizados com o sítio ativo hidratado e não hidratado revelaram que a presença 

dessa molécula de água favorece a superposição do ligante construído ao 

cristalográfico. 

 

Na cristalografia de raio-x do ligante IGN com a β-tripsina observa-se a interação de 

apenas um dos átomos de nitrogênio guanidínicos com o grupo carboxilato do 

Asp189. Esse comportamento foi reproduzido no experimento de docking com o 

ligante IGN construído. O valor de pKi igual à 7,31 foi o menor calculado para os 

ligantes cristalográficos construídos, o que pode ser explicado pela ausência dessa 

interação no bolso S1.  
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A potencial ligação de hidrogênio entre o ligante cristalográfico construído e o 

resíduo Ser190 não foi observada na cristalografia de raio-x (DULLWEBER et al., 

2001). Todas as demais interações hidrofílicas observadas são compatíveis às 

descritas na literatura e estão representadas na Figura 19. 

 

O anel piperidínico posicionou-se no bolso S2, perpendicular ao anel imidazólico da 

Hys57 e o anel fenílico no bolso S3/S4, perpendicular ao resíduo Trp215.  

 

OH

O

NH

N

O

NH

O

NH NH2

NH2

O

O

O Gly219

O
HGly216

O

3,00Å

2,63Å

2,95Å
3,01Å

2,78Å

2,90Å

Asp189

Ser190

Ser195

O

 

Figura 19 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
cristalográfico construído IGNd e a enzima (as dist âncias das ligações foram medidas entre os 
heteroátomos). 
 

4.1.3 Resultados dos estudos de modelagem molecular  (docking ) dos ligantes 

1-10, 12, 14, 20 e 26 com a β-tripsina bovina  

 

Os potenciais inibidores propostos neste trabalho (Figura 10) foram submetidos aos 

estudos de docking com a β-tripsina bovina, utilizando-se as seis estruturas 

cristalográficas dessa enzima, selecionadas no Protein Data Bank. Suas estruturas 

químicas também foram desenhadas e otimizadas no HyperChem, previamente. 

 

Os intermediários 12, 14, 20 e 26, também, foram submetidos aos experimentos de 

docking. Estudos anteriores, desenvolvidos por Sheng-Lian Lee e colaboradores 

demostraram que a tripsina possui afinidade por derivados cianobenzoil substituídos 

na posição meta (LEE et al., 1997).  
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A rota de síntese proposta nesse trabalho (Figuras 35, 36 e 37) para a obtenção dos 

derivados benzamidínicos prevê a síntese de uma amida p-cianosubstituída. Com 

base nisso propôs-se o estudo de docking desses intermediários, a sua síntese e o 

teste de sua atividade enzimática.  

 

Na Tabela 37 estão resumidos os valores de pKi e energia livre dos potenciais 

ligantes obtidos através dos cálculos de docking. Nela também estão detalhados o 

número de clusters e o número de conformações do cluster mais populoso 

observados para cada ligante.  

 

Tabela 37 -  Resultados do docking  dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur as 
cristalográficas da β-tripsina bovina. 

Ligante 
Entrada 

PDB 
  

Nc
* Ncc

** 
∆G pKi Ligante 

Entrada 
PDB  

Nc
*
 Ncc

**  ∆G pKi 

1K1I 
01 100 -7,96 5,84 1K1I 

 
01 
 

100 
 

-9,5 
 

6,97 
 

1K1O 
 

03 50 -7,08 5,20 1K1O 02 
 

98 
 

-9,41 
 

6,90 
 

1K1P 
 

01 
 

100 -7,51 
 

5,51 
 

1K1P 02 98 -9,17 6,72 

1MTU 
 

01 100 -7,62 
 

5,60 1MTU 01 100 -9,45 6,93 

1MTW 
 

01 100 -7,52 5,52 1MTW 01 100 -9,34 6,85 

1EB2 
01 100 -7,53 5,52 1EB2 01 100 -9,48 6,95 

1 

Média 
   5,53± 

0,21 

2 

 
Média 

   6,89± 
0,09 
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Tabela 37 -  Resultados do docking  dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur as 
cristalográficas da β-tripsina bovina (continuação). 

Ligante 
Entrada 

PDB 
  

Nc
* Ncc

** 
∆G pKi Ligante 

Entrada 
PDB  

Nc
*
 Ncc

**  ∆G pKi 

1K1I 
 

23 
 

23 
 

-8,31 
 

6,87 
 

1K1I 
 

25 
 

30 
 

-9,64 
 

7,07 
 

1K1O 
34 20 -8,71 6,39 1K1O 25 20 -8,51 6,32 

1K1P 
 

17  
36 

-10,97 8,04 1K1P 10 52 -10,81 7,92 

1MTU 
 

16 40 -10,47 7,67 1MTU 08 52 -10,34 7,58 

1MTW 
 

16 40 -10,47 7,67 1MTW 08 52 -10,31 7,56 

1EB2 
26 21 -10,58 7,75 1EB2 22 37 -10,35 7,58 

3 

Média 
   7,40± 

0,63 

4 

Média    7,34± 
0,57 

1K1I 
 

37 
 

21 
 

-10,96 
 

8,03 
 

1K1I 31 15 -10,06 7,38 

1K1O 
27 16 -9,75 7,15 1K1O 24 23 -10,08 7,92 

1K1P 
24 21 -11,23 8,23 1K1P 12 58 -11,53 8,45 

1MTU 
10 33 -10,92 8,00 1MTU 19 32 -11,25 8,25 

1MTW 
16 35 -11,14 8,17 1MTW 15 35 -11,58 8,49 

1EB2 
26 19 -10,68 7,83 1EB2 15 39 -11,05 8,10 

5 

Média 
   7,90± 

0,40 

6 

 
Média 

   8,10 ± 
0,41 
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Tabela 37 -  Resultados do docking  dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur as 
cristalográficas da β-tripsina bovina (continuação). 

Ligante 
Entrada 

PDB 
  

Nc
* Ncc

** 
∆G pKi Ligante 

Entrada 
PDB  

Nc
*
 Ncc

**  ∆G pKi 

1K1I 
12 
 

40 
 

-10,82 
 

7,93 
 

1K1I 15 
 

28 
 

-11,86 
 

8,70 
 

1K1O 
19 47 -11,97 8,77 1K1O 28 18 -12,34 9,04 

1K1P 
11 68 -12,99 9,52 1K1P 12 62 -13,61 9,98 

1MTU 
18 63 -12,72 9,32 1MTU 19 56 -13,40 9,82 

1MTW 
11 83 -12,46 9,13 1MTW 12 

 
53 -12,81 9,39 

1EB2 
10 74 -12,29 9,01 1EB2 13 48 -12,59 9,23 

7 

Média 
   8,95± 

0,56 

8 

Média    9,36 ± 
0,48 

1K1I 
27 
 

12 
 

-11,18 
 

8,20 
 1K1I 

16 
 

36 
 

-10,95 
 

8,03 
 

1K1O 
33 12 -9,78 7,17 

1K1O 
20 48 -10,06 7,37 

1K1P 
23 45 -12,11 8,88 

1K1P 
08 40 -12,27 9,00 

1MTU 
20 59 -12,44 9,12 

1MTU 
16 36 -10,95 8,03 

1MTW 
26 33 -11,60 8,50 

1MTW 
25 34 -11,82 8,67 

1EB2 25 27 -12,35 9,05 1EB2 13 48 -10,85 7,95 

9 
 

Média 
   8,49± 

0,73 

10 

Média 
   8,18 ± 

0,58 
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Tabela 37 -  Resultados do docking  dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26 com as estrutur as 
cristalográficas da β-tripsina bovina (conclusão). 

Ligante 
Entrada 

PDB 
  

Nc
* Ncc

** 
∆G pKi Ligante 

Entrada 
PDB  

Nc
*
 Ncc

**  ∆G pKi 

1K1I 
03 
 

95 
 

-6,7 4,91 
 

1K1I 03 
 

84 
 

-7,09 
 

5,20 
 

1K1O 
01 100 -6,46 4,74 1K1O 03 84 -7,09 5,20 

1K1P 
01 100 -6,17 4,53 1K1P 03 84 -7,09 5,20 

1MTU 
03 68 -6,77 4,96 1MTU 03 70 -6,99 5,13 

1MTW 
04 51 -6,97 5,12 1MTW 03 

 
76 -6,93 5,08 

1EB2 03 92 -6,65 4,88 1EB2 01 96 -7,46 5,47 

12 

Média 
   4,86±

0,2 

14 

Média    5,21± 
0,14 

1K1I 
18 23 

 
-10,88 

 
7,98 

 
1K1I 

27 
 

20 
 

-9,97 
 

7,30 
 

1K1O 
27 10 -9,69 7,10 

1K1O 
34 12 -10,79 7,90 

1K1P 
21 27 -10,32 7,56 

1K1P 
19 25 -10,59 7,76 

1MTU 
19 45 -10,50 7,70 

1MTU 
22 30 -10,70 7,84 

1MTW 
22 31 -9,92 7,27 

1MTW 
22 26 -9,90 7,26 

1EB2 17 25 -9,91 7,26 1EB2 22 10 -11,25 8,24 

20 
 

Média 
   7,48±

0,33 

26 

Média 
   7,72± 

0,38 
Nc

*= Número de clusters; Ncc
** = Número de conformações no clusters principal. 
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A superposição do anel benzamidínico dos ligantes 1-10 com as moléculas 

cristalografadas foi adequada. Os ligantes posicionaram-se corretamente no bolso 

S1, aproximando os nitrogênios amidínicos do grupo carboxilato do resíduo Asp189. 

As exceções foram o ligante 3 quando o docking foi realizado com a entrada PDB 

1K1O e os ligantes 2 e 5 com as entradas PDB 1K1I. Todos os resultados 

mostraram a proximidade entre a benzamidina e a Gly219 e na maioria dos 

resultados esse grupo também estava próximo do resíduo Ser190. Todos os ligantes 

posicionaram-se no sítio de modo a aproximar a amida presente em sua estrutura do 

resíduo Ser195 da tríade catalítica.  

 

Os resultados do docking com os derivados 12, 14, 20 e 26 mostraram o 

posicionamento do grupo cianobenzoil no bolso S1 da β-tripsina, buscando 

interações hidrofílicas com os resíduos que compõem essa parte do sítio ativo 

enzimático. Todavia a análise das soluções obtidas nos experimentos de docking 

permitiu verificar, em alguns casos, que embora o grupo cianobenzoil fosse capaz 

de se direcionar para o sítio hidrofílico as distâncias entre os heteroátomos 

doadores/aceptores de prótons inviabilizavam a formação de interações entre o 

inibidor e a enzima. Também se observou que nos experimentos de docking entre o 

ligante 14 e a entrada PDB 1EB2 e entre o ligante 26 e as entradas PDB 1EB2 e 

1K1I nenhuma das soluções de menor energia dos clusters mais populosos foi 

capaz de posicionar o grupo cianobenzoil no bolso S1.  

 

Ressalta-se que a interação descrita na literatura entre o átomo de nitrogênio do 

grupo ciano e o grupo NH do resíduo Gly219 foi substituída pela interação com a 

carbonila desse mesmo resíduo, o que é compatível com a mudança de orientação 

do grupo ciano no anel aromático (os ligantes cristalografados por Lee e 

colaboradores possuíam o grupo ciano na posição meta).  

 

Conforme esperado não se observou a interação entre o nitrogênio do grupo ciano e 

o resíduo Asp189. 
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4.1.3.1 Ligante 1   

 

O ligante 1 foi submetido aos experimentos de docking com as seis entradas da  

β-tripsina bovina selecionadas no Protein Data Bank. Todas as soluções de menor 

energia do cluster mais populoso obtidas nos experimentos de docking de 1 

mostraram o posicionamento do grupo benzamidino no bolso S1 da enzima, próximo 

ao Asp189.  

 

Quando os experimentos de docking foram realizados com a entrada PDB 1MTU 

não foram observadas interações potenciais com os resíduos Gly219 e Ser195. 

Em nenhuma das soluções obtidas nos experimentos de docking de 1 o grupo nitro 

do ligante apresentou potenciais interações com a enzima. 

 

Todas as ligações de 1 foram consideradas ligações não-rotacionaveis, devido as 

possibilidades de ressonância, e essa rigidez limitou a interação do ligante com a 

enzima. Em nenhum dos experimentos realizados observou-se interação do ligante 

com os bolsos hidrofóbicos S2 e S3/S4. No experimento do docking realizado com 

as entradas PDB 1K1I, 1EB2 e 1K1O observou-se que anel nitrobenzeno estava 

posicionado perpendicularmente ao anel imidazólico da Hys57,  

 

As potenciais interações hidrofílicas de 1 com a β-tripsina estão representadas 

Figura 20. 
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Figura 20 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
1 e a enzima (A) e superposição do ligante 1 ao lig ante cristalográfico FD1 (B). 
 

4.1.3.2 Ligante 2   

 

As principais interações observadas nos complexos formados entre as soluções de 

menor energia do cluster mais populoso obtidas nos experimentos de docking de 2 e 

a β-tripsina bovina estão representadas na Figura 21.  

 

Duas ligações, no grupo benzila, foram consideradas rodáveis o que permitiu o 

melhor posicionamento desse grupo dentro do sítio ativo enzimático e a maior 

interação com a tripsina. Essa observação pode explicar o melhor valor de pKi 

calculado para 2 em relação ao valor de pKi calculado para 1. 

 

Nos experimentos de docking realizados com as entradas PDB 1K1I e 1EB2 o anel 

benzílico voltou-se para o bolso S2 da tripsina, perpendicularmente ao anel 

imidazólico da Hys57. Nos demais resultados esse grupo assumiu uma nova 

posição, afastada do bolso S2.  

 

A                                                              B 
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Figura 21  - Representação esquemática das potenciais interaç ões hidrofílicas entre o ligante 
2 e a enzima (A) e superposição do ligante 2 ao lig ante cristalográfico FD1 (B). 
 

4.1.3.3 Ligante 3  

 

As soluções obtidas nos experimentos de docking com o ligante 3 apresentaram seu 

adequado posicionamento no sítio ativo da tripsina, favorável a formação de ligações 

hidrofílicas e hidrofóbicas. As interações potenciais estão representadas na Figura 

22.  

 

Quando o experimento do docking foi realizado com a entrada PDB 1K1I observou-

se a aproximação de apenas um dos átomos de nitrogênio benzamidínico do grupo 

carboxilato do Asp189. O valor de pKi calculado igual à 6,87 foi o segundo menor 

obtido para 3 o que parece estar relacionado a perda dessa interação no bolso S1. 

 

A solução de menor energia do cluster mais populoso obtida no docking com as 

entradas PDB 1MTU e 1K1P posicionou os átomos de oxigênio da cadeia lateral do 

ligante próximo aos resíduos Ser195 e Hys57. Quando o docking foi realizado com 

as entradas PDB 1K1O, 1EB2 e 1MTW houve aproximação apenas da Ser195. 

 

A                                                              B 
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Em todos os resultados do docking do ligante 3 observou-se o posicionamento de 

um dos anéis aromáticos de 3 em um bolso cisteínico (Cys42 e Cys58), 

perpendicularmente ao anel da Hys57. O outro anel voltou-se na direção do bolso 

hidrofóbico S3/S4, contudo como a cadeia lateral não é suficientemente longa ele 

não consegue se aproximar do Trp215. Esse anel permanece próximo ao resíduo 

hidrofóbico Leu99, em posição adequada para uma interação 
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Figura 22 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
3 e a enzima (A) e superposição do ligante 3 ao lig ante cristalográfico MEL (B). 
 

4.1.3.4 Ligante 4  

 

As soluções do ligante 4 obtidas nos experimentos de docking revelaram o seu 

posicionamento favorável no sítio da tripsina. Na Figura 23 estão ilustradas as 

potenciais interações observadas no experimento.  

 

A interação entre 4 e o resíduo Ser190, no bolso S1 da enzima, só foi observada 

quando o docking foi realizado com as entradas PDB 1K1O e 1K1I. 

 

Quando os resultados do docking do ligante 4 são comparados aos de 3 nota-se que 

a mudança de posição do grupo nitro no anel aromático, de meta para para, 

A                                                              B 
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suprimiu a potencial ligação de hidrogênio entre esse grupo e a Gly216NH. Contudo 

o valor médio de pKi calculado para 4 é igual a 7,34 e para 3 igual a 7,40, sugerindo 

que a ausência dessa ligação não afetou significativamente a interação com a 

enzima. 

 

Nas soluções de menor energia do segundo cluster mais populoso de 4 obtidas do 

docking com as entradas PDB 1K1I e 1K1O um dos átomos de oxigênio da cadeia 

lateral do ligante aproximou-se do resíduo Ser195. Quando o docking foi realizado 

com as entradas PDB 1MTU e 1MTW a aproximação ocorreu com o resíduo Hys57. 
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Figura 23 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
4 e a enzima (A) e superposição do ligante 4 ao lig ante cristalográfico FD1 (B). 
 

4.1.3.5 Ligante 5  

 

A análise das soluções de menor energia dos clusters mais populosos obtidas nos 

experimentos de docking do ligante 5 apontam para as potenciais interações 

hidrofílicas descritas na Figura 24. 

 

A aproximação entre o ligante e o resíduo Ser190 foi observada somente quando o 

docking foi realizado com as entradas PDB 1K1I, 1K1P e 1K1O. 

A                                                              B 
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Observa-se a aproximação entre a carbonila da amida do ligante e o resíduo 

Ser195. A única exceção foi vista no docking com a entrada PDB 1K1O. O resultado 

do docking com essa entrada também foi o único no qual a benzamidina não se 

encontra em uma posição adequada para a formação da ligação de hidrogênio 

bidentada, com o Asp189. O valor médio de pKi calculado nesse experimento é igual 

a 7,15 e foi o menor observado, em relação aos valores de pKi observados nos 

experimentos com as demais entradas no PDB.  

 

A solução de menor energia do cluster mais populoso de 5 obtida no docking com a 

entrada PDB 1K1I mostrou a viabilidade de uma ligação de hidrogênio entre o grupo 

NH do acetamido e o resíduo Hys57. No docking de 5 com a entrada PDB 1K1O 

também foi observada a aproximação favorável entre o grupo NH do acetamido e o 

resíduo Thr98. 

 

Um dos anéis aromáticos do ligante posicionou-se em um bolso cisteínico e o outro 

anel na direção dos bolsos S3/S4, mas a falta de uma cadeia lateral mais longa 

dificulta a aproximação desse anel do resíduo de Trp215. O anel aromático do ligante 

consegue aproximar-se apenas dos resíduos Hys57 e Leu99. A exceção foi o docking 

realizado com a entrada PDB 1K1O . Nesse caso um dos anéis aromáticos mantém-

se próximo à ponte de dissulfeto enquanto o outro anel consegue se posicionar 

perpendicularmente ao anel do Trp215. 
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Figura 24 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
5 e a enzima (A) e superposição do ligante 5 ao lig ante cristalográfico FD1 (B). 
 

4.1.3.6 Ligante 6  

 

A análise do docking do ligante 6 permitiu observar a aproximação do grupo 

benzamidino dos resíduos Asp189, Gly219 e Ser195. Essas e as demais interações 

consideradas viáveis estão representadas na Figura 25. 

 

Interações entre o grupo acetamido do ligante e a enzima foram observadas nas 

soluções obtidas no docking de 6 com as entradas PDB 1K1I (através do resíduo 

Hys57), 1MTW e 1K1P (através do resíduo Gly216).  

 

Um dos anéis aromáticos do ligante encontra-se próximo à ponte dissulfeto Cys42-

Cys58 e o outro está voltado na direção do bolso hidrofóbico S3/S4. Quando o 

docking foi realizado utilizando-se as entradas PDB 1K1I e 1EB2 observou-se a 

aproximação de um dos anéis aromáticos do ligante do resíduo Trp215.  
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Figura 25 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
6 e a enzima (A) e superposição do ligante 6 ao lig ante cristalográfico DX9 (B). 
 

4.1.3.7 Ligante 7  

 

Em todos os experimentos de docking com o ligante 7 observou-se a proximidade 

entre os átomos de nitrogênio da benzamidina e os resíduos Asp189 e Gly219. A 

interação entre o ligante e o resíduo Ser190 foi observada no docking com a entrada 

PDB 1K1I. Os experimentos de docking realizados com as entradas PDB 1K1I e 

1EB2 mostraram o posicionamento de um dos anéis aromáticos no bolso cisteínico, 

perpendicular ao anel da Hys57, e o outro no bolso S3/S4 da enzima, paralelamente 

ao Trp215. Quando o experimento foi realizado com as entradas PDB 1K1O, 1K1P, 

1MTU e 1MTW o ligante manteve um dos anéis aromáticos próximo à ponte 

dissulfeto, contudo o outro anel aromático foi deslocado do bolso S3/S4 para um 

ponto entre o anel imidazólico da Hys57 e o grupo t-butil da Leu99. 

 

Na Figura 26 estão ilustradas as potenciais interações hidrofílicas observados no 

docking do ligante 7 com a β-tripsina bovina. 

A                                                              B 



  Resultados e Discussão  106 

NH2

N
H

O

O O

NH2

O O
Gly219

O

H
O

Asp189

Ser195

  

Figura 26 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
7 e a enzima (A) e superposição do ligante 7 ao lig ante cristalográfico MEL (B). 
 

4.1.3.8 Ligante 8  

 

As análises dos resultados obtidos nos experimentos de docking do ligante 8 

mostraram a aproximação da benzamidina dos resíduos Asp189, Gly219 e Ser190, 

conforme representado na Figura 27. A interação do ligante com o resíduo Ser190 

da enzima não foi observada somente quando o docking foi realizado com as 

entradas PDB 1K1P e 1MTW  

 

A aproximação de um dos anéis aromáticos do ligante do bolso S3/S4 foi observada 

quando o docking foi realizado com as entradas PDB 1EB2, 1K1O e 1MTW. Nos 

demais resultados o anel aromático do ligante afasta-se desse bolso e posiciona-se 

entre os resíduos de Hys57 e Leu99. A posição do outro anel aromático no bolso 

cisteínico é mantida.  

 

A                                                              B 



  Resultados e Discussão  107 

Ser195 OH

NH2

N
H

O

O O

NH2

H
O

O O
Gly219

O

Asp189

Ser195

O
Ser190

H

  

Figura 27 -  Representação esquemática das potenciais interaçõe s hidrofílicas entre o ligante 
8 e a enzima (A) e superposição do ligante 8 ao lig ante cristalográfico FD1 (B). 
 

4.1.3.9 Ligante 9  

 

Os átomos de nitrogênio terminais da benzamidina do ligante 9 posicionaram-se 

próximos aos resíduos Asp189 e Gly219. A exceção foi o experimento realizado com 

a entrada PDB 1K1I, na qual somente um dos nitrogênios terminais da benzamidina 

apresentou uma interação potencial com o Asp189. Essa observação parece 

explicar o menor valor de pKi calculado no experimento de docking com essa 

entrada. A aproximação entre a benzamidina e o resíduo Ser190 só foi observada 

quando os experimentos de docking foram realizados com as entradas PDB 1K1I e 

1K1O. Não foram observadas potenciais interações do tipo hidrofílicas entre o 

heteroátomo do anel quinolínico e a enzima, sugerindo que a presença do átomo de 

nitrogênio nessa posição não é importante para a interação do ligante com a enzima. 

As potenciais interações hidrofílicas observadas no experimento do docking estão 

representadas na Figura 28. 

 

O ligante 9 conseguiu posicionar um de seus anéis aromáticos no bolso S3/S4 

apenas quando o docking foi realizado com as entradas PDB 1EB2 e 1MTW. Nos 
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demais casos somente uma aproximação do resíduo Leu99, foi observada. A 

interação hidrofóbica com a ponte cisteína foi mantida. 
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Figura 28 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
9 e a enzima (A) e superposição do ligante 9 ao lig ante cristalográfico BPO (B). 
 

4.1.3.10 Ligante 10  

 

As potenciais interações observados entre o ligante 10 e a tripsina estão 

representadas na Figura 29. A aproximação do ligante do resíduo Ser190 foi 

observada apenas quando o experimento de docking foi realizado com as entradas 

PDB 1K1I e 1K1O. Interações entre os átomos de oxigênio da cadeia lateral e os 

resíduos Ser195 e Hys57 também mostraram-se viáveis. 

 

Quando o docking foi realizado com as entradas PDB 1MTU e 1K1O, a solução de 

menor energia do cluster mais populoso obtida apresentou uma interação entre o 

átomo de nitrogênio indólico e o resíduo Gly193. No experimento realizado com a 

entrada PDB 1K1P essa mesma interação foi observada com o resíduo Hys57. 

Finalmente no docking com a entrada PDB 1K1I a potencial interação ocorre com o 

resíduo Gly192. 
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Em nenhum das soluções apresentadas pelo docking o ligante 10 conseguiu uma 

boa aproximação do bolso S3/S4. Contudo a interação de um de seus anéis 

aromáticos com o bolso cisteínico foi mantida. 
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Figura 29 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
10 e a enzima (A) e superposição do ligante 10 ao l igante cristalográfico MEL (B). 
 

4.1.3.11 Ligante 12   

 

De maneira análoga ao observado para 1 o ligante 12 também não é capaz de 

preencher os bolsos hidrofóbicos da tripsina, estabelecendo apenas interações do 

tipo hidrofílicas no sítio ativo enzimático. Essas potenciais interações foram 

observadas principalmente com os resíduos Gly216 e Ser190. Um interação entre o 

grupo amida de 12 e o resíduo Gly193 foi observada quando o experimento do 

docking foi realizado com as entradas PDB 1MTW, 1EB2, 1MTU e 1K1I. Na Figura 

30 estão representadas essas interações.  
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Figura 30 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
12 e a enzima (A) e superposição do ligante 12 ao l igante cristalográfico MEL (B). 
 

4.1.3.12 Ligante 14   

 

O resultado dos experimentos de docking do ligante 14 com a β-tripsina reproduziu o 

comportamento observado anteriormente para 2. A introdução na molécula de duas 

ligações rodáveis permitiram ao ligante posicionar o anel aromático próximo aos 

resíduos hidrofóbicos no sítio ativo enzimático e parece ter aumentado sua interação 

com a enzima. O valor de pKi calculado para 14 é maior do que o pKi calculado para 

12, o que pode reforçar essa observação. 

 

As interações entre o grupo ciano de 14 e a enzima alternaram-se entre a Gly219 ou 

a Ser190, de acordo com a entrada PDB utilizada no docking. A potencial interação 

com o resíduo Ser195 foi formada entre o grupo NH do ligante e o grupo OH da 

serina. 

 

Na Figura 31 estão ilustradas as potenciais interações observadas entre o ligante 14 

e a β-tripsina, no experimento de docking. 
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Figura 31 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
14 e a enzima (A) e superposição do ligante 14 ao l igante cristalográfico DX9 (B). 
 

4.1.3.13 Ligante 20   

 

Os resultados do docking com 20 mostraram que o grupo ciano do ligante é capaz 

de formar ligações hidrofílicas com a enzima através dos resíduos Gly219 ou 

Ser190, de acordo com a entrada PDB empregada no experimento. As cadeias 

laterais posicionaram-se na direção dos bolsos hidrofóbicos da enzima, próximas à 

ponte dissulfeto e ao resíduo Leu99. No docking com as entradas PDB 1K1I, 1K1O e 

1EB2 o ligante posicionou-se no sítio ativo enzimático de modo a favorecer a 

aproximação de apenas uma das cadeias laterais do bolso hidrofóbico da tripsina.  

 

Na Figura 32 estão ilustradas as potenciais interações observadas entre o ligante 20 

e a β-tripsina, no experimento de docking. 
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Figura 32 -  Representação esquemática das potenciais interaçõe s hidrofílicas entre o ligante 
20 e a enzima (A) e superposição do ligante 20 ao l igante cristalográfico DX9 (B). 
 

4.1.3.14 Ligante 26   

 

Quando o experimento do docking foi realizado com as entradas PDB 1EB2 e 1K1I o 

grupo cianobenzoil foi direcionado para fora do bolso S1 da tripsina. Nos demais 

experimentos foi possível observar a aproximação desse grupo dos resíduos Gly219 

ou Ser190. As cadeias laterais de 26 foram posicionadas nos bolsos hidrofóbicos da 

enzima, próximas à ponte dissulfeto e ao resíduo Leu99. 

 

Na Figura 33 estão ilustradas as potenciais interações observadas entre o ligante 26 

e a β-tripsina, no experimento de docking. 

 

A                                                                   B 
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Figura 33 -  Representação esquemática das potenciais interações  hidrofílicas entre o ligante 
26 e a enzima (A) e superposição do ligante 26 ao l igante cristalográfico DX9 (B). 
 

4.1.4 Discussão dos resultados dos estudos de model agem molecular  

 

Os ligantes que possuem apenas uma cadeia lateral, 1 e 2, apresentaram os 

maiores valores médios de energia livre, calculados pelo docking. A interação pobre 

entre esses ligantes e a tripsina parece justificar os valores encontrados. Os ligantes 

com duas cadeias laterais, 3-10, interagem melhor com a enzima, preenchendo os 

bolsos hidrofóbicos e diminuindo a entropia do sistema. Os valores de energia livre e 

de pKi calculados pelo docking para esses ligantes foram os melhores quando 

comparados aos demais. Os ligantes com cadeias laterais contendo grupos 

volumosos, 7-10, foram os que apresentaram os menores valores de energia livre de 

interação. Dentre eles destacam-se 7 e 8, com valores médios de energia livre 

calculados igual à -12,20 e -12,77, respectivamente. A introdução de um 

heteroátomo no anel aromático parece não influenciar a interação do ligante com a 

enzima. Essa hipótese relaciona-se ao fato dos ligantes 9 e 10 apresentarem valores 

médios de pKi menores que os de 7 e 8. 

 

A substituição do grupo amidino pelo grupo ciano diminuiu diretamente a afinidade 

da enzima pelo substrato, o que pode ser confirmado pelos valores de pKi obtidos 

A                                                              B 
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nos cálculos com os ligantes 12, 14, 20 e 26. A ausência da interação bidentada dos 

hidrogênios amidínicos com o Asp189 parece ser a principal causa da perda de 

afinidade desses compostos, observada no docking. A interação da nitrila com a 

Gly219 ou com a Ser190 parece não compensar a perda da ligação com o grupo 

carboxilato do resíduo de Aspartato. Dentre os derivados nitrila aqueles que 

apresentaram melhor interação com a tripsina, expressa pelo maior valor de pKi, 

foram os ligantes 20 e 26, analogamente ao observado para os compostos 

benzamidínicos.  

 

Na Figura 34 está ilustrada a superposição do ligante 8 ao ligante cristalográfico 

FD1. As cadeias laterais da β-tripsina estão ilustradas em verde e os principais 

aminoácidos que interagem com os ligantes foram destacados em amarelo. 

 

 

 

 

Figura 34 -  Ligante 8 (rosa) no sítio da tripsina bovina (entra da PDB 1K1I). O ligante 
cristalográfico está representado de azul . 
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4.1.5 Análise teórica dos parâmetros físico-químico s relacionados à “Regra 

dos Cinco” de Lipinski  

 

Os parâmetros da “Regra dos Cinco” (LIPINSKI et al., 1997) dos ligantes propostos 

nesse trabalho também foram calculados com o objetivo de se prever possíveis 

problemas de baixa permeabilidade e pobre absorção, in vivo. 

 

A estimativa dos parâmetros que determinam a solubilidade e a permeabilidade de 

uma substância in vivo podem ser usados como uma ferramenta complementar no 

desenvolvimento de novos fármacos. As baixas permeabilidade e solubilidade de 

uma substância podem levar a problemas de absorção e biodisponibilidade oral de 

um futuro fármaco.  

 

Segundo Lipinski, problemas de absorção são mais comuns em compostos que 

apresentam dois ou mais dos seguintes critérios: 

� mais que cinco grupos doadores de ligação de hidrogênio, em sua estrutura 

� mais que dez grupos aceptores de ligação de hidrogênio, em sua estrutura 

� peso molecular maior que 500 

� coeficiente de Partição (LogP) maior que 5. 

 

A “Regra dos Cinco” recebeu esse nome porque os parâmetros avaliados estão 

limitados ao número cinco ou a múltiplos de cinco. 

 

Os resultados desses parâmetros obtidos para os ligantes aqui propostos estão 

detalhados na Tabela 38. 

 

Como pode-se verificar somente os compostos 5-8, 20 e 26 infringiram um dos 

critérios da “Regra dos Cinco”. Mas, em concordância com Lipinski, somente se dois 

ou mais parâmetros estiverem fora do que determina a regra é que a substância 

poderá apresentar uma baixa absorção. 
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Muito interessante é o resultado obtido para os ligantes 9 e 10. O resultado do 

docking realizado com esses ligantes demonstrou que o átomo de nitrogênio 

presente no anel heterocíclico não aumentava a afinidade pela enzima, contudo 

esse átomo parece ter sido responsável pela melhora dos parâmetros de coeficiente 

de partição desses compostos. 

 

Tabela 38 -  Valores de LogP, Peso Molecular e de números de ace ptores e doadores de 
ligação de H dos ligantes 1-10, 12, 14, 20 e 26. 

Ligante 

 

Log P OH+NH 

(doadores de 

ligação de.H) 

Peso Molecular N+O  

(aceptores de 

ligação de H) 

1 1,78 3 285,28 3 

2 2,09 3 254,31 1 

3 3,53 3 480,46 7 

4 3,53 3 480,46 7 

5 1,32 5 504,57 5 

6 1,32 5 504,57 5 

7 5,63 3 490,58 3 

8 5,63 3 490,58 3 

9 4,73 3 492,56 5 

10 3,17 3 468,53 5 

12 2,80 1 267,24 4 

14 2,94 1 236,27 2 

20 6,47 1 472,54 4 

26 6,47 1 472,54 4 

 

4.2 Síntese 

 

Dentre os ligantes submetidos aos estudos de docking, 7 e 8 apresentaram os 

melhores valores de energia livre e pKi (Tabela 37). Com base nesses parâmetros e 

na discussão anterior, essas moléculas foram selecionadas para síntese e estudo da 
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sua atividade enzimática frente a β-tripsina bovina. Para validação do método 

computacional 1 e 2 também foram selecionadas.  

 

O plano de síntese proposto para 1 e 2 está representado na Figura 35. O plano de 

síntese de 7 e 8 está representado na Figura 36 e 37, respectivamente.  

 

i= cloreto de 4-cianobenzoíla, Et3N; ii= a) MeOH/HCl; b) NH3 (g). 
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Figura 35 -  Esquema proposto para a síntese do derivados 1 e 2.  
 

i= epicloridr ina, NaOH, EtOH; ii= CH3SO2Cl/py; iii=  NaN3, N-metil-pirrolidona; iv=  H2,Pd-C; 
v= cloreto de 4-cianobenzoíla, Et3N; vi= a) MeOH/HCl; b) NH3 (g). 
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Figura 36 -  Esquema proposto para a síntese do derivado 7  . 
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i= epiclor idr ina, NaOH, EtOH; ii= CH3SO2Cl/py; iii=  NaN3, N-metil-pirrolidona; iv=  H2,Pd-C; 
v= cloreto de 4-cianobenzoíla, Et3N; vi= a) MeOH/HCl; b) NH3 (g). 
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Figura 37 -  Esquema proposto para a síntese do derivado 8 . 

 

4.2.1 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-propanol (16) e 1,3-bi s(2-naftiloxi)-2-propanol  

(22) 

 

Os derivados 16 e 22 foram obtidos por reação do respectivo fenol (α- naftol ou β-

naftol) com a epicloridrina, na presença de KOH (KAISER et al., 1977).  

 

O ataque nucleofílico do fenóxido à epicloridrina leva a formação da oxirana Ι. A 

abertura do anel e a formação dos derivados 16 e 22 ocorre à partir de um novo 

ataque do íon naftilóxido à Ι (SLOBODANKA. et al., 1992).  

 

A abertura de epóxidos é uma reação tipo SN2, na qual o grupo abandonador é um 

íon alcóxido RO-. A tensão no anel de três membros torna esses compostos 

instáveis e a reação que leva a abertura do anel e a restauração do ângulo 

tetraédrico de 109° é favorecida.  
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O mecanismo proposto para essa reação está representado na Figura 38. 

 

ArO  

O

CH2

O

OAr
Cl

((((    ΙΙΙΙ    ))))

ArO  

+

+ ArO CH2 CH CH2 OAr
OH

Cl- H2O

OH-

16- Ar= αααα-naftil
22- Ar= ββββ-naftil  

Figura 38 -  Mecanismo proposto para a formação de 16 e 22 (SLOBODANKA. et al., 1992). 
 

Os produtos obtidos nessa reação foram utilizados na etapa seguinte sem prévia 

purificação. 

 

4.2.2 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiprop rano (17) e 1,3-bis(2-

naftiloxi)-2-metanossulfoniloxiproprano (23)  

 

Os derivados 16 e 22 foram submetidos a reação de mesilação utilizando-se cloreto 

de metanossulfonila em piridina. A mesilação do grupo hidroxila tem como objetivo 

convertê-la em um bom grupo abandonador. Essa etapa é essencial para a 

continuação da rota, que prevê a introdução de um grupo azido, nessa posição.  

 

Os derivados 17 e 23 foram obtidos com 61% e 71% de rendimento, 

respectivamente. 

 

No espectro no infravermelho de 17 não se observa a banda referente ao 

estiramento da ligação O-H, indicando a ocorrência da mesilação, conforme 

planejado. Dentre as bandas observadas no espectro no infravermelho destacam-se 

aquelas referentes à deformação axial de C=C de aromático (1597 e 1579  

cm-1), à deformação axial assimétrica de SO2 (1343 cm-1) e a deformação simétrica 

de SO2 (1170 cm-1). 
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No espectro de RMN de 1H de 17 (Figura A.1) observa-se um multipleto em δ5,63-

5,69, com integral de um hidrogênio, referente a H-2, um multipleto em δ4,64-4,55, 

com integral de quatro hidrogênios, atribuído a H-1 e um simpleto em δ3,12, com 

integral de três hidrogênios, referente aos hidrogênios metílicos.  

 

Na região de aromáticos observa-se um dupleto em δ6,86, com integral de dois 

hidrogênios, referente a H-2’. Essa atribuição é compatível com o fato da posição 

orto de fenóis ser a mais protegida, devido à blindagem exercida pela densidade 

eletrônica nessa posição. Os sinais referentes aos hidrogênios H-3’ e H-4’ foram 

atribuídos graças à análise do mapa de contornos homonuclear (COSY) (Figura 

A.2). O ponto de partida foi o sinal referente ao hidrogênio H-2’. Pôde-se então 

identificar, por meio da mancha de H-2’x H-3’, que o tripleto localizado em δ7,37 

refere-se ao hidrogênio H-3’. A mancha de correlação observada entre H-3’x H-4’ 

permitiu identificar que o sinal referente a H-4’ encontra-se sobreposto ao multipleto 

em δ7,50-7,47. A atribuição dos demais sinais observados no espectro de 1H só 

pôde ser feita após análise do mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.6) 

 

A análise do espectro de RMN de 13C e do subespectro DEPT 135 de 17 (Figuras 

A.3 e A.4) permitiu a atribuição dos seguintes sinais: em δ77,8 sinal do C-2, em 

δ67,2 sinal do C-1 e em δ38,6 sinal do carbono metílico. Três carbonos ipso foram 

identificados e atribuídos, de acordo com os valores de deslocamentos químicos 

tabelados: em δ153,4 sinal do C-1’, em δ134,5 sinal do C-5’ e em δ125,2 sinal do C-

10’. Dentre os carbonos hidrogenados, o carbono C-6’ (δ127,6) é o mais 

desprotegido e sua atribuição baseou-se no valor de deslocamento químico previsto 

em tabela. Correlação observada no HMQC entre o C-6’ e o multipleto em δ7,82-

7,80 permitiu atribuí-lo ao hidrogênio H-6’.  

 

A observação direta das manchas de correlação do mapa de contornos 

heteronuclear HMQC (Figura A.5) permitiu atribuir os seguintes sinais: em δ105,0 

sinal do C-2’, e em δ125,6 sinal do C-3’. O sinal referente a C-4’ (δ121,3) pôde ser 
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atribuído através da mancha de correlação observada no HMQC com o multipleto de 

H-4’ e com base no deslocamento químico previsto para esse carbono, em tabela.  

 

Utilizando-se o mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.6), no qual há 

manchas de correlação entre hidrogênios e carbonos distanciados por três ligações 

foi possível identificar o sinal referente ao hidrogênio H-9’ (multipleto em δ8,27-8,25) 

através da mancha de correlação C-1’x H-9’. O sinal do carbono de C-9’ (δ121,5) foi 

atribuído graças a observação direta da mancha de correlação no HMQC. 

 

Por exclusão, os sinais dos hidrogênios referentes a H-7’ e H-8’ encontram-se 

sobrepostos à H-4’, no multipleto em δ7,50-7,47.  

 

A atribuição inequívoca do sinal de C-8’ (δ126,6) baseou-se em uma mancha de 

correlação observada no HMBC entre C-8’x H-9’. Por exclusão o sinal de C-7’ 

encontra-se em δ125,6, sobreposto ao C-3’. 

 

No espectro no infravermelho de 23 observam-se, entre outras bandas, aquelas 

referentes à deformação axial de C=C de aromático (1627 e 1599 cm-1), à 

deformação axial assimétrica de SO2 (1345 cm-1) e a deformação simétrica de SO2 

(1170 cm-1). Não há presença de banda referente ao estiramento da ligação O-H. 

 

No espectro de RMN de 1H de 23 (Figura A.7) os seguintes sinais foram 

identificados: um multipleto em δ5,36, com integral de um hidrogênio, 

correspondente a H-2, um multipleto em δ4,49-4,43, com integral de quatro 

hidrogênios, correspondente a H-1 e um simpleto em δ3,17, com integral de três 

hidrogênios, referente aos hidrogênios metílicos.  

 

O ponto de partida para a atribuição dos hidrogênios aromáticos foram os sinais 

mais protegidos: um dupleto em δ7,19, com integral de dois hidrogênios, 

correspondente a H-10’ e um dupleto duplo em δ7,15, com integral de dois 

hidrogênios, referente a H-2’. Os hidrogênios orto do fenol estão blindados devido à 
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maior densidade eletrônica. Observa-se no espectro de RMN de 1H de 23 a 

presença de dois dupletos triplos em δ7,44 e em δ7,35, com integral de dois 

hidrogênios cada, correspondentes a H-6’ e H-7’, não sendo possível diferenciá-los. 

Essa atribuição é compatível com a multiplicidade esperada para os hidrogênios H-6’ 

e H-7’. Por exclusão, determinou-se que os hidrogênios referentes à H-3’, H-5’ e H-8’ 

estão sobrepostos no multipleto em δ7,77-7,71, cuja integral é de seis hidrogênios. 

 

A análise do espectro de RMN de 13C, auxiliada pelo espectro de DEPT 135 (Figuras 

A.8 e A.9), permitiu a atribuição dos sinais dos seguintes carbonos: em 78,0, sinal 

referente a C-2, em δ66,8, sinal referente a C-1 e em δ38,4 sinal referente ao carbono 

metílico. Três carbonos ipso foram identificados com deslocamentos químicos de 

155,6 ppm, 134,2 ppm e 129,2 ppm. Levando-se em conta que, de acordo com 

valores tabelados, carbono ligado à OR é desprotegido de cerca de 27,5 ppm, 

considerou-se que o sinal de carbono ipso mais distante do TMS refere-se a C-1’. 

 

Utilizando-se o mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.11), foi possível 

identificar o sinal do C-4’ (δ129,2) ao se observar uma mancha de correlação com o 

dupleto duplo referente a H-2’. Por exclusão, o carbono ipso em δ134,2 corresponde 

ao C-9’. Essa atribuição é compatível com a observação de uma mancha de 

correlação no HMBC entre C-9’x H-3’ e C-9’x H-5’. 

 

A atribuição inequívoca dos sinais referentes aos hidrogênios H-6’ e H-7’ foi feita 

com base nas correlações observadas no HMBC entre C-9’ e o dupleto triplo mais 

desprotegido, atribuído a H-7’ e entre C-4’ e o sinal mais próximo do TMS, atribuído 

a H-6’. 

 

Os demais sinais observados no espectro de 13C de 23 foram atribuídos graças ao 

mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura A.10). Observação direta das 

manchas de correlação permitiu atribuir os seguintes sinais: C-7’ em δ126,6; C-6’ em 

δ124,1, C-2’ em δ118,2 e C-10’ em 106,9. Os sinais referentes aos C-3’, C-5’ e C-8’ 

não puderam ser atribuídos. 
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4.2.3 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-azidopropano (18) e 1, 3-bis(2-naftiloxi)-2-

azidopropano (24)  

 

O grupo mesila de 17 e 23 foi substituído pelo grupo azido na síntese de 18 e 24. 

Para isso os derivados 17 e 23 foram submetidos a reação, via SN2, com azida de 

sódio, utilizando-se N-metilpirrolidona, como solvente, durante 72 e 120 h, 

respectivamente. A mistura reacional foi mantida sob aquecimento (80ο-90ο C) e 

agitação magnética. As placas de CCD feitas ao longo das reações mostraram que 

apesar das altas temperaturas e do tempo prolongado uma parte do material de 

partida continuava sem reagir. Apesar disso os derivados 18 e 24 foram obtidos com 

sucesso, com rendimentos de 73,8% e 60,4%, respectivamente.  

 

No espectro no infravermelho de 18 (Figura A.12) observam-se, além de outras 

bandas, aquelas referentes à deformação axial do grupo azido (2094 cm-1 e 2137 

cm-1), indicando que ocorreu a substituição do grupo mesila. 

 

No espectro de RMN de 1H de 18 (Figura A.13) observa-se na região de δ4,49-4,45 

um multipleto, com integral de cinco hidrogênios, correspondente a H-1 e H-2. No 

mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura A.16) observam-se as manchas de 

correlação entre o multipleto atribuído a H-1 e H-2 e os carbonos C-1 e C-2, 

confirmando que houve a sobreposição dos sinais desses hidrogênios.  

 

A ocorrência da substituição do grupo mesila é reforçada pela ausência do sinal 

referente ao carbono metílico no espectro de RMN de 13C de 18 (Figura A.14). 

 

No espectro no infravermelho de 24 (Figura A.17) destaca-se a presença das 

bandas referentes à deformação axial do grupo azido (2094 cm-1 e 2137 cm-1). 

 

No espectro de RMN de 1H de 24 (Figura A.18) os hidrogênios H-1 e H-2 encontram-

se sobrepostos em um multipleto em δ4,42-4,26, cuja integral é de cinco 
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hidrogênios. Observam-se no HMQC as correlações entre o multipleto e os carbonos 

C-1 e C-2. 

 

Não se observa no espectro de RMN de 13C de 24 (Figura A.20) o sinal referente ao 

carbono metílico, do grupo mesila. 

 

4.2.4 1,3-Bis(1-naftiloxi)-2-aminopropano (19) e 1, 3-bis(2-naftiloxi)-2-

aminopropano (25)  

 

O grupo azido dos derivados 18 e 24 foi reduzido a amino, por reação de 

hidrogenação catalítica, na presença de paládio/carvão, como agente catalisador. O 

derivado amino foi precipitado, durante a elaboração, com HCl 37% e H2O destilada, 

na forma de cloridrato. A reação foi limpa e eficiente produzindo os derivados 19 e 

25 com 64,7% e 87,7% de rendimento, respectivamente. 

 

No espectro no infravermelho de 19 observa-se, além de outras bandas, aquela 

referente à deformação axial do grupo NH3
+ (3053 cm-1), compatível com os valores 

tabelados de sais da aminas primárias.  

 

No espectro de RMN de 1H de 19 (Figura A.23) observa-se um simpleto largo em δ 

9,04, com integral de três hidrogênios, correspondente aos hidrogênios do grupo 

NH3
+.  

 

A análise do espectro no infravermelho de 25 permitiu atribuir a banda de 

deformação axial do grupo NH3
+ (3053 cm-1), confirmando a redução do grupo azido 

a amino. 

 

Na análise do espectro de RMN de 1H de 25 (Figura A.26) observa-se um simpleto 

largo em δ8,91 relativo a três hidrogênios, que foi atribuído aos hidrogênios do grupo 

NH3
+. 
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4.2.5 N-(4-nitrofenil)-4-cianobenzamida (12), N-benzil-4-cianobenzamida (14), 

1,3-bis(1-naftiloxi)-2-[(4-cianobenzoil)amino]propa no (20) e 1,3-bis(2-naftiloxi)-

2-[(4-cianobenzoil)amino]propano (26)  

 

Para a síntese das amidas 12, 14, 20 e 26 primeiramente preparou-se o cloreto de 

4-cianobenzoíla. O ácido 4-cianobenzóico foi aquecido com o cloreto de tionila, sob 

refluxo e agitação magnética. Clorofórmio foi usado como solvente. O mecanismo 

proposto para essa reação está representado na Figura 39. 
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Figura 39 -  Mecanismo proposto para a formação do cloreto de 4 -cianobenzoíla (SOLOMONS 
et al., 2006). 
 

Após quatro horas o solvente e o excesso de reagente foram removidos em 

evaporador rotatório e o sólido obtido foi submetido a análise espectrométrica no 

infravermelho. O espectro no IV do cloreto de ácido caracteriza-se pela ausência de 

bandas de estiramento da ligação OH, nas regiões acima de 3000 cm-1, e pela 

presença de uma banda em 1739 cm-1, referente ao estiramento C=O da carbonila 

de cloreto de ácido.  

 

Uma vez preparado o cloreto de ácido, as aminas precursoras foram adicionadas a 

um balão de fundo redondo, junto com THF Merck®. O cloridrato das aminas 19 e 

25 mantiveram-se insolúveis inicialmente. Contudo, à medida que a trietilamina foi 

sendo adicionada, houve completa solubilização do material. Em seguida, uma 

solução do cloreto de ácido em THF foi gotejada sobre a solução da amina. Todos 

os procedimentos foram feitos em banho de gelo. Ao final da reação a mistura foi 
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concentrada à secura. Os produtos brutos obtidos nessa etapa foram purificados por 

recristalização em acetona/éter de petróleo, e os rendimentos foram de 80,5% para 

14, 50,1% para 20 e 68,3% para 26. O derivado 12 precipitou puro, durante a 

elaboração e não foi necessário submetê-lo a processo de purificação. Seu 

rendimento foi de 82,0%. 

 

No espectro no infravermelho de 12 (Figura A.29) observam-se, além de outras 

bandas, aquelas atribuídas à deformação axial da ligação N-H (3330 cm-1), à 

deformação axial de C≡N (2225 cm-1) e à deformação axial de C=O (1683 cm-1). 

 

No espectro de RMN de 1H de 12 (Figura A.30) os seguintes sinais foram atribuídos: 

um multipleto em δ8,65-7,60, com integral de oito hidrogênios, que foi atribuído aos 

hidrogênios aromáticos de 12 e um simpleto largo em δ11,02, referente ao 

hidrogênio do grupo NH. 

 

A análise do espectro de RMN de 13C, (Figura A.31), permitiu atribuir seis carbonos 

ipso, de acordo com os valores de deslocamentos químicos tabelados: em δ164,9 o 

sinal do carbono carbonílico, em δ145,0 o sinal de C-10, em δ142,7 o sinal de C-7, 

em δ138,1 o sinal de C-4, em δ118,2 sinal do carbono do grupo ciano e em δ114,4 o 

sinal de C-1. Carbono orto a grupo ciano é desprotegido em cerca de 3,6 ppm, o que 

permiti atribuir o sinal em δ133,3 aos carbonos C-2 e C-6. A atribuição do sinal em 

δ129,6 aos carbonos C-3 e C-5 é perfeitamente compatível com o efeito exercido 

pelos substituintes sobre esses átomos. Da mesma maneira, o sinal em δ125,6 pôde 

ser atribuído aos carbonos C-9 e C-11 devido ao efeito exercido pelo grupo nitro 

sobre a posição orto, que a protege em cerca de 5,3 ppm. A atribuição do sinal em 

δ120,8 aos carbonos C-8 e C-12 também baseou-se nos valores de deslocamentos 

químicos tabelados. 

 

O espectro no infravermelho de 14 (Figura A.32) apresenta além de outras bandas 

aquelas referentes à deformação axial da ligação N-H (3312 cm-1), à deformação 

axial de C≡N (2233 cm-1) e à deformação axial de C=O (1643 cm-1). 
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No espectro de RMN de 1H de 14 (Figura A.33) observa-se um padrão dos sinais 

mais distantes do TMS típico de anel aromático para substituído. O dupleto em 

δ7,86 foi atribuído a H-3 e H-5 e o dupleto em δ7,65 refere-se a H-2 e H-6. Essa 

atribuição baseou-se nos valores de deslocamentos químicos previstos 

teoricamente, pelo programa ACD®. O multipleto em δ7,32, com integral de cinco 

hidrogênios, corresponde aos hidrogênios do anel aromático monossubstituído. O 

sinal referente ao hidrogênio do grupo NH foi atribuído ao simpleto largo em δ6,98. 

Na região de hidrogênios alifáticos observa-se um dupleto em δ4,60, referente aos 

hidrogênios de H-7. 

 

A análise do espectro de RMN de 13C de 14 e do subespectro DEPT 135 (Figuras 

A.34 e A.35) permitiu observar a presença de cinco sinais referentes a carbono ipso 

identificados como: carbono carbonílico (δ165,6), C-1 (δ114,9) e carbono do grupo 

ciano (δ117,9). Os sinais referentes ao carbonos ipso C-4 e C-8 (δ138,1 e δ137,5) 

não puderam ser diferenciados devido a proximidade do deslocamento químico. Os 

sinais desses carbonos foram considerados intercambiáveis. A atribuição dos sinais 

dos carbonos hidrogenados baseou-se nos valores de deslocamento químicos 

tabelados e na influência dos substituintes sobre esses átomos. Assim, foi possível 

atribuir os seguintes sinais: em δ132,3 sinal de C-2 e C-6, em δ128,7 sinal de C-3 e 

C-5 e em δ127,7 o sinal refrente aos carbonos do anel aromático monossubstituído. 

 

No espectro no infravermelho do derivado 20 (Figura A.36) destacam-se as bandas 

referentes à deformação axial da ligação N-H (3296 cm-1), à deformação axial de 

C≡N (2229 cm-1) e à deformação axial de carbonila de amida (1636 cm-1).  

 

No espectro de RMN de 1H de 20 (Figura A.37) observa-se a presença de dois 

dupletos em δ7,83 e em δ7,61, com integral de dois hidrogênios cada, e cuja 

constante de acoplamento é de 8,4Hz. A ausência desses sinais no espectro de 1H 

de 19 permitiu afirmar que eles correspondem aos hidrogênios aromáticos do anel p-

ciano substituído.  
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Comparando-se os espectros de RMN de 13C e de DEPT 135 de 20 (Figuras A.39 e 

A.40) ao de seu precursor observa-se a presença de apenas cinco sinais de carbono 

há mais que no espectro de 19, dentre os quais quatro foram identificados como 

carbonos ipso. O sinal referente ao carbono carbonílico (δ 165,8) e ao carbono do 

grupo ciano (δ 117,8) foram atribuídos segundo os valores de deslocamentos 

químicos tabelados. Carbono ligado a grupo ciano é protegido em de cerca de 16 

ppm, o que é compatível com a atribuição do sinal em δ 115,2 a C-14’. Por exclusão 

o sinal em δ137,8 foi atribuído a C-11’. A atribuição do sinal em δ132,4 aos carbonos 

C-13’ e C-15’ foi feita com base nos valores tabelados, que prevêm a desproteção 

do sinal de carbono orto à ciano em 3,6 ppm. O sinal de C-12’ e de C-16’ (δ127,7) 

pode ser atribuído graças a correlação observada no HMQC (Figura A.41) com o 

dupleto em δ7,83. Esse sinal encontra-se sobreposto ao de C-6’ e por isso não foi 

possível fazer a sua atribuição inicialmente. As correlações observadas no HMBC 

(Figura A.42) entre o carbono carbonílico e o dupleto referente a H-12’ e H-16’ e 

entre o carbono do grupo ciano e o dupleto referente a H-13’ e H-15’ confirmam a 

atribuição inequívoca desses sinais. A ausência de correlações no HMQC (Figura 

A.41) com o dupleto em δ6,97 permitiu atribuí-lo ao sinal do hidrogênio do grupo NH.  

 

No espectro no infravermelho de 26 (Figura A.43) observa-se, além de outras 

bandas, aquela referente à deformação axial da ligação N-H (3275 cm-1), à 

deformação axial de C≡N (2230 cm-1) e a banda Ι de amida correspondente à 

deformação axial de C=O (1628 cm-1).  

 

A comparação do espectro de RMN de 1H de 26 (Figura A.44) com o de seu 

precursor permitiu verificar a presença de um multipleto relativo a oito hidrogênios 

aromáticos (contra seis hidrogênios aromáticos no multipleto do espectro de 25) e 

um dupleto em δ7,89, com integral de dois hidrogênios, indicando a introdução de 

um anel aromático p-substituído na estrutura de 26.  

 

A análise do espectro de RMN 13C e de DEPT 135 de 26 (Figuras A.45 e A.46) 

permitiu identificar a presença de seis sinais de carbonos aromáticos, ausentes no 
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espectro de 25, e que correspondem a C-11’ (δ137,8), a C-13’ e C-15’ (δ132,4), a C-

12’ e C-16’ (δ127,6) e a C-14’ (δ115,3), além dos sinais referentes ao carbono 

carbonílico (δ165,6) a ao carbono do grupo ciano (δ117,9). A atribuição desses 

sinais foi feita com base nos valores de deslocamentos químicos tabelados.  

 

Correlação direta entre os carbonos C-12’ e C-16’ observada no mapa de contornos 

heteronuclear HMQC (Figura A.47) permitiu atribuir o dupleto em δ7,89 à H-12’ e H-

16’. Assim pode-se afirmar que o sinal referente aos hidrogênios H-13’ e H-15’ 

encontra-se sobreposto ao multipleto em δ7,77-7,70. As correlações observadas no 

HMBC (Figura A.48) entre o carbono carbonílico e o dupleto referente a H-12’ e H-

16’ e entre o carbono do grupo ciano e o multipleto confirmam a atribuição 

inequívoca desse sinais.  

 

O dupleto em δ6,85 foi atribuído ao hidrogênio do grupo N-H devido a ausência de 

correlações entre esse sinal e outro átomo de carbono, no HMQC (Figura A.47). O 

mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.48) apresenta uma mancha de 

correlação entre esse dupleto e o carbono carbonílico. 

 

4.2.6 N-benzil-4-amidinobenzamida (2), 1,3-bis(1-naftiloxi )-2-[(4-

amidinobenzoil)amino]propano (7) e 1,3-bis(2-naftil oxi)-2-[(4-

amidinobenzoil)amino]propano (8)  

 

Os derivados amidino foram preparados utilizando-se o método de Pinner (BAY and 

GISVOLD., 1955). Embora tenha sido descrito pela primeira vez em 1877 esse 

método ainda é considerado o mais prático e útil para se obter amidinas à partir de 

nitrilas. Nessa técnica a nitrila é dissolvida ou suspensa em um álcool anidro e 

tratada com cloreto de hidrogênio, formando o éster imídico intermediário.  

 

Esse éster imídico é então submetido a reação com amônia, levando à formação da 

amidina. Nas reações descritas neste trabalho utilizou-se metanol anidro e o cloreto 

de hidrogênio foi produzido in situ, pela volatilização do ácido clorídrico 37%.  
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O intermediário metoximina produzido durante a obtenção da amidina é 

extremamente reativo e a presença de umidade pode levar à formação de um éster 

metílico indesejado, conforme mostrado na Figura 40.  

 

A formação do éster metílico foi observada nas reações para obtenção das amidinas 

e esse subproduto foi isolado e caracterizado.Os derivados 2, 7 e 8 foram obtidos 

com rendimentos de 25,4%, 22,4% e 49,7%, respectivamente. Os baixos 

rendimentos podem ser explicados pela dificuldade em se manter um ambiente 

anidro adequado, e conseqüente formação do derivado éster. 
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Figura 40 -  Mecanismo geral proposto para a formação dos deriva dos amidinos e dos 
respectivos ésteres metílicos. 
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No espectro no infravermelho de 2 (Figura A.49) observam-se três bandas 

referentes à deformação axial de NH (3364 cm-1, 3307 cm-1, 3168 cm-1), o que é 

compatível com a estrutura da amidina 2, além da banda de deformação axial de 

C=O (1660 cm-1) e da banda de deformação axial C=N (1635 cm-1). Não se observa 

a banda referente ao estiramento da ligação C≡N, indicando o consumo de todo 

material de partida. A banda referente ao estiramento de ligação C=O de éster 

também não está presente no IV de 2, indicando que a purificação da amidina e a 

separação do subproduto éster metílico foi eficiente.  

 

No espectro de RMN de 1H de 2 (Figura A.50) observa-se um tripleto em δ9,16, com 

integral de um hidrogênio, atribuído ao hidrogênio do grupo NH. Essa atribuição 

baseou-se na multiplicidade desse sinal, compatível com o acoplamento de NH com 

os dois hidrogênios metilênicos e com os valores iguais das constantes de 

acoplamento observadas para o tripleto e para o dupleto referente a H-7. 

Comparando-se o espectro de 1H de 2 ao de seu precursor observa-se a presença 

de dois simpletos largos em δ8,08 e em δ7,48 e de um multipleto em δ7,27-7,23, 

com integral de um hidrogênio cada, atribuídos aos hidrogênios amidínicos.  

 

A análise do espectro de RMN de 13C de 2 (Figura A.51) permitiu observar a 

presença de quatro carbonos ipso. A proximidade entre o carbono amidínico e do 

carbono carbonílico dificulta a atribuição inequívoca desses sinais e eles foram 

considerados intercambiáveis (δ167,2 e δ165,6). A atribuição de C-8 foi feita com 

base nos valores de deslocamento químico tabelados. Por exclusão o sinal em 

δ136,5 foi atribuído aos carbonos C-1 e C-4. Não se observa no espectro de 13C de 

2 sinal referente ao carbono do grupo ciano.  

 

A análise do espectro no infravermelho de 7 (Figura A.53) permite observar além de 

outras bandas aquelas referentes à deformação axial da ligação N-H (3370 cm-1, 

3275 cm-1e 3186 cm-1), à deformação axial da ligação C=O (1643 cm-1) e à 

deformação axial da ligação C=N (1621 cm-1), compatíveis com a estrutura do 

derivado 7. 
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A análise do espectro de RMN de 1H de 7 (Figura A.54) permitiu atribuir os seguintes 

sinais: um dupleto em δ8,27, com integral de dois hidrogênios, referente a H-9’, um 

dupleto em δ7,85, com integral de dois hidrogênios, referente a H-6’, um dupleto em 

δ7,08, com integral de dois hidrogênios, referente a H-2’, um multipleto em δ5,11-

5,07, referente a H-2 e um dupleto em δ4,56, correspondente a H-1.  

 

A presença de uma mancha no espectro de correlação homonuclear COSY (Figura 

A.55) entre H-2’x H-3’ permitiu inferir que o sinal referente a H-3’ encontra-se 

sobreposto ao multipleto em δ7,53-7,41, junto com os sinais de H-4’, H-7’ e H-8’. O 

sinal do hidrogênio do grupo NH da amida foi atribuído ao dupleto em δ9,0, graças a 

presença de uma mancha de correlação no COSY entre esse sinal e o multipleto 

referente a C-2. Comparando-se o espectro de 1H de 20 ao de 7 observa-se a 

presença de um simpleto largo em δ8,07, com integral de um hidrogênio, atribuído 

ao hidrogênio amidínico. A atribuição dos demais sinais só foi possível com auxílio 

dos espectros de HMQC e HMBC. 

 

A análise do espectro de RMN de 13C auxiliada pelo subespectro DEPT 135 (Figuras 

A.56 e A.57) tornou possível observar a presença de sete carbonos ipso, o que é 

compatível com a estrutura de 7. Três desses sinais já haviam sido atribuídos 

anteriormente e referem-se a C-1’ (δ 153,8), a C-5’ (δ 133,9) e C-10’ (δ 125,2). O 

sinal referente ao carbono carbonílico (δ166,3) foi atribuído graças a correlação 

observada no mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura A.59) com o dupleto 

do grupo NH da amida. Assim, o sinal em δ167,1 pode ser atribuído ao carbono 

amidínico. Outros dois sinais de carbono ipso identificados no espectro de 13C de 7 

foram aqueles localizados em δ136,7 e δ136,6, referentes aos carbonos C-11’ e C-

14’. Não foi possível atribuir inequivocamente esses sinais, devido a sua 

proximidade, contudo é importante ressaltar que a mudança de substituinte no anel 

aromático alterou significativamente o sinal de C-14’, tornando-o mais desprotegido.  

 

Em relação aos carbonos hidrogenados é possível observar, comparando-se o 

espectro de 13C de 7 ao de seu precursor, que o sinal dos carbonos C-13’ e C-15’ 
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tornou-se mais protegido. Contudo não é possível diferenciá-lo do sinal dos 

carbonos C-12’ e C-16’, que também se encontram muito próximos.    

 

A observação direta das manchas de correlação no HMQC (Figura A.58) permitiu 

atribuir o sinal de H-13’ e H-15’, sobreposto ao sinal de H-12’ e H-16’ em um 

multipleto em δ7,99-7,95. Por exclusão, concluiu-se que o sinal referente aos 

hidrogênios do grupo NH2 encontram-se sobrepostos ao multipleto em δ7,53-7,41. 

 

O espectro no infravermelho de 8 (Figura A.60) apresenta três bandas referentes à 

deformação axial da ligação N-H (3371 cm-1, 3288 cm-1, 3184 cm-1), além das 

bandas correspondentes à deformação axial de C=O (1651 cm-1) e à deformação 

axial da ligação C=N (1627 cm-1). Não se observa a banda de estiramento C≡N, 

indicando que todo o material de partida foi consumido.  

 

No espectro de RMN de 1H de 8 (Figura A.61) observa-se um dupleto em δ8,87 

correspondente ao hidrogênio do grupo N-H da amida. Essa atribuição foi feita com 

base na correlação observada no mapa de contornos homonuclear COSY (Figura 

A.62) com o quinteto referente a H-2. Comparando-se o espectro de 1H de 8 com o 

de seu precursor distingui-se a presença de um simpleto largo em δ8,06, com 

integral de um hidrogênio, que foi atribuído ao hidrogênio do grupo N-H da amidina. 

A ausência de correlações no HMQC (Figura A.65) entre esse simpleto e outro 

átomo de carbono permitiu confirmar essa atribuição. A integral de quatro 

hidrogênios referentes ao multipleto em δ7,99-7,92 aponta para a sobreposição do 

sinal dos hidrogênios H-13’ e H-15’ ao sinal de H-12’ e H-16’. Por correlação direta 

no HMQC observa-se que o sinal referente ao H-10’ encontra-se sobreposto ao do 

H-7’, no multipleto em δ7,45-7,42. Por exclusão, foi possível atribuir o sinal dos 

hidrogênios do grupo NH2 sobrepostos a esse mesmo multipleto. 

 

No espectro de RMN de 13C de 8 (Figura A.63) não se observa o sinal 

correspondente ao carbono do grupo ciano. Dois carbonos ipso foram observados 

em δ136,6 e δ136,3, não sendo possível diferenciá-los entre C-11’ e C-14’. Contudo,  
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ao se comparar o deslocamento químico de C-14’ no espectro de 26 (δ 115,3) ao 

observado no de 8 pode-se constatar que esse carbono foi deslocado para uma 

região mais desprotegida, indicando a troca do substituinte nessa posição, conforme 

planejado. O sinal correspondente ao carbono carbonílico é observado em δ166,1, 

vizinho ao sinal atribuído ao carbono amidínico (δ167,1). A atribuição desses sinais 

foi feita com base nos valores de deslocamentos químicos tabelados e na correlação 

observada no HMBC (Figura A.66) entre o carbono carbonílico e o dupleto do grupo 

NH (2JCH). O sinal atribuído a C-13’ e C-15’ (δ132,4) no espectro do derivado 26 não 

é observado no espectro de 8, indicando que a mudança do substituinte teve efeito 

direto sobre o deslocamento químico dos carbonos em orto. Comparando-se o 

espectro de 13C de 8 ao de seu precursor observa-se a presença de um sinal a mais 

de carbono hidrogenado próximo a região de 127ppm, indicando o deslocamento 

dos sinais de C-13’ e C-15’ para essa região. A proximidade entre os três sinais 

observados nessa região do espectro (δ127,5, δ127,4 e δ127,3) dificulta a sua 

atribuição inequívoca.  

 

4.2.7 Produtos secundários obtidos nas síntese de 2 , 7 e 8: N-benzil-4-

(metoxicarbonil)benzamida (27), 1,3-bis(1-naftiloxi )-2-{[(4-

metoxicarbonil)benzoil]amino}propano (28) e 1,3-bis (2-naftiloxi)-2-{[(4-

metoxicarbonil)benzoil]amino}propano (29)  

 

Conforme discutido, anteriormente, as reações para obtenção das amidinas levam a 

formação de um sub-produto, um éster métílico, por reação da metoximina 

intermediária com água. Apesar das tentativas de se manter o meio reacional livre 

de umidade e assim evitar a formação desse sub-produto indesejado, em todas as 

reações ocorreu formação dos ésteres. Esses compostos foram isolados, purificados 

e devidamente caracterizados. 

 

No espectro de RMN de 1H de 27 (Figura A.67) observa-se um simpleto, em δ3,92, 

com integral de três hidrogênios, referentes aos hidrogênios metílicos.  
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A obtenção desse subproduto foi confirmada pela análise do espectro de RMN de 
13C e do subespectro DEPT 135 (Figuras A.68 e A.69), que possibilitou a atribuição 

do sinal em δ52,4, referente ao carbono metílico, e de dois sinais de carbono 

carbonílico (δ166,5 e δ166,2). 

 

O espectro de RMN de 1H de 28 (Figura A.70) apresenta, além de outros sinais, um 

simpleto em δ3,92, com integral de três hidrogênios, referente aos hidrogênios 

metílicos. 

 

No espectro de RMN de 13C (Figura A.71) observam-se dois sinais referentes a 

carbono carbonílico (δ166,6 e δ166,1), o que confirma a obtenção de um derivado 

éster. Um sinal em δ52,4 foi atribuído ao carbono metílico. 

 

No espectro de RMN de 1H de 29 (Figura A.73) observa-se um simpleto em δ3,93, 

correspondente aos hidrogênios metílicos. 

 

No espectro de RMN de 13C (Figura A.74) observa-se, além de outros sinais, dois 

sinais referentes a carbono carbonílico (δ166,6 e δ166,2) e um sinal em δ52,4, 

atribuído ao carbono metílico. 

 

4.2.8 Tentativa de síntese de N-(4-nitrofenil)-4-cianobenzamida (1)  

 

Para obtenção do derivado 1 empregou-se, inicialmente o método descrito por 

Pinner (BAY et al., 1955). A baixa solubilidade da p-nitroanilina em solventes 

orgânicos dificultou a execução da técnica e exigiu que diferentes solventes fossem 

testados na tentativa de se estabelecer uma condição adequada para a obtenção de 

1. Na Tabela 39 são especificadas as diferentes condições empregadas na tentativa 

de obtenção da amidina 1. 
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Tabela 39 -  Condições empregadas na tentativa de obtenção de 1,  pelo método de Pinner. 
Condição Massa de 12 utilizada Volume de CH3OH Solvente  

1 100mg (0,37mmol) 7mL (0,17 mol) - 
2 100mg (0,37mmol) 5mL (0,13 mol) 3 mL THF anidro 
3 100mg (0,37mmol) 3mL (0,074 mol) 2,5 mL de DMF 

anidra 
4 100mg (0,37mmol) 3mL (0,074 mol) 3 mL de DMSO 

 

O material de partida permaneceu insolúvel quando metanol e THF foram utilizados 

como solvente. Quando se utilizou DMSO ou DMF observou-se a solubilização do 

derivado 12, inicialmente. Contudo, ao se borbulhar o cloreto de hidrogênio ocorreu 

a precipitação do material de partida. Em todas as tentativas realizadas obteve-se 

apenas a nitrila 12 recuperada. 

 

A tentativa de obtenção do derivado 1 por catálise básica foi então realizada. Nesse 

método sódio metálico é dissolvido em metanol anidro para formação de metóxido 

de sódio. O ataque do metóxido ao carbono eletrofílico do grupo nitrila leva à 

obtenção da metoximina intermediária. Esta é tratada com cloreto de amônio para 

gerar a amidina. 

 

A análise do espectro de RMN de 1H do produto obtido nessa reação permitiu 

identificá-lo como sendo o produto de hidrólise de 12, a p-nitroanilina. No espectro 

de RMN de 1H (Figura A.76) observa-se a presença de um dupleto em δ7,94 (J 

8,2Hz), com integral de dois hidrogênios, atribuídos aos hidrogênios orto ao grupo 

nitro (H-2 e H-6), um simpleto em δ6,72 atribuído aos hidrogênios do grupo amino e 

um dupleto em δ6,59 (J 8,2Hz), atribuído aos hidrogênios orto ao grupo amino (H-3 

e H-5) 

 

No espectro de RMN de 13C (Figura A.77) observam-se os seguintes sinais: em 

δ156,0 o sinal de C-4, em δ135,9 o sinal de C-1, em δ126,7 o sinal de C-2 e C-6 e 

em δ112,7 o sinal de C-3 e C-5. A atribuição desses sinais foi feita com base nos 

valores de deslocamentos químicos tabelados encontrados para a p-nitroanilina.  
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CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho realizou-se o estudo por modelagem molecular de um conjunto de 

dez potenciais inibidores de serino proteases. A partir dos resultados obtidos com o 

docking concluiu-se que os compostos 7 e 8 possuíam maior afinidade pela tripsina 

bovina, enzima que foi usada como modelo nesse estudo.   

 

A partir disso foi proposta a síntese de 7 e 8. Os compostos 1 e 2 também foram 

escolhidos para síntese por serem aqueles que apresentaram os menores valores 

de pKi, no estudo de docking. Sua escolha foi baseada na necessidade de se validar 

o método computacional empregado. 

 

Ao longo da síntese foram obtidos quinze compostos, sendo dez inéditos (as 

benzamidinas 7 e 8 e os intermediários 17- 20 e 23- 26) 

 

As benzamidinas 2, 7 e 8 foram obtidas com sucesso, empregando-se o método 

descrito por Pinner, com rendimentos de 25,4%, 22,4% e 49,7%, respectivamente. 

As tentativas de síntese da amidina 1 levaram à recuperação do material de partida 

ou ao seu produto de hidrólise, a p-nitroanilina. 

 

As benzamidinas 2, 7 e 8 estão sendo submetidos a testes de atividade enzimática, 

frente à β-tripsina bovina, pela aluna de mestrado do Curso de Pós-Graduação em 

Bioquímica e Imunologia do ICB-UFMG, Thais Santos de Castro, no Laboratório de 

Enzimologia e Físico-Química de Proteínas, sob a orientação do Prof. Marcelo Matos 

Santoro. 
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Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

