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Resumo 

 

Este trabalho apresenta os resultados obtidos nos estudos de modelagem molecular, 

ancoragem molecular e QSAR realizados com um grupo de bis-amidinas bicatiônicas frente à 

Candida albicans, Cryptococcus neofarmans e Pneumocystis carinii. Bem como síntese, 

determinação estrutural e atividade biológica (antifúngica e antitumoral) de quatro novos derivados 

S-isotioureidos. Os resultados obtidos nos estudos de ancoragem molecular realizados com bis-

amidinas bicatiônicas e as seqüências d-(CGCGAATTCGCG)2 e o-(CGAATTCG)2 do B-ADN 

mostraram que a metodologia empregada pode ser uma ferramenta útil na predição da 

conformação para esta classe de compostos. No entanto as energias calculadas não possuem 

correlação estatística com o log ∆Tm dos complexos ligantes-fragmentos do B-ADN, refletindo 

apenas uma tendência geral de afinidade dos compostos amidínicos pelo fragmento do B-ADN. 

Os estudos de QSAR-2D indicaram que as atividades frente a C. albicans e a C. neofarmans 

estão correlacionadas com parâmetros lipofílicos.. Os estudos de QSAR-3D usando o método 

CoMFA mostraram que a contribuição estereoquímica é um parâmetro importante para a atividade 

frente aos dois fungos e que grupos volumosos no grupo amidínico levam a diminuição da 

potência destes compostos. Isto corrobora os estudos de QSAR-2D e o conhecimento prévio 

sobre a importância da conformação isoélica e a complementaridade a fenda menor do ADN para 

a atividade biológica destes compostos. A síntese dos compostos furanobenzamidínicos propostos 

inicialmente baseados em estudos computacionais prévios se mostrou de difícil execução nas 

condições do laboratório. Assim foi proposta a síntese de análogos S-isotioureidos, furan-2,5-

diildimetanodiil dicarbamimidotioato (Ia), furan-2,5-diildimetanodiil bis(N, N'-

dimetilcarbamimidotioato (Ib), oxibis(metanodiilfuran-5,2-diilmetanodiil) dicarbamimidotioate (IIa) e 

oxibis(metanodiillfuran-5,2-diilmetanodiil) bis(N-metilcarbamimidotioato) (IIb) que foram 

sintetizados por rota sintética simples e eficiente. Os compostos foram caracterizados por métodos 

espectrométricos usuais Infravermelho, Ressonância Magnética Nuclear de hidrogênio e carbono 

e espectrometria de massas. Os compostos furan-2,5-diildimetanol (2), [oxibis(metanodiilfuran-5,2-

diil)]dimetanol (3),  4,4'-[furan-2,5-diilbis(metanodiiloxi)]dibenzonitrile (7), furan-2,5-diildimetanodiil 

dicarbamimidotioato e os compostos S-isotioureidos sintetizados apresentaram atividade 

antifúngica frente a todos os microorganismos testados. O composto 2 foi o que apresentou maior 

potência frente aos fungos do gênero Candida testados. O composto 3 foi o que apresentou maior 

potência frente aos fungos do gênero Paracoccidioides (MG05, PB01, PB18, PB1017) isolados 

clinicamente (IC). Os compostos tioureídos testados são pouco tóxicos para células sádias 

(IC50>10-4 para BHK21) e apresentaram atividade contra todas as linhagens de células 

cancerígenas testadas. Os compostos Ib e IIb apresentaram atividade similar frente a célula de 

carcinoma mamário humano 4T1(M). O composto IIa foi o que apresentou maior potência frente as 

células tumorais de melanoma (MeWo) e frente ao glioma de rato C6 os três compostos testados 

apresentaram atividade antitumoral similar. 
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Abstract 

 

This work presents the results obtained in the studies of docking and QSAR carried out 

with a group of bis cationic bisamidines against Candida albicans, Cryptococcus neofarmans and 

Pneumocystis carinii. As well as synthesis, structural determination and biological activity 

(antifungal and antitumor) of four new derivates S-isotioureidos. 

The results obtained in studies of docking carried out of bis cationic bisamidines groove 

binders, d(CGCGAATTCGCG) 2 and o(CGAATTCG) 2 DNA sequences showed that the employed 

methodology can be a useful tool to predicting the conformational preference for this class of 

compounds. However, the calculated energies have not statistical correlation with the log ∆Tm of 

the complexes ligant-B-ADN fragments, reflecting only a general affinity tendency between 

amidinic compounds to fragment of the B-ADN. 

The QSAR-2D studies indicated that the activity against C. albicans and C. neofarmans 

are correlated with lipophilic parameters. Althougt this isolated parameter can not explain the 

biological data in an appropriate way. The results obtained from 2D-QSAR studies corrobate our 

previous knowledge about the importance of isohelical conformation and complementarity to the 

minor groove of DNA in the biological activity of these compounds.The 3D-QSAR studies using 

CoMFA showed that the steric contribution is an important parameter for activity against C. 

albicans and C. neofarmans and that bulky groups in the amidinic group decrease the potency of 

these compounds.  

The proposed compounds (FB1 to FB4) based on previous computational studies were 

not synthesized. On the other hand the synthesis of four novel S-isothioureids compounds, furan-

2,5-diyldimethanediyl dicarbamimidothioate (Ia), furan-2,5-diildimethanediil bis(N, N'-

dimetilcarbamimidothioate (Ib), oxybis(methanediylfuran-5,2-diylmethanediyl) bis(N, N’-

dimethylcarbamimidothioate (IIa) e oxybis(methanediylfuran-5,2-diylmethanediyl) bis(N-

methylcarbamimidothioate) (IIb) were synthesized by an easy and efficient classical synthetical 

route. All the compounds were characterized by infrared, H1 NMR, C13 NMR and mass 

spectrometry.  

The furan-2,5-diildimetanol (2), [oxibis(metanodiilfuran-5,2-diil)]dimetanol (3), (4,4'-

[furan-2,5-diilbis(metanodiiloxi)]dibenzonitrile) (7), Ia , Ib , IIa and IIb compounds showed activity 

against all the tested funguses. The compound 3 was more powerful by Paracoccidioides. 

The thioureids compounds tested are not toxic for healthy cells (IC50> 10-4 for BHK21) 

and they presented activity against all of carcinogenic tested cells. The Ib and IIb compounds 

presented similar activity against cell of mammary human carcinoma 4T1 (M). The compound IIa 

was more powerful front the tumorais cells of melanoma (MeWo). The Ia, Ib e IIb compounds were 

presented activity antitumoral similar by mouse's glioma C6 
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Apresentação 

 

Este trabalho trata dos resultados da tese de doutoramento desenvolvido no 

laboratório do Núcleo de Estudos em Química Medicinal- NEQUIM e LASELORG- 

LAb oratório de Síntese e ELetrossíntese ORGânica e está inserido no projeto de 

pesquisa entre o Departamento de Química-ICEx/UFMG e os Departamentos de 

Microbiologia, Farmacologia e Bioquímica-ICB/UFMG intitulados “Síntese de novos 

compostos com Atividade Antitumoral e Antimicrobiana para Doenças Infecciosas 

Emergentes (DIE)” e NIEAMBAV  fomentados pela FAPEMIG (Proc. CEX 817/06 e EDT 

479/07) - que visam à pesquisa inter-, multi- e trans-disciplinar (Química, Farmacologia, 

Micologia, Microbiologia e Bioquímica) para o desenvolvimento de novos agentes 

quimioterapêuticos para tratamento de doenças infecciosas emergentes (DIEs) ou 

infecções fúngicas invasivas (IFIs) e novos agentes antitumorais. 

Os objetivos gerais deste trabalho são: (1) Realização de estudos de 

ancoragem molecular, QSAR e SAR de furanobenzoamidinas frente à Pneumocystis 

carinii, Candida albicans e Cryptococcus neofarmans; (2) Realização da síntese de 

compostos amidínicos e S-isotioureidos com atividade antifúngica.  

A presente tese está dividida em seis capítulos. No capítulo 1 serão abordados 

alguns tópicos gerais relacionados à revisão da literatura. A abordagem destes temas se 

justifica como necessário ao embasamento para compreensão dos resultados e como 

texto base para futuros pesquisadores do grupo desde que esta é a primeira tese 

desenvolvida com planejamento teórico para o desenvolvimento de novos agentes 

antifúngicos. Nos capítulos 2 e 3 serão abordados, respectivamente, os tópicos 

justificativa e relevância do trabalho; e objetivos gerais e específicos. No quarto capítulo 

abordaremos as metodologias experimentais utilizadas para o estudo de 

quimioinformática, para a síntese dos compostos amidínicos (R-C=NR(NR2)) e 

isotioureidos (R-S-C=NR(NR2)) e testes antifúngicos e antitumorais realizados. No quinto 

capítulo apresentaremos discussão das metodologias experimentais e os resultados 

obtidos na modelagem molecular, na síntese e caracterizações espectrométricas dos 

compostos propostos, bem como das discussões e dos resultados da atividade 

antifúngica dos compostos sintetizados. No sexto capítulo concluiremos de maneira geral 

os resultados apresentados até então e as perspectivas futuras com tais resultados. 

Finalmente, mostraremos as referências bibliográficas utilizadas e alguns 

espectros selecionados como anexos.  
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1- INTRODUÇÃO 

1.1- Desenvolvimento de novos fármacos 

A busca do tratamento e da cura das doenças que afligem o ser humano é 

tão antiga quanto sua própria história. Desde o princípio da civilização, os homens 

primitivos buscam na natureza alívio para suas doenças. No início do século XIX, 

vários fármacos foram isolados de plantas (Simões et al., 2004). Podemos citar, 

como exemplos, a emetina (1817), a colchicina (1820), a quinina (1820), a morfina 

(1832) entre outros. 
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Figura 1.1 -  Exemplos de alcalóides isolados de plantas 
Fonte: Simões et al., 2004 

 

Em 1860, Kolbe e Lautemann sintetizaram o ácido salicílico e em 1868 

Hofmann sintetizou o ácido acetilsalicílico dando início a uma nova fase na 

descoberta de fármacos. O desenvolvimento da química orgânica sintética 

possibilitou uma nova forma de obtenção e fabricação de fármacos (Yunes e 

Cechinel Filho, 2007).  

Diversas estratégias podem ser utilizadas na descoberta de novas 

substâncias bioativas. Podemos citar: acaso; extração de fontes naturais (plantas, 

animais, fungos e organismos marinhos); triagem empírica e triagem empírica 

racionalmente dirigida (testes experimentais e/ou in silico); estudos de efeitos 

adversos (informações clínicas e/ou observadas nos testes biológicos); 

modificação molecular clássica (bioisosterismo, simplificação molecular, 

introdução de grupos volumosos, variação da extensão da cadeia); obtenção de 

pró-fármacos; estudos de produtos de metabolismo; síntese combinatória e 

planejamento molecular auxiliado por computador (CAMD, do inglês Computer-

Assisted Molecular Design). 

Nos últimos anos, novas tecnologias e metodologias foram introduzidas na 

química medicinal levando a uma diminuição no tempo, esforço e recursos 
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financeiros necessários à obtenção de novas substâncias bioativas com potencial 

terapêutico.  

Hoje, o planejamento racional molecular na busca de novos fármacos é 

muito difundido tanto na academia quanto na indústria, sendo encontrados vários 

medicamentos utilizados na terapêutica, que foram desenvolvidos dessa forma. 

Pode ser citados os inibidores da protease do HIV saquinavir, indinavir, ritonavir e 

nelfinavir, o anti-hipertensivo captopril e a dorzolamida para tratamento de 

glaucoma (Nogrady; Weaver, 2005). 
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Figura 1.2 -  Exemplos de fármacos desenvolvidos usando o planejamento 
racional 

 

O planejamento de fármacos é uma área multidisciplinar que envolve 

aspectos da química, biologia, farmácia e das ciências médicas na invenção, 

descoberta, planejamento, identificação e síntese de compostos bioativos. 

Envolve também o estudo das propriedades farmacocinéticas destes compostos, 

o entendimento de seu mecanismo de ação a nível molecular e a construção de 

modelos de relação estrutura atividade (Sant’Anna, 2002). 
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O planejamento molecular racional, que foi a estratégia utilizada no 

presente trabalho, emprega técnicas de quimioinformática e bioinformática. A 

quimioinformática utiliza ferramentas computacionais para manipular grandes 

quantidades de dados referentes à estrutura molecular de compostos de baixo 

peso molecular e utiliza de forma sistemática a informação química para gerar 

dados para predizer o comportamento de compostos desconhecidos in silico. A 

bioinformática emprega os conhecimentos da química, biologia, informática e 

estatística para estudos de sistemas biológicos como, por exemplo, o estudo da 

estrutura de proteínas, a análise da expressão gênica, a codificação de proteínas, 

etc. (Jonsdottir et al., 2005).  

Várias etapas devem ser seguidas para a obtenção de um novo fármaco 

(Figura 1.3, pag. 4). Inicialmente, é realizada a etapa do planejamento e obtenção 

de substâncias bioativas, que envolve a determinação da doença que se quer 

tratar, do alvo biológico associado e do seu mecanismo de ação (Lima, 2007), 

assim como a sua síntese e/ou isolamento das substâncias bioativas. A próxima 

etapa abrange as estratégias de otimização do composto bioativo envolvendo 

modificações moleculares clássicas da Química Medicinal (tais como 

bioisosterismo, homologação, simplificação e hibridação molecular), ou o 

emprego de técnicas computacionais como a modelagem molecular e o QSAR 

para o planejamento de novos compostos mais potentes e menos tóxicos. Os 

compostos planejados são sintetizados e suas atividades farmacológicas são 

determinadas. Nesta etapa, identificamos os compostos denominados “hits”, que 

são os compostos que possuem características promissoras para se tornar um 

composto líder. Posteriormente temos a eleição de um composto líder que é um 

ligante com maior afinidade pelo sítio de ligação, menos tóxico e com 

propriedades farmacocinéticas (absorção, distribuição, metabolismo, excreção- 

ADME) adequadas (Lima, 2007). 

Seguem-se várias etapas de modificação molecular do composto líder para 

aumentar a afinidade e a seletividade do ligante para com o alvo até a obtenção 

de candidatos a estudos pré-clínicos. Esse procedimento precisa ser 

acompanhado com estudos das propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas. Paralelamente, é necessária a síntese dos compostos, a 

determinação da via de administração, a formulação farmacêutica para a posterior 

realização dos testes pré-clínicos. Finalizadas as fases pré-clínicas, o fármaco 
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deverá passar pelas fases clínicas I, II e III (Figura 1.3, pag. 4). Após a aprovação 

na fase clínica III, o fármaco estará apto a ser lançado no mercado (Xu; Hagler, 

2002). 

 

 

Figura 1.3-  Etapas de obtenção de novos fármacos 
Fonte:  Adaptado de Lombardino; Lowe III, 2004 

 

Portanto, a descoberta de fármacos é um processo complexo e de alto 

custo financeiro. Apesar do aumento no investimento para a busca e o 

desenvolvimento de novos compostos, o número de fármacos que tem chegado 

ao mercado tem declinado: apenas 11% dos potenciais fármacos que passam 

para a fase clínica I chegam ao mercado. Isto ocorre devido a problemas 

relacionados com a eficácia, toxicidade, metabolismo e propriedades 

farmacocinéticas (Lombardino; Lowe III, 2004; Ghose et al., 2006). 

1.2- Alvo biológico e as interações ligante-alvo 

A interação do fármaco com o sítio de ação é, geralmente, considerada o 

aspecto mais importante para a resposta biológica. Na realidade, para que essa 

interação ocorra, primeiro é necessário a entrada do fármaco em um 

compartimento (célula, organela, membrana), seguida pela etapa de 

reconhecimento molecular envolvendo a ligação ou interação com o alvo 
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produzindo a ativação ou bloqueio desse (Testa, 2000). Para que um fármaco 

produza uma ação biológica pode-se considerar conceitualmente a ocorrência 

simultânea de duas fases: a farmacocinética e a farmacodinâmica (Figura 1.4, 

pag. 5). A primeira fase consiste no caminho que o fármaco percorre no 

organismo e a segunda, a interação (ou ligação) a um alvo biológico específico 

(sítio de ligação), produzindo uma resposta biológica (Nogrady; Weaver, 2005). 
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Figura 1.4 -  Fases da ação de fármacos 

 

Os quatro alvos moleculares principais são: (1) lipídios; (2) carboidratos; (3) 

ácidos nucléicos ADN e ARN e (4) proteínas: enzimas, receptores e proteínas 

carreadoras e estruturais. 

A idéia de que as interações entre as enzimas e o seu substrato seriam 

complementares produzindo uma ação biológica foi introduzida por Emil-Fischer 

em 1894 (Bracken et al., 2001; Verli; Barreiro, 2005), com o seu modelo da chave-

fechadura (Figura 1.5, pag. 6). Esse modelo foi extrapolado, posteriormente, para 

descrever a interação entre o fármaco e o seu alvo biológico (Verli; Barreiro, 

2005). 
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Figura 1.5 -  Modelo de interação chave-fechadura proposto por Emil-Fischer para 
explicar as interações entre enzimas e seu substrato 

Fonte: Verli; Barreiro, 2005 
 

Outras teorias foram propostas para explicar a interação entre a substância 

bioativa e o seu alvo. Um dos modelos é o do encaixe induzido, proposto por 

Koshland e colaboradores (Koshland, 1958; Thoma; Koshland, 1960). Neste 

modelo, considera-se que na interação o ligante induz uma mudança 

conformacional no alvo e, ele mesmo, sofre também uma mudança 

conformacional (Figura 1.6). 

 

 

Figura 1.6 -  Modelo de receptor encaixe-induzido proposto por Koshland e 
colaboradores 

Fonte:  Adaptado de Koshland, 1994. 
 

Alguns fármacos interagem com o sítio de ligação por meio de uma reação 

química formando uma ligação covalente. Contudo, a maioria dos fármacos se 

liga ao sítio pelas interações intermoleculares fracas. Estas forças devem ser 
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fortes o suficiente para “prender” o fármaco, por certo período de tempo, ao seu 

alvo e fraca o suficiente para permitir a sua saída após produzir o efeito desejado. 

Os grupos presentes no composto bioativo que são importantes para a sua 

interação com o alvo são chamados grupos ligantes (Barreiro; Fraga, 2005). O 

grupo farmacofórico é aquela parte essencial da molécula com arranjo 

estereoquímico específico responsável pelo reconhecimento, interação ou ligação 

com o alvo biológico (Ghose et al., 2006). O estudo dos fatores que favorecem a 

interação de um fármaco com o alvo biológico pode ajudar no entendimento de 

como um conjunto de átomos, um grupo funcional ou uma subestrutura podem 

ser importantes para a atividade biológica. As informações obtidas podem ser 

utilizadas também para identificar as classes de compostos ativos, prever 

diferentes atividades por similaridade de um composto com atividades biológicas 

conhecidas, ou mesmo melhorar a potência e as propriedades farmacocinéticas 

de um composto de interesse farmacológico. Isto pode ser feito substituindo-se o 

grupo farmacofórico por grupo similar (isóstero), ou modificando a  parte da 

estrutura não envolvida na interação ou ainda obtendo um pró-fármaco. 

Vários fatores são importantes na interação fármaco-receptor. Pode-se 

citar: 

• Interações intermoleculares: interações eletrostáticas, dipolo-dipolo, van 

der walls e ligações de hidrogênio. 

• Fatores estereoquímicos: volume do ligante e arranjo espacial dos 

grupamentos farmacofóricos. 

Um problema encontrado, frequentemente, no planejamento de fármacos é 

saber em qual conformação a molécula se liga ao seu alvo biológico, ou seja, qual 

é a conformação ativa. Tem sido sugerido que a conformação mais estável seja a 

conformação ativa uma vez que ela é a mais provável. Contudo, é possível que 

uma menos estável possa ser a conformação ativa. Isto porque a interação entre 

o ligante e o alvo resulta em um ganho de energia o qual compensa a energia 

requerida para adotar uma conformação de maior energia (José, 2007). 

Na busca da conformação farmacofórica alguns procedimentos têm sido 

usados: modelagem molecular e busca da conformação de menor energia; 

estrutura do complexo formado entre o alvo molecular e o ligante determinada por 

cristalografia de raios X; comparação estrutural de compostos ativos utilizando 

similaridade e superposição e ancoragem molecular (docking) manual ou 
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automático. É necessário levar em consideração a flexibilidade do ligante e do 

alvo como também as moléculas de água presentes. A análise da flexibilidade do 

alvo é mais difícil de ser realizada uma vez que normalmente estas são 

macromoléculas de alto peso molecular e com vários graus de liberdade. 

A água é um fator importante na interação de fármacos com seu alvo uma 

vez que o meio celular é aquoso e a água solvata o ligante e o seu alvo. Para que 

ocorra a interação é necessário dispêndio de energia para a dessolvatação de 

ambos, se o gasto de energia para dessolvatação é maior que o ganho na 

interação, o processo pode não ser efetivo. No entanto, a interação pode levar a 

um aumento entrópico, uma vez que as moléculas de água “ligadas” são liberadas 

para o meio favorecendo o sistema (Patrick, 2005). 

1.3- Quimioinformática 

A quimioinformática utiliza métodos computacionais para cálculo das 

propriedades moleculares para simulação do comportamento molecular (Xu; 

Hagler, 2002; Wishart, 2005) e, de uma forma geral, pode ser utilizada no 

planejamento de síntese, pesquisa em bancos de dados, elucidação estrutural 

baseada em dados espectroscópicos, modelagem molecular de compostos 

orgânicos e inorgânicos e simulação de sistemas biológicos. De uma forma mais 

sintética podemos dizer que é a aplicação de métodos da informática para 

resolver problemas químicos (Gasteiger, 2006). 

No planejamento de novas substâncias bioativas a quimioinformática pode 

ser utilizada para: 

• Otimização da molécula líder utilizando procedimentos de análise de 

reconhecimento de padrão, QSAR (do inglês quantitative structure activity 

relationship) e SAR (do inglês structure activity relationship); 

• Definição e análise da diversidade estrutural; 

• Cálculo de propriedades farmacocinéticas de fármacos; 

• Predição de metabolismo de xenobióticos; 

• Análise da interação ou ligação do ligante com alvo biológico através de 

técnicas de ancoragem molecular. 

A utilização da quimioinformática na descoberta de fármacos é baseada na 

premissa que o conhecimento da estrutura dos compostos ativos e inativos e/ou 

seus alvos, pode levar à otimização do composto líder (Ghose et al., 2006). A 
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estratégia a ser utilizada dependerá dos conhecimentos que se têm do alvo e dos 

ligantes. 

Pode-se ter diferentes tipos de aproximação para a obtenção de novos 

fármacos utilizando a quimioinformática. Podemos citar, como exemplo, o 

esquema geral proposto por Ghose e colaboradores (2006) para o planejamento 

de fármacos cujo alvo molecular é conhecido (Figura 1.7). 

 

Seleção do alvo 
e/ou doença

Geração de banco de dados 
com ligantes conhecidos

Geração da máxima 
subestrutura comum

Determinação do grupo 
farmacofórico

Busca de compostos bioativos 
usando  grupo farmacofóricoBanco de dados de 

compostos comerciais

Remoção de compostos que 
possuem propriedades 
fisico-químicas e grupos 
estruturais indesejaveis

Docking utilizando sítio de 
ligação dos alvos e cálculo de 
energia de binding 

Determinação de características 
estruturais importantes para interação 

alvo-ligante
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Otimização do composto líder
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não
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Atividade biologica e propriedades 
farmacocinéticas aceitaveis ?
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Modificação molecular

Otimização do composto líder e início do desenvolvimento

 

Figura 1.7 –  Utilização da quimioinformática no descobrimento de fármacos 
Fonte:  Adaptado de Ghose et al., 2006 

 

1.4- Banco de dados de estruturas moleculares 

A determinação do alvo biológico é uma das etapas importantes na busca 

de fármacos. Existem bancos de dados públicos e comerciais, de estruturas de 

ligantes e de alvos biológicos. Podemos citar o PDB (The Protein Data Bank), 

DrugBank, NDB (Nucleic Acid Database), UniProtKB (Universal Protein 

Resource), PharmGKB, TTD (Therapeutic Target Database), e CSD (The 

Cambridge Structural Database). Todos os bancos citados com exceção do CSD 

são bancos de acesso livre.  



Introdução 

10 
 

O PDB é um dos maiores, mais completos e utilizados bancos de 

estruturas moleculares, possuindo informações sobre estruturas 3D de moléculas 

biológicas, incluindo proteínas e ácidos nucléicos, de diferentes organismos  

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).  

O DrugBank contém informações sobre fármacos, seus alvos e outros 

dados farmacocinéticos e farmacológicos (dados experimentais de ADME, 

interações, farmacologia, farmacogenômica). A última versão (release 2.0) 

contém aproximadamente 1565 proteínas e/ou sequências de alvos terapêuticos 

(http://www.drugbank.ca). 

No NDB encontram-se 3.757 estruturas 3D de ácidos nucléicos obtidas da 

difração de raios X e ressonância magnética nuclear (RMN) 

(http://ndbserver.rutgers.edu/index.html). 

O UniProt (http://www.ebi.ac.uk/swissprot/) é um banco de dados de 

proteínas (descrição da função da proteína, seus domínios, variantes, etc), que foi 

desenvolvido pelos grupos EBI (European Bioinformatics Institute), SIB (Swiss 

Institute of Bioinformatic) e PIR (Protein Information Resourse). 

PharmGKB é um banco de dados de uso público desenvolvido pela 

Universidade de Stanford financiado por National Institutes of Health (NIH) e 

Pharmacogenetics Research Network (PGRN), que contêm informações sobre as 

relações entre fármacos, doenças e genes incluindo seus variantes. Seu principal 

objetivo é reunir informações sobre farmacogenômica (http://www.pharmgkb.org/). 

O TTD contém informações sobre as proteínas e os ácidos nucléicos (alvos 

terapêuticos validados ou em desenvolvimento) descritos na literatura, fármacos e 

ligantes de cada um destes alvos  (http://xin.cz3.nus.edu.sg/group/ttd/ttd.asp). 

O CSD possui informações sobre estrutura cristalina e propriedades 

químicas de, aproximadamente, 400.000 compostos orgânicos inclusive 

complexos de coordenação metal-ligante. As estruturas foram obtidas por difração 

de raios X e difração de nêutrons (http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/csd/). 

1.5- Modelagem molecular 

Segundo a IUPAC ((http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/medchem) a 

modelagem molecular é a investigação das estruturas e propriedades moleculares 

pelo uso da química computacional e das técnicas de visualização gráfica, 

visando obter as representações 3D gráficas das estruturas e suas propriedades). 
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Métodos matemáticos de cálculo baseados na mecânica molecular e mecânica 

quântica são utilizados para o cálculo das propriedades moleculares. 

Na mecânica molecular (MM), a molécula é tratada como uma série de 

esferas (átomos) ligadas por molas (ligações). Equações derivadas da mecânica 

clássica (equações de Newton) são usadas para calcular as diferentes interações 

e energias resultantes, associadas ao estiramento e às deformações de ligações. 

Utilizam-se campos de força que constituídos por um somatório de termos de 

energia relacionados às posições de equilíbrio de um sistema: distância e ângulos 

de ligação, ângulos diedros, interações de van der waals, ligações de hidrogênio e 

interações eletrostáticas. Em geral, as constantes de força são avaliadas por meio 

de dados espectrométricos. Existem vários pacotes de programas que utilizam 

campos de força baseados na mecânica molecular, entre eles o AMBER (Assisted 

Model Building with Energy Refinement), CHARMM, DISCOVER, CFF95, OPLS 

(Hobza et al., 1997) nos quais utilizam diferentes funções de energia potencial 

para representar a energia interna de uma molécula. 

O campo de força AMBER é um dos mais usados devido à sua 

simplicidade e à qualidade dos resultados obtidos. Este pacote foi desenvolvido 

para proteínas, ácidos nucléicos e moléculas orgânicas e pode ser expresso pela 

equação a seguir (Weiner et al., 1984; Rocha, 1998). 

 
Epot= Σligação ĸr (r- r0)

2 + Σângulo ĸθ (θ – θ0)
2 + Σdiedro Vn/2 (1+ cos (nφ-γ) + Σvdw  

|Aij/Rij
12 - Bij/Rij

6| + Σeletros qiqj/εRij + Σlig H  |Cij/Rij
12 - Dij/Rij

10| 
Equação 1.1 

 

A Equação 1.2 (primeiro termo da Equação 1.1) descreve a variação da 

energia potencial em função da deformação radial de ligações covalentes. 

Σligação ĸr (r- r0)
2 

Equação 1.2 

Onde ĸr = constante de potencial; r = distância de ligação; r0 = distância de 

ligação de equilíbrio 

A Equação 1.3 (segundo termo da Equação1.1) descreve a variação de 

energia com a deformação de ângulos de ligação. 

Σângulo ĸθ (θ – θ0)
2 

Equação 1.3 
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Onde ĸθ  =  constante de potencial; θ =  ângulo de ligação; θ0  ângulo de 

ligação de equilíbrio. 

O termo expresso pela Equação 1.4 descreve a variação de energia com a 

torção de ângulos diedros.  

Σdiedro Vn/2 (1+ cos (nφ- γ ) 

Equação 1.4  

onde Vn/2  = constante de potencial;  n  = periodicidade;  φ ângulo diedro;  γ = fase 

O termo expresso pela Equação 1.5 simula as interações de van der Waals 

é conhecida como potencial de Lennard Jones  

Σvdw  |Aij/Rij
12 - Bij/Rij

6| 

Equação 1.5 

Onde Rij  = distância entre atomos i e j;, Ai e Bij são parâmetros de van der 

Waals para interações entre pares de átomos. O termo R6 descreve as interações 

atrativas e o termo R12 descreve as interações repulsivas 

O termo expresso pela Equação 1.6 descreve as interações eletrostáticas. 

Σeletros qiqj/εRij 

Equação 1.6 

Onde qi e qj são cargas dos átomos i e j; Rij é a distancia entre os átomos i e 

j; ε é a constante dielétrica do meio. 

A equação 1. 7 descreve um termo de potencial 10-12 para pares de 

átomos que podem participar de ligações de hidrogênio.  

Σlig H  |Cij/Rij
12 - Dij/Rij

10| 

Equação 1.7 

Onde Rij é a distância entre os átomos i e j; Cij e Dij são parâmetros de van 

der Waals para interações entre pares de átomos. 

Cabe ressaltar que a energia potencial total calculada (Epot) utilizando o 

campo de força AMBER, e em outros campos de força, não possui um significado 

físico, podendo apenas ser utilizada para comparações de estabilidade entre 

conformações de uma mesma molécula ou para comparação de moléculas 

diferentes, desde que se utilizem os mesmos parâmetros nos cálculos (Rocha, 

1998). 

Nos métodos quanto-mecânicos utilizam-se as equações da mecânica 

quântica para descrição da molécula. As propriedades são calculadas 
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considerando as interações entre os elétrons e o núcleo, com maior precisão dos 

resultados, além de fornecer informações sobre a estrutura eletrônica, que não é 

considerada de forma explícita na mecânica molecular (Raha et al., 2007). Os 

métodos quânticos podem ser divididos em semi-empíricos e ab initio. No primeiro 

método, a molécula é estudada por meio da equação de Schrödinger e contém 

aproximações para algumas integrais, que surgem ao longo dos cálculos. No 

segundo método, a molécula também é descrita pela equação de Schrödinger, 

mas os cálculos não têm aproximações para as integrais (Patrick, 2005). O 

método ab initio é empregado apenas para moléculas pequenas, pois requer 

muita capacidade de memória e tempo computacional, consideravelmente, longo 

(Barreiro et al.,1997). 

Pode-se citar como pacotes de programas que utilizam os métodos 

quânticos o AMPAC e o MOPAC. Este último (MOPAC v. 7.0. IN 47405) tem sido 

usado para prever as mais variadas propriedades dos sistemas biológicos, tais 

como, cargas parciais atômicas, momento de dipolo, potencial de van der Waals e 

ordens de ligação (Hobza et al., 1997). A aplicação dos diferentes métodos é 

determinada pelo equilíbrio entre a precisão necessária e o tempo de máquina 

bem como pela complexidade do sistema analisado (Raha et al., 2007; Zhou et 

al., 2008). 

1.6- Minimização de energia 

A minimização de energia é uma técnica de modelagem molecular, que 

tem como objetivo obter a conformação mais estável de uma molécula (Rocha, 

1998). O processo de minimização de energia é feito usualmente utilizando-se 

programas de minimização de função, que calculam a energia de partida de uma 

molécula, variando os comprimentos de ligação, os ângulos de ligação e os de 

torção, levando a novas conformações energeticamente mais estáveis (Patrick, 

2005). No entanto, algumas vezes a conformação encontrada é apenas uma 

conformação de mínimo local de energia (Figura 1.8, pag. 14). Os programas de 

minimização não têm como identificar se a conformação encontrada corresponde 

ao mínimo local ou mínimo global. Desta forma, para identificar a conformação 

mais estável é necessário gerar diferentes conformações utilizando técnicas de 

busca conformacional. Esta busca pode ser realizada de diferentes maneiras 

como, por exemplo, alterando sistematicamente todos os ângulos e comprimentos 
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de ligação (busca sistemática), utilizando métodos estocásticos como algoritmo 

genético e Monte Carlo (Patrick, 2005) ou utilizando dinâmica molecular. 

 

Figura 1.8 -  Representação gráfica dos níveis de energia e conformações 
moleculares no processo de minimização molecular. 

Fonte:  Patrick, 2005 
 

Os algorítmos utilizados para minimizar a energia de um sistema incluem 

técnicas de primeira ou segunda ordem. No primeiro método, utilizam-se 

derivadas primeiras da energia com relação às coordenadas, como por exemplo, 

o procedimento de declive máximo (steepest descent) e de gradiente conjugado. 

No segundo método são utilizadas derivadas de segunda ordem com relação às 

coordenadas como os procedimentos de Newton-Raphson ou quasi-Newton. Em 

sistemas moleculares pequenos, geralmente, se utilizam nos primeiros 100 ciclos 

de minimização técnicas de primeira ordem como, por exemplo, o algorítmo de 

declive máximo, por ser um método mais rápido. Em seguida utilizam-se métodos 

com derivadas de segunda ordem como, por exemplo, o procedimento de 

Newton-Raphson. Em sistemas muito grandes, como as macromoléculas, o 

método de escolha é o gradiente conjugado (Rocha, 1998). 

1.7-  Busca conformacional 

A busca conformacional tem como objetivo a exploração do espaço 

conformacional de uma molécula, sendo que algumas vezes esta é uma tarefa 

muito difícil devido ao tamanho e flexibilidade da molécula. Vários procedimentos 

podem ser usados na busca conformacional, dentre os quais podemos citar: 
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busca sistemática, dinâmica molecular, Monte Carlo, anelação simulada 

(Simulated annealing) e algorítmo genético. 

Na busca sistemática, os ângulos torcionais podem ser girados 

sistematicamente até cobrir todo o espaço conformacional e/ou podem ser 

girados apenas aqueles ângulos que são determinados previamente (Leach, 

2001). 

A dinâmica molecular (Jensen, 1999) é um procedimento que simula o 

movimento dos átomos nas moléculas, utilizando as equações de Newton. 

Durante o procedimento de dinâmica, o sistema sofre mudanças conformacionais 

(coordenadas atômicas). As forças que atuam na molécula são calculadas 

considerando o comprimento de ligação, ângulo de ligação, termos funcionais e 

interações não ligantes. A dinâmica pode ser usada para gerar diferentes 

conformações por aquecimento da molécula. Como resultado, a barreira de 

energia entre diferentes conformações é superada (Namba et al., 2008). 

A técnica de Monte Carlo permite uma busca aleatória de conformações, 

geradas por alteração da posição do átomo em relação a outro. A energia 

potencial destas conformações é calculada. Este método é utilizado para 

moléculas com poucos graus de liberdade (Leach, 2001). 

No método de anelação simulada, inicialmente o sistema está em altas 

temperaturas, o que permite que ocorram muitas variações conformacionais. 

Gradativamente, a temperatura vai sendo abaixada segundo um programa pré-

determinado de resfriamento, permitindo que o sistema volte ao equilíbrio, até que 

mínimos locais ou mínimo global sejam encontrados (Rocha, 1998; Walter, 2004). 

O algorítmo genético é um tipo de algorítmo evolutivo, que utiliza técnicas 

inspiradas pela biologia evolutiva como a hereditariedade, a mutação, a seleção 

natural e a recombinação (ou crossing over). Este método foi proposto na década 

de 60 por John H. Holland, que pretendia simular matematicamente todo o 

mecanismo da evolução biológica (Costa Filho ; Poppi, 1999; Ferreira et al., 

2002). Algorítmos genéticos são implementados como uma simulação, em que 

uma população de representações abstratas de solução é selecionada em busca 

de soluções melhores. A evolução, geralmente, se inicia a partir de um conjunto 

de soluções criado aleatoriamente e é realizada através de gerações. A cada 

geração, a adaptação de cada solução na população é avaliada e alguns 

indivíduos são selecionados para a próxima geração, recombinados ou mutados 



Introdução 

16 
 

para formar uma nova população. Essa nova população então é utilizada como 

entrada para a próxima geração do algorítmo (Costa Filho ; Poppi, 1999). 

1.8- Ancoragem molecular  e scoring  

Estudos da interação entre os ligantes e o alvo biológico (Figura 1.9) são 

importantes para o entendimento de como estes ocorrem e de quais são os 

fatores envolvidos (tipo de interação, fatores estereoquímicos, tamanho 

molecular) nessa interação (Kitchen et al., 2004). O método de ancoragem 

molecular tenta simular esta interação alvo-ligante (Halperin et al., 2002; Doman, 

et al., 2002; Kitchen et al., 2004). 

Neste procedimento, bibliotecas virtuais de ligantes potenciais são 

construídas, cada ligante é posicionado no sítio de ligação e a classificação é feita 

considerando a energia de interação calculada (scoring) pelos programas 

(Haperin et al., 2002; Doman et al., 2002; Kitchen et al., 2004).   

 

Figura 1.9 -  Representação da interação ligante-alvo 
Fonte : Kitchen et al., 2004 

 

Existem vários programas utilizados para a realização da ancoragem 

molecular dentre os quais podemos citar: Dock, Surflex, Flex X, Glide, Gold 

(Kellenberger et al., 2004; Kontoyianni et al., 2004). É difícil determinar qual é o 

melhor programa uma vez que os resultados obtidos dependerão do grupo de 

dados, das estruturas dos alvos e das versões dos programas. Em geral, os 

melhores resultados são obtidos empregando o scoring de consenso isto é, a 

aplicação de múltiplas funções para a mesma estrutura e a escolha daquele 

composto, que os vários programas indicam ser o melhor (José, 2007). Para se 

propor novas substâncias bioativas, determinar o composto líder ou propor novas 

modificações neste composto (Klebe, 2006), as informações obtidas da 

ancoragem molecular podem ser combinadas com outras técnicas 

computacionais como QSAR e SAR. 
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Inicialmente, os métodos de ancoragem molecular eram baseados no 

princípio da chave-fechadura e, este era focado no uso de critérios geométricos, 

para determinar o grau de complementaridade entre ligante e o sítio de ligação. 

As funções de scoring baseadas em campos de força de mecânica molecular 

foram introduzidas para se fazer uma estimativa da interação proteína-ligante. 

Várias aproximações que levam em consideração informações químicas foram 

introduzidas. Estas informações orientam o ligante dentro do sítio de ligação, 

levando a um aumento da eficiência do método de ancoragem molecular (Fradera 

e Mestres, 2004). 

Warren e colaboradores (2006) avaliaram dez programas de ancoragem 

molecular e 37 funções de scoring para determinar qual era a conformação que 

melhor completava o sítio de ligação de proteínas. Neste estudo, foram utilizadas 

oito proteínas e cerca de 138-219 compostos para cada alvo. Eles mostraram que 

não existe relação estatisticamente significativa entre scores obtidos nos estudos 

de ancoragem molecular e afinidade dos ligantes. No entanto, os programas 

foram capazes de reproduzir o modo de ligação observado e em muitos casos 

identificar o modo de ligação. Em grande parte dos trabalhos utilizando 

ancoragem molecular as proteínas são utilizados como alvos biológicos (Evans; 

Neidle, 2006). No entanto, a fenda menor do ADN é também um alvo importante e 

tem sido utilizada em diversos trabalhos (Jenkins et al., 1993; Montanari et al., 

1998; Rocha, 1998; Oliveira et al., 2003; Campbell et al., 2006; Evans; Neidle, 

2006; Wang; Laugton, 2007). 

Análises de ancoragem molecular utilizadas para o estudo da interação 

entre ligantes e ADN indicam a afinidade relativa de diferentes ligantes frente ao 

ADN e a especificidade de ligação, por certas sequências nucleotídicas. O 

entendimento da interação ADN-ligante a nível molecular usando métodos 

computacionais tem sido utilizado junto com a aproximação experimental 

(Baginski et al., 2002). Estas são técnicas complementares e não excludentes. 

Em muitos casos, a energia livre experimental e estudos de ancoragem molecular 

virtual não convergem entre si. Usualmente, a energia livre experimental da 

ligação ADN-ligante é determinada utilizando ADN do timo de bezerro, enquanto 

na ancoragem molecular virtual dos complexos são utilizados pequenos 

fragmentos do ADN. Em ambos os casos a sequência e a estrutura molecular dos 
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complexos, a posição do ligante e seu sítio de localização no ADN podem ser 

diferentes.  

1.9 - Água em sistemas biológicos e modelagem molecular 

Nos organismos as biomoléculas estão envolvidas por moléculas de água e 

isto pode afetar a estabilidade relativa de diferentes conformações (Patrick, 2005). 

Existem casos em que as moléculas de água podem ser deslocadas, levando a 

um aumento da afinidade de ligação e/ou interação e um ganho entrópico, 

associado com a liberação de moléculas de água ordenadas. A molécula de água 

pode estabilizar o complexo entre a proteína e o ligante por formação de ligação 

de hidrogênio entre os dois componentes. Em outros casos, o deslocamento de 

moléculas de água está associado com a diminuição da afinidade de ligação e/ou 

interação dos ligantes com os alvos (Barillari et al., 2007). 

O principal problema a ser considerado com as moléculas de água em 

planejamento racional de fármacos é saber quais moléculas são importantes na 

mediação na interação entre o alvo e o ligante e quais podem ser deslocadas 

(Barillari et al., 2007). 

Desta forma, é aconselhável incluir moléculas de água no sistema a ser 

modelado. No campo de força AMBER (Rocha, 1998), o efeito de blindagem do 

solvente nas interações eletrostáticas a longa distância foi, primeiramente, 

incorporado incluindo uma constante dielétrica no termo que representa as 

interações (Equação 1.6, pag 12). No entanto, este tratamento simples pode 

superestimar as forças entre cargas a longa distância. Uma pequena correção 

utilizada consiste no uso de uma constante dielétrica dependente da distância. 

1.10- Cargas parciais 

Os elétrons de uma molécula estão, na maior parte do tempo, mais perto 

de um átomo mais eletronegativo do que de um eletropositivo, resultando em uma 

distribuição não uniforme de elétrons. Assim, algumas partes da molécula estão 

com cargas parciais positivas, enquanto outras, com cargas parciais negativas 

(Patrick, 2005). Podem-se citar alguns critérios desejáveis para classificar as 

cargas atômicas calculadas, teoricamente, como satisfatórias: 

• A soma das cargas de todos os átomos na molécula deve resultar na carga 

total da molécula; 

• As cargas devem refletir a simetria da molécula; 
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• As cargas devem ser consistentes com a eletronegatividade atômica; 

• As cargas devem reproduzir satisfatoriamente o momento de dipolo e o 

potencial eletrostático molecular (ESP do inglês electrostatic potential). 

O método de cálculo de cargas atômicas, derivadas do potencial 

eletrostático, baseia-se no cálculo de cargas pontuais diretamente da função de 

onda molecular. O cálculo de cargas é muito importante para as simulações de 

interações intermoleculares (Guadagnini ; Bruns, 1996), uma vez que elas são 

determinantes para as interações. 

1.11- Estudos de relação estrutura-atividade (SAR)  

O primeiro objetivo dos estudos de SAR na busca de novos fármacos é 

possibilitar predições de propriedades desejadas (atividade biológica, 

comportamento farmacocinético, toxicidade ou mesmo uma propriedade físico-

química) de compostos líderes, candidatos a estudos pré-clínicos e clínicos, 

sendo uma ajuda para o desenho racional. Estes estudos podem auxiliar na 

identificação de grupos funcionais ou subestruturas que são importantes para o 

reconhecimento molecular, possibilitando a obtenção de novos compostos com 

melhor índice terapêutico e propriedades de ADME (adsorção, distribuição, 

metabolismo e excreção) assim como maior eficácia (menor dose para o mesmo 

efeito) com menores efeitos indesejáveis.  

Os estudos de SAR utilizam técnicas quimiométricas. A quimiometria é 

definida como a disciplina que utiliza métodos estatísticos e matemáticos para 

selecionar e otimizar métodos preparativos e analíticos bem como procedimentos 

de análise e interpretação de dados (Sant’Anna, 2002). 

1.11.1- Reconhecimento de padrões 

Os métodos de reconhecimento de padrões podem ser aplicados com 

diferentes finalidades, entre elas pode-se citar a classificação de compostos, a 

detecção de padrões de agrupamento no conjunto de dados (como, por exemplo, 

a separação de compostos ativos de inativos) e a determinação de parâmetros 

importantes na separação de compostos em grupos. Entre os vários métodos 

quimiométricos utilizados podemos citar a Análise de Componentes Principais 

(PCA), análise por Agrupamento Hierárquico (HCA), Regra dos Vizinhos Mais 

Próximos (KNN) e SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy). 
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1.11.2- Análise de componentes principais (PCA- Principal Components 
Analysis ) 

O principal objetivo da PCA é reduzir a dimensionalidade do conjunto de 

dados preservando ao mesmo tempo o máximo de informação (Barros Neto et al., 

2006). As componentes principais podem ser consideradas como novas variáveis 

criadas a partir da combinação linear das variáveis originais, como mostrado na 

equação: 

PC1= a1,1v1 + a1,2v2 + a1,3v3 + a1,4v4 + a1,nvn  Equação 1.8 

PC2= a2,1v1 + a2,2v2 + a2,3v3 + a2,4v4 + a2,nvn  Equação 1.9  

 

Onde: 

v= variável;    a= contribuição de cada variável original (loadings). 

 

A resolução das PC´s são os escores. As PC’s são definidas em ordem 

decrescente da quantidade de variância que são capazes de explicar. A PC1 

explica o máximo de variância (ou seja, informação máxima) do grupo de dados. 

A informação de quanto cada descritor contribui para a componente principal está 

contida nos pesos (Ferreira et al., 2002). Todas as componentes principais são 

ortogonais, sendo que a atividade biológica não é considerada diretamente. 

Os resultados da PCA costumam ser visualizados em gráficos (Figura 1.10, 

pag. 21), facilitando a identificação de grupamentos. 
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Figura 1.10 – Exemplo de uma representação gráfica da componente 1 versus 
componte 2 obtido na PCA, onde se observa a separação dos compostos 
representados por círculos dos compostos representados por triângulos 

Fonte: http://www.bioinformaticszen.com/wp-content/uploads/2007/07/first_pca_components.png 

1.11.3- Análise por agrupamento hierárquico (HCA - Hierarchical Cluster 
Analysis ) 

 O HCA tem como objetivo agrupar os dados de forma a identificar semelhanças 

entre objetos de forma hierárquica. A base desta análise é o cálculo da distância 

entre os objetos em um espaço multidimensional usando medidas de distância 

como, por exemplo, a Euclidiana. Estas distâncias são usadas para produzir um 

diagrama conhecido como dendrograma, o qual permite a identificação de grupos 

(Levingstone, 1995). Os resultados são de natureza qualitativa (Figura 1.11). 

baixa similaridade

alta similaridade
1 237 45 68

1 2 3 4

 

Figura 1.11 –  Exemplo de uma representação do diagrama tipo dendrograma 
onde observamos formação de 4 grupos considerando similaridade de 50% 
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1.11.4- Regra dos vizinhos mais próximos (KNN-  K-Nearest Neighbors ) 

O ponto de partida para a técnica de KNN (Figura 1.12) é o cálculo da 

distância entre a amostra a ser classificada e os seus vizinhos. Medidas de 

distâncias são utilizadas para expressar a similaridade entre compostos. A 

classificação de um composto desconhecido (K) na matriz de distância é feita 

considerando a classificação a seu vizinho mais próximo. 

 

 

Figura 1.12 -  Classificação de um composto desconhecido (K) utilizando a técnica 
KNN. O círculo foi classificado na categoria dos triângulos devido a proximidade 

destas figuras. 
Fonte: https://www.projectrhea.org/rhea/index.php/Lecture_16_-_Parzen_Window_Method_and_K-

nearest_Neighbor_Density_Estimate_Old_Kiwi 
 

1.11.5- SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy  ou SIMple 
Classication Analysis) 

Os compostos são classificados e adequados a uma caixa (ou hiper-box de 

n-dimensões) com tantas dimensões quantas forem o número de PC’s mais 

adequados para cada classe. A classificação é acompanhada pela projeção dos 

dados dos compostos testes dentro dos grupos dos compostos do grupo de 

treino. Essa classificação (Figura 1.13, pag. 23) é determinada pela magnitude 

dos resultados dos desvios padrões residuais (Waterbeemd, 1995; Levingston, 

1995).  
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Figura 1.13 -  Representação gráfica do SIMCA onde se observa a separação em 
dois grupos (ativos e inativos). O composto representado por uma bolinha será 

classificado segundo a distância que estará dos diferentes grupos 
Fonte:  Ferreira, 2002 

1.11.6- Análise de regressão  

 Análise de regressão é uma metodologia estatística que utiliza a relação 

entre duas ou mais variáveis quantitativas (ou qualitativas) de forma que uma 

variável pode ser predita a partir da outra ou outras. 

O modelo linear (Figura 1.14, pag 24) é uma combinação linear de 

variáveis independentes (X) capaz de “explicar”, da melhor forma possível, o 

fenômeno observado (Y) para um grupo de substâncias segundo a equação: 

 

Y= aX + b 

Equação 1.10 

Onde: 

Y= fenômeno observado, variável dependente 

X= variável independente 

b= constante de ajuste 

 

A regressão múltipla linear (RML do inglês regression multiple linear) e 

mínimos quadrados parciais (PLS do inglês partial least squares) são funções 

matemáticas utilizadas para construir modelos lineares. A RML é mais usada 

quando se tem menos descritores que o número de moléculas e o PLS é utilizado 

quando o número de variáveis excede o número de amostras e muitas vezes, 
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quando os métodos de RML não são adequados. Historicamente, o método de 

RML tem sido mais utilizado devido à sua simplicidade e à facilidade de 

interpretação dos resultados (Ferreira et al, 2002).  

 

 

Figura 1.14  - Representação gráfica de análise por correlação onde no eixo X 
temos a variável independente e no eixo Y a variável dependente 

Fonte : http://en.wikipedia.org/wiki/File:Linear_regression.png 
 

A idéia geral do método de PLS é extrair as “variáveis latentes”, ou seja, 

aquelas que contribuem mais para o modelo, por exemplo, a PCA. O 

procedimento de cálculo da PLS exclui as variáveis que não têm significado para 

o modelo. 

A PLS oferece vantagens sobre a RML. Essa última não é sensível à 

colinearidade entre duas variáveis sendo que na aplicação desta técnica, se há 

um grupo de variáveis altamente correlacionadas, os coeficientes de regressão 

podem se tornar instáveis e sem significado. Na PLS, a razão entre o número de 

descritores e o número de compostos não é limitada como na RML, que requer 

mais compostos que descritores. A RML está fundamentada no fato de que todas 

as variáveis são importantes para o problema, ou seja, a dimensionalidade é 

fixada a priori e não exclui nenhuma variável (Ferreira et al., 2002; Patrick, 2005). 

1.11.7- Relação quantitativa estrutura-atividade (QSAR-  Quantitative 
Structure Activity Relation)  

Em combinação com outras ferramentas da quimioinformática, os estudos 

de QSAR podem proporcionar uma ajuda no entendimento do mecanismo de 

ação de fármacos, podendo ser utilizado para a triagem de compostos bioativos 

em banco de dados (Golbraikh et al., 2000). 
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A pesquisa em QSAR tem como principal objetivo a construção de modelos 

matemáticos que relacionam a estrutura química e a atividade biológica de uma 

série de compostos análogos. Em geral, esses compostos diferem entre si pela 

presença de um ou mais grupos substituintes em posições definidas da estrutura 

química comum à série (Ferreira et al., 2002). Este modelo deve ser capaz tanto 

de explicar o fenômeno observado quanto de proporcionar previsões dentro e, se 

possível, fora dos limites observados (Gáudio e Zandonade, 2001). 

Nos estudos de QSAR a atividade biológica (variável dependente) é 

correlacionada com descritores físico-químicos (variável independente), utilizando 

funções matemáticas. Existem cinco aspectos importantes nos estudos de QSAR: 

1. o sistema biológico de interesse; 

2. os compostos bioativos; 

3. a resposta biológica apresentada pelo composto quando exposto ao alvo 

biológico;  

4. os descritores físico-químicos (variável independente) ;  

5. os modelos matemáticos, ou de simulação, obtidos. 

A estratégia para o desenvolvimento de uma QSAR é composta de 5 

etapas: seleção de compostos, seleção dos compostos do grupo de treino e do 

grupo de teste, seleção e cálculo dos parâmetros físico-químicos, 

desenvolvimento da equação de QSAR, validação e predição dos valores de 

atividade para os compostos não testados.  

Os compostos que serão usados na análise deverão ser estruturalmente 

similares e possuir o mesmo mecanismo de ação para a atividade biológica 

desejada. Além disso, os dados biológicos devem ter variância adequada. 

Nos estudos de QSAR utilizam-se dois grupos de compostos chamados de 

grupo de treino e grupo de testes. O primeiro grupo é utilizado para obter o 

modelo, por meio de técnicas estatísticas de correlação. O segundo grupo é 

utilizado para validar o modelo de QSAR obtido. Os compostos do grupo de testes 

devem ser similares aos compostos do grupo de treino. Substâncias que são 

muitos diferentes podem não ter a sua atividade biológica predita de forma 

adequada (Muegge ; Oloff, 2006). O grupo de teste deve ter no mínimo 30% de 

compostos em relação ao grupo de treino e ambos os grupos devem conter 

compostos representativos das estruturas e atividades analisadas. 
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Os estudos de QSAR, normalmente, seguem as seguintes etapas: 

Inicialmente as moléculas dos dois grupos são desenhadas e as cargas 

moleculares são calculadas utilizando programas de modelagem molecular. Deve 

ser observada a protonação do ligante e as suas formas tautoméricas. Os 

descritores físico-químicos, usados para representar as propriedades estruturais 

das moléculas, são calculados. Os mais usualmente utilizados são os 

hidrofóbicos, estereoquímicos e eletrônicos. Os programas utilizados para estes 

cálculos podem ser comerciais (por exemplo, Tsar) ou públicos (por exemplo, 

Dragon). A seleção correta dos descritores a serem empregados irá depender de 

um entendimento do problema a ser resolvido.  

A seleção dos descritores deve seguir alguns critérios (Ferreira et al., 

2002): 

• devem estar correlacionados com a atividade biológica considerada; 

• devem ser informativos (variância na distribuição de valor); 

• não devem ser correlacionados; 

• devem ter algum significado químico.  

Na etapa de desenvolvimento da QSAR o principal objetivo é calcular a 

melhor expressão matemática, correlacionando a atividade com os parâmetros 

físico-químicos. São utilizadas técnicas estatísticas multivariadas e os modelos 

obtidos podem ser lineares ou não. Para se obter modelos lineares são utilizadas 

RML e PLS descritos anteriormente. 

 

QSAR CLÁSSICO  

Um artigo considerado por muitos como um dos marcos no 

desenvolvimento de QSAR (Gáudio; Zandonade, 2001) foi o de Unger; Hansh 

publicado em 1973, onde foram estabelecidas as regras gerais para a elaboração 

e validação dos modelos matemáticos que correlacionam estrutura química com a 

atividade biológica. Foram estabelecidas 5 regras gerais para a proposição de 

modelos matemáticos de QSAR: 

1. deve-se testar grande número de variáveis independentes: variáveis de 

natureza lipofílica, eletrônica, estereoquímica, de polarizabilidade, geradas a partir 

de cálculos de mecânica quântica e outras. As variáveis selecionadas não devem 

ser correlacionadas (Gáudio; Zandonade, 2001). A decisão sobre o valor limite da 
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correlação entre duas variáveis é do pesquisador. Em QSAR costuma-se evitar 

combinações em que o coeficiente de correlação (r) é maior ou igual a 0,6 

(Ferreira et al., 2002); 

1. o modelo deve ser validado utilizando-se técnicas estatísticas tais como o 

teste de F;  

2. quando houver dúvida na escolha entre modelos equivalentes deve-se 

escolher o mais simples; 

3. para cada variável incluída no modelo deverá ter no mínimo  de cinco a 

seis compostos; 

4. o modelo QSAR deve ser consistente com o mecanismo de ação 

proposto.  

A avaliação dos modelos lineares pode ser dividida em três partes: a 

avaliação do grau de ajuste da reta, a avaliação do grau de significância 

estatística e a avaliação do grau de previsibilidade. 

A avaliação do grau de ajuste da reta é medida em termos de sua 

capacidade de reproduzir valores da atividade biológica observados. Esta parte 

da avaliação é feita por meio dos cálculos de coeficientes de correlação (r) do 

desvio padrão (s) e pela análise de resíduos (atividadeobservada - atividadeprevista). O 

que se espera é que r seja o mais próximo possível de 1 e que o valor de s seja o 

mais próximo possível de zero e que os resíduos tenham distribuição normal em 

torno de zero. 

Compostos que apresentam grandes resíduos num modelo de regressão 

são denominados outliers (Collegari, 2003). A análise do motivo do não ajuste do 

outlier ao modelo é importante pois, ele poderá fornecer informações relevantes 

para a atividade da série de compostos (Gáudio e Zandonade, 2001). 

A avaliação do grau de previsibilidade é feita através da validação cruzada. 

Muitos métodos de QSAR utilizam procedimentos de validação cruzada leave-

one-out (LOO) ou leave-some-out (LSO). O resultado deste procedimento é o 

coeficiente de correlação cruzada, Q2 (r2
cv), o qual é comumente considerado 

como critério de robustez e habilidade de predição do modelo. Um modelo com 

elevado grau de previsibilidade, apresentará Q2 próximo a 1 e o desvio próximo 

de zero (Golbraikh et al., 2000).  
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Na validação e predição dos valores, a atividade para compostos não 

testados (grupo de teste e de validação externa) é calculada e as correlações 

obtidas devem ser analisadas.  

As correlações causais, aquelas em que uma mudança na variável 

independente (y) leva uma mudança na variável dependente (x), permitem obter 

um resultado realista. No entanto, pode haver correlações que ocorrem por acaso. 

O grupo de teste auxilia na detecção destes tipos de problema (Testa, 2000). 

Os valores de r2 e Q2 podem variar de 0 a 1, onde 1 indica um modelo 

perfeito e 0 um modelo que não tem relevância. Uma grande discrepância entre r2 

e Q2 poderá indicar um overfitting (ajuste acima) do modelo de QSAR (Collegari, 

2003). 

O esquema geral da proposição de modelos de QSAR proposto por 

Gaudio; Zandonade (2001) está apresentado na Figura 1.16. 

 

Figura 1.15-  Esquema geral de proposição de modelos de QSAR 
Fonte: Gaudio ; Zandonade, 2001 



Introdução 

29 
 

QSAR-3D 

Os estudos de QSAR-3D levam em consideração os aspectos 

estereoquímicos da molécula. Vários programas utilizados para realização de 

análise QSAR - 3D são conhecidos, como por exemplo, CoMFA (do inglês, 

Comparative Molecular Field Analysis), CoMSIA (do inglês, Comparative 

Molecular Similarity Index Analysis), SOMFA (do inglês Self-Organizing Molecular 

Field Analysis) e o Grid. 

O CoMFA (Cramer et al., 1988) é um dos métodos mais utilizados. O 

desenvolvimento desta estratégia é composta por seis etapas: seleção de 

compostos; seleção dos compostos do grupo treino e do grupo de teste; 

alinhamento das moléculas, cálculo das energias de interação eletrostática 

coulômbica e estereoquímica de Lennard-Jones entre uma sonda e a molécula 

(usadas como descritores); desenvolvimento da equação de QSAR-3D; validação 

e predição dos valores de atividade para compostos não testados e a construção 

dos mapas estereoquímico e/ou eletrostático. 

A seleção de compostos, do grupo de treino e de teste, é feita da mesma 

forma que nas análises de QSAR-2D. As moléculas são desenhadas e a carga é  

calculada (deve ser observado a protonação do ligante e as possíveis formas 

tautoméricas), logo depois a molécula é alinhada. O alinhamento das moléculas 

poderá ser realizado de diferentes maneiras: com o modelo farmacofórico 

postulado pelo resultado de cristalografia ou pelo resultado da ancoragem 

molecular. Neste alinhamento baseado na estrutura (SBA do inglês Structure 

Based Aligment) um grupo de ligantes na conformação mais estável, é 

superposto. É utilizado, usualmente, com as moléculas que possuem estruturas 

mais rígidas e quando a estrutura 3D do receptor não é conhecida ou não é 

usada, diretamente para o alinhamento. Em alguns casos, especialmente ligantes 

mais flexíveis, esta aproximação pode levar a resultados duvidosos, pois a 

escolha da conformação pode ser muito diferente da conformação biologicamente 

ativa. Um outro tipo de alinhamento é o baseado na proteína (PBA do inglês 

Protein Based Aligment) que envolve um grupo de moléculas ancoradas no sítio 

ativo do alvo (Golbraikh et al., 2000).  

A molécula é colocada em uma caixa de pontos, em cada ponto é 

posicionada uma sonda e, então, é calculada a energia estereoquímica e 
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eletrostática entre a sonda e molécula (Figura 1.16, pag. 30). O campo de força 

comumente usado nos estudos de CoMFA é muito simples e inclui dois termos: 

(a) potencial de Leonnard-Jones 6-12 para interações de van der Waals; (b) termo 

coulômbico para interações eletrostáticas. As energias estereoquímicas são 

calculadas utilizando a função 6-12 (van der waals 6-12) conhecida como 

potencial de Lennard Jones (Equação 1.5, pág 12). As energias eletrostáticas são 

calculadas utilizando interações coulômbicas (Ec) segundo a equação: 

Ec = Σ qiqj/DRij  

Equação 1.11 

onde qiqj são as cargas dos átomos i e j; DRij  é a distância entre os átomos i e j 

(Cramer et al ,1988). 

Considerando o grande número de estudos de CoMFA desenvolvidos com 

sucesso, estes dois termos têm sido suficientes em muitos casos (Kroemer et al., 

1996). 

 

 

Figura 1.16 - Análise de QSAR-3D utilizando metodologia CoMFA: interação 
entre a sonda e a molécula são determinadas uma rede cada ponto no espaço 

torna-se um descritor eletrostático e/ou estereoquímico 
Fonte: http://www.google.com.br/patents?hl=pt-BR&lr=&vid=USPAT5307287&id=9z4kAAAAEBAJ&oi=fnd&dq=comfa 

 

A técnica de regressão utilizada para a predição da atividade biológica é a 

PLS e os procedimentos de validação cruzada são LOO ou LSO. A avaliação do 

grau de ajuste, do grau de significância estatística e do grau de previsibilidade são 
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realizadas como é feito no QSAR-2D. Os mapas estereoquímico e eletrostático 

são obtidos. 

1.12 - Fármacos que interagem com o ADN 

O ácido desoxirribonucléico (ADN ou DNA do inglês Desoxyribonucleic 

Acid) é talvez a mais importante das moléculas bioquímicas, como postulado por 

Francis H. C. Crick no conhecido “dogma central da biologia molecular”. A 

descoberta da sua estrutura (Figura 1.17) e as consequências bioquímicas destas 

deram o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina, em 1962, para seus 

descobridores Francis H. C. Crick, James D. Watson e Maurice Wilkins (Nelson; 

Cox, 2004). O ADN se encontra no núcleo das células eucarióticas ou disperso no 

citoplasma de células procarióticas e suas moléculas são constituídas de quatro 

bases nitrogenadas: adenina (A), citosina (C), timina (T) e guanina (G), que estão 

ligadas aos resíduos de desoxiribose. As bases nitrogenadas estão dispostas na 

forma de fita, com os açucares ligados por ligações fosfodiéster. Esta fita interage 

com outra fita complementar através de ligações de hidrogênio entre adenosina e 

timidina (duas interações), citosina e guanosina (três interações), formando a fita 

dupla do ADN com diâmetro constante. A dupla hélice apresenta uma fenda maior 

e uma fenda menor, sítios importantes para a interação de fármacos específicos 

(Nelson e Cox, 2004).  

 

Figura 1.17 - Estrutura secundária do ADN segundo o modelo de Watson-Crick: 
Visualização esquemática de ligações de hidrogênio, doadores e receptores nas 

extremidades das bases A:T e C:G 
Fonte:  Nelson e Cox, 2004 
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Os agentes intercalantes são compostos capazes de se colocar entre as 

duas fitas de ADN e mudar a forma da dupla hélice, interferindo em processos de 

replicação e transcrição. Substâncias que atuam por este mecanismo, 

normalmente, são planas, aromáticas ou heteroaromáticas. Alguns compostos 

(Figura 1.18) se intercalam com a fenda maior, como por exemplo, a daunomicina 

e a proflavina, e outros com a fenda menor como, por exemplo, a pentamidina. 
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Figura 1.18 -  Exemplos de compostos intercalantes que se ligam a fita dupla do 
ADN 

 

Alguns compostos bis-catiônicos, conhecidos como diamidinas, 

apresentam conformações ditas isoélicas, com a complementaridade adequada 

para interações (“isohelicity concept”) com a fenda menor do ADN. Inclui-se nessa 

classe de ligantes (minor groove binders, MGBs) moléculas pequenas, que 

mostram seletividade por regiões A:T como, por exemplo, o berenil, a furamidina 

e o composto conhecido como Hoechst 33258 (Figura 1.18). 

Um dos primeiros compostos a ser identificado como real ligante à fenda 

menor foi a netropsina (Figura 1.18, pag 32), que mostrou elevada especificidade 
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na interação com o ADN. A determinação experimental da estrutura cristalina da 

netropsina complexada (arquivo PDB 1Z8V) com a dupla hélice do 

dodecanucleotídeo d(CGCGAATTCGCG), confirmou a interação entre essa 

substância e as bases A:T. O dodecanucleotídeo é amplamente adotado como 

um modelo geral para estudo de compostos que se ligam à fenda menor. As 

moléculas que apresentam interações específicas com a fenda menor do ADN 

têm despertado interesses, como potenciais agentes terapêuticos em uma 

variedade de doenças humanas. 

Dentre os vários tipos de moléculas que interagem com o ADN, destacam-

se os derivados amidinícos (R-C(=NH)NH2.HCl) e seu isósteros os derivados S-

isotioureído, (R-S-C(=NH)NH2.HCl)) que interagem fortemente com o ADN por 

interações eletrostáticas e que têm sido estudados pelo nosso grupo (Silva, 

2005). Muitos compostos bisamidínicos sintetizados são simétricos e carregados 

positivamente em pH fisiológico. Eles se ligam de forma não covalente ao B-ADN, 

com preferência pelas bases A:T (Neidle, 2001), assumindo uma conformação 

isoélica à conformação do ADN. Esta estrutura complementar aumenta a 

superfície de contato e alinha os grupos que favorecem à interação com o ADN 

(Nguyen et al., 2004). As monoamidinas não têm demonstrado ligação 

significativa ao B-ADN e são biologicamente inativas (Boykin, 2002). 

Os análogos da pentamidina com substituição na posição meta não podem 

adotar curvatura molecular complementar à fenda menor e se ligam de forma, 

significantemente, mais fraca à sequência A:T do B-ADN quando comparada à 

furamidina (Figura 1.18, pag. 32). Os compostos com substituição em meta 

também perdem a especificidade e se ligam em sequências ricas em bases G:C 

com baixa afinidade. Nos análogos da pentamidina cujo grupo amidínico é 

substituído ocorre impedimento estereoquímico, que impossibilita um contato 

ótimo na fenda (Rocha, 1988). 

Os compostos bisbenzamidínicos têm demonstrado amplo espectro de 

atividade antimicrobiana e antiprotozoária. A pentamidina vem sendo usada 

clinicamente, no tratamento da pneumonia causada por Pneumocistis carinii 

(PCP), no primeiro estágio de tripanossomíase africana bem como, casos de 

leishamaniose antimônio resistente, apesar de causar efeitos adversos, tais como, 

leucopenia, hipotensão, toxicidade renal e hepática. A toxicidade da pentamidina 
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tem limitado o seu uso na prática clínica e existe uma contínua procura por 

análogos mais efetivos (Neidle, 2001; Boykin, 2002). 

Hildebrandt e colaboradores (1998) observaram que os compostos 

diarilfuranos dicatiônicos inibem uma endo/exo nuclease isolada de P. carinii e 

que a interação destes compostos com o ADN, em regiões ricas em bases A:T, 

diminuem a interação do ADN com endonucleases específicas. Foi também 

observado uma correlação entre IC50 da inibição das endonucleases e a atividade 

anti P. carinii em ratos assim como uma correlação bastante significativa entre 

variação na temperatura de desnaturação (∆Tm) e a inibição desta enzima 

(Hildebrandt et al., 1998). Neidle (2001) observou que existe uma seletividade dos 

compostos diarilfuranos dicatiônicos pelo ADN do patógeno, em relação ao ADN 

dos mamíferos  

A temperatura de desnaturação (Tm) é definida como a temperatura na qual 

metade das cadeias de ADN esta no estado de dupla hélice e a outra metade esta 

completamente separada. Nessa temperatura ocorre a separação das fitas do 

ADN ou desnaturação do ADN, através da quebra das ligações de hidrogênio. A 

temperatura de desnaturação depende do comprimento da molécula e do tipo de 

ADN, e da seqüência de pares de bases AT e pares CG. Quando comparamos o 

mesmo tamanho da fita de ADN analisada e a mesma seqüência de bases, 

quanto maior for a estabilidade das interações ADN-ligante, maior é o valor de Tm. 

Uma das maneiras de se medir a desnaturação da molécula de DNA é através da 

medida da absorbância da luz ultravioleta (UV) a λ = 260nm. Quando as fitas da 

dupla-hélice do DNA estão completamente separadas, a absorbância é 37% 

maior do que aquela obtida para o DNA em sua forma nativa. Isto pode ser 

verificado experimentalmente, aumentando-se a temperatura de uma solução de 

DNA e medindo simultaneamente a absorbância a λ = 260nm (Ferreira, 2007). 

A força da interação ADN-ligante pode ser determinada pela medida da 

variação na temperatura de desnaturação (∆Tm) do ADN. A mudança na 

temperatura de desnaturação está relacionada à afinidade destes compostos com 

a dupla hélice do ADN (Oliveira et al., 2003). A ligação de compostos dicatiônicos 

ao ADN resulta em um aumento de ∆Tm do ácido nucléico. 

Estudos com outros compostos amidínicos onde o linker é um grupo 

bisbenzamidazólico mostraram que estes compostos atuam por prevenir a 
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primeira etapa de ação da topoisomerase (reconhecimento do sítio e clivagem) 

com uma especificidade para enzimas parasitárias sobre as enzimas dos 

mamíferos (topoisomerase I e II de timo de bezerro) (Hildebrandt et al., 1998; 

Tidwell et al., 1993). 

Como mencionado anteriormente, vários fatores são importantes na 

interação dos compostos dicatiônicos com a fenda menor do B-ADN. Podemos 

citar as forças eletrostáticas, as interações de van der Waals assim como a 

curvatura da molécula (Hopkins et al., 1998). 

A distribuição do potencial eletrostático ao longo da sequência do B-ADN é 

dependente da sequência: as regiões ricas em bases A:T têm potencial 

eletrostático negativo e no fundo da fenda, em regiões ricas em bases citosina-

guanina (C:G), potencial positivo. Quase todos os ligantes da fenda menor têm 

carga catiônica complementar ao potencial das regiões A:T e a superfície da 

fenda é mais hidrofóbica (Neidle, 2001) no entanto estudos estruturais com uma 

série de complexos do d-B-ADN – bisbenzimidazois mostraram que o aumento de 

número de grupos carregados não aumenta, significantemente, a habilidade de 

ligação destes  compostos com a fenda menor do ADN; ao passo que o aumento 

do número de contatos com a superfície da fenda menor aumenta a afinidade 

(Neidle, 2001). 

O papel da água no reconhecimento da sequência no d-B-ADN não tem 

sido extensivamente explorado embora, provavelmente, o deslocamento da água 

pelo ligante na fenda menor contribua por mudanças entrópicas (Neidle, 2001). 

A curvatura de moléculas pequenas é um fator determinante na interação. 

As moléculas dicatiônicas com o raio da curvatura entre 10 a 100 Ǻ possuem 

características topológicas apropriadas para a interação (Kumar et al., 1996; Cory 

et al.,1992). Montanari e colaboradores (1996) mostraram que para uma série de 

37 análogos da pentamidina, a conformação isoélica ao d-B-ADN é um fator 

importante para a descrição da relação estrutura-atividade biológica frente à 

Leishmania mexicana amazonensis. 

1.13- Compostos amidínicos  

As amidinas são análogos nitrogenados dos ácidos carboxílicos e têm 

despertado grande interesse devido à sua atividade biológica frente a diversos 

organismos (Patai; Rappoport, 1991). Elas podem ser classificadas (Figura 1.19) 
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segundo a posição e o número de substituintes em amidinas não substituídas, 

monossubstituídas, simétricas dissubstituídas, não simétricas dissubstituídas e 

trisubstituídas (Santos et al., 2006). 
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Figura 1.19 -  Classificação de amidinas segundo número de substituintes 
Fonte:  Santos; Bernardino; Souza, 2006 

 

Nas amidinas mono e dissubstituídas podem ocorrer tautomerismo (Figura 

1.20) do tipo prototrópico (Santos et al., 2006) e em pH fisiológico elas se 

encontram na sua forma protonada: 

R

NR'

NHR''

R
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Figura 1.20 -   Estruturas tautoméricas de amidinas 

 

Vários métodos de síntese de amidinas a partir de nitrilas vêm sendo 

descritos. Podemos citar os métodos de Pinner (Boyd, 1991), de Garipati 

(Garipati, 1990), de Tiermman (Judkins et al., 1996) e via imidato em meio básico 

(Moss et al., 1995). 

1.14 Atividade biológica de tioureído-derivados 

Os derivados S-alquilisotioureídos (R-S-C(=NH)NH2.HCl) são compostos 

isósteros das amidinas sendo que em meio fisiológico, também se encontram 

protonados. Os compostos S-alquilisotiouréias e seus respectivos sais são 

materiais de partida para a síntese de guanidinas (Cruz et al., 2008) e de 

sistemas heterocíclicos (Denk ; Ye, 2005).  

Bandelin; Tuschhoff (1952) sintetizaram e investigaram a ação germicida 

de uma série homóloga de S-alquilisotiouréias e seus derivados 1,3 dialquil-

substituidas (Figura 1.21). A atividade máxima contra Staphylococcus aureus e 
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Eberthella typhi ocorreu quando o grupo S-alquil era dodecil ou tetradecil e 

quando os átomos de nitrogênio foram substituídos por grupos metila ou etila. 

R'HN

R'N

S

R

 

Figura 1.21 -  Estrutura de S-alquilisotiouréias testadas por Bandelin; Tuschhoff 

(1952) 

 

Brooks e colaboradores (1950) mostraram que uma série homóloga de 

isotiouréias substituídas apresentou atividade in vitro contra Mycobacterium 

tuberculosis. Os compostos que apresentaram maior potência foram os N-fenil e 

N,N’-difenil-S-etilisotiouréias. 

Trabalhos recentes em nosso grupo de pesquisa (Silva, 2005; Nogueira, 

2006) têm demonstrado que a atividade antifúngica de compostos do tipo S-

isotioureído bis-catiônicos não substituídos, aumenta com o aumento da lipofilia e 

a inserção de grupos metílicos na porção tioureído da cadeia (Tabela 1.1, pag 

38), o que pode acarretar aumento na lipofilia e/ou no volume molecular.  
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Tabela 1.1 - Concentração inibitória de derivados tipo precursores dendriméricos 
funcionalizados com grupo tioureído frente à Candida albicans, Candida glabrata 
e Candida Krusei 
 

ESTRUTURA GERAL  
 

 

Concentração inibitória mínima  
(mmol/L) 

C. albicans C. glabrata C. krusei 

      

1 3 Y=S; X = SC=NH(NH2) > 93,83 x10-1 > 93,83 x10-1 1,163x10-2 

2 2 Y = NH; X= SC=NH(NH2) 5,647 x10-1 > 1,13 > 1,129 

3 2 Y = NMe; X=SC=NH(NH2) 1,0622 > 1,062 > 1,062 

4 3 Y = SO2; X =SC=NH(NH2) 4,188 x10-1 > 8,37 x10-1 > 8,37 x10-1 

5 3 Y = SO; X = SC=NH(NH2) 4,426 x10-1 4,42 x10-1 4,43 x10-1 

6 3 Y = NCH3; X = S-C=NH(NHCH3) > 8,577 x10-1 > 8,577 x10-1 1,07 x10-1 

 7 3 Y = S; X = S-C=NH(NHCH3) 1,063 x10-1 1,06 x10-1 1,06 x10-1 

8 2 Y = SO2; X = S-C=NH(NHCH3) >8,377 x10-1 >8,377 x10-1 1,05 x10-1 

9 2 Y = SO; X = S-C=NH(NHCH3) >8,851 x10-1 44,2 4,42 x10-1 

10 3 Y = O; X = S-C=NH(NHCH3) 3,5 x10-3 7,003 x10-3 > 8,98 x10-1 

11 2 Y = O; X = SC=NHNH2 8,8 x10-3 8,771 x10-3 >1,124 

  Anfotericina B 5,4 x10-3 5,411 x10-3 5,411 x10-3 

Fonte : Adaptado de Silva, 2005; Nogueira, 2006 

 

Silva (2005) demonstrou por meio da técnica de biossensor modificado 

com ADN e por voltametria de pulso diferencial (VDP) que estes compostos 

possuem interação com o dodecâmero do B-ADN. 

É digno de nota que os compostos S-isotioureídos são de fácil síntese 

(Figura 1.22), levando a altos rendimentos (Silva, 2005; Denk; Ye, 2005; 

Nogueira, 2006; Bahekar et al.,2007). 
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Figura 1.22 -   Equação geral da síntese de S-alquilsiotiouréias 
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2- IMPORTÂNCIA E JUSTICATIVA 

 

Com os avanços da medicina, o número de pacientes em internação 

hospitalar prolongada cresceu muito. Tais internações propiciam uma maior 

exposição do paciente a patógenos multirresistentes, comumente presentes nos 

centros hospitalares (McGowan & Tenover, 2004; Harbarth & Samore, 2005). 

Adicionalmente, nos últimos anos houve um crescimento da população de 

pacientes imunologicamente vulneráveis a fungos e bactérias levando a um 

aumento da frequência de infecções causadas por patógenos oportunistas 

gerando um grande crescimento das doenças infecciosas emergentes (DIEs) 

(Fauci, 2004; Jones et al, 2008) e das infecções fúngicas invasivas (IFIs) (Ruping 

et al., 2008). São freqüentes os casos de candidíase invasiva, de cryptocococe 

pulmonar invasiva, de pneumonia por Pneumocystis carinii (Marques, 1995) 

Entre as espécies mais invasivas do gênero Candida, que são 

responsáveis por quadros graves de candidíases, incluem C. glabrata, C. 

parapsilosis e C. krusei (Colombo & Guimarães, 2003). Cryptococcus neofarmans 

é o segundo mais comum fungo oportunista em pacientes HIV positivos (Scorzoni 

et al., 2007). 

Outro agente patogênico que tem se tornado um grande problema de 

saúde pública é o Pneumocistis carinii, fungo causador de pneumonia, uma 

infecção oportunista que acomete 80% dos indivíduos HIV positivos (Lombardy et 

al., 1996; Edwards et al., 1992), sendo a causa mais comum de morbidade e 

mortalidade entre esses indivíduos (Lombardy et al., 1996).  

Uma outra grave questão é o uso incorreto e indiscriminado de antibióticos 

e antifúngicos de amplo espectro de ação que tem levado ao surgimento de 

populações de microrganismos resistentes a estes agentes quimioterápicos 

(Sundriyal et al., 2006). Outros fatores que têm contribuído para o crescimento 

das infecções fúngicas são, por exemplo, o aumento da sobrevida de pacientes 

com doenças imunossupressoras e o emprego de medicamentos 

imunossupressores. 

Os fármacos antifúngicos disponíveis produzem recorrência, além de 

apresentarem significativa toxicidade (Espinel-Ingroff, 2001; Perfect et al, 2003; 

Fenner et al., 2006). A pentamidina (Figura 1.19, pag 32) e seus análogos têm-se 

mostrado ativos contra Plasmodium falciparum, Cryptosporidiuim parvum, 
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Toxoplasma gondii, Giardia lambia, Leishmania mexicana e Leishmania 

amazonensis (Lombardy et al., 1996; Edwards et al., 1992), Aspergillus fumicatus, 

Fusarium solani, várias espécies de Candida, incluindo cepas de C. albicans e 

Cryptococcus neofarmans resistentes a fluconazol (Hall et al., 1998). Os análogos 

rígidos e semi-rígidos da pentamidina (Figura 1.18, pag 32) apresentam uma 

potência maior, uma toxidez menor e se ligam mais fortemente ao ADN, quando 

comparados com ela. Quando comparada a pentamidina, a furamidina (Figura 

1.19, pag 32) apresenta um maior valor de ∆Tm, e é significativamente mais 

potente e menos tóxica que a pentamidina (Trent et al., 1996) em testes 

biológicos frente à pneumonia causa da por Pneumocistis carinii (PCP).  

Assim, o crescimento das doenças infecciosas emergentes (DIEs) e das 

infecções fúngicas invasivas (IFIs), o aumento progressivo da resistência dos 

microrganismos a antibióticos e antifúngicos, a toxicidade destes medicamentos, 

aliado ao grande número de doenças causadas por microrganismos e ao impacto 

socioeconômico causado por tais doenças, justificam a constante busca de novas 

entidades químicas (NCEs do inglês New chemical entities) que possam ser 

compostos-líderes para o desenvolvimento de novos agentes antitumorais e 

antifúngicos, como os propostos neste trabalho. Além disso, torna-se um desafio 

o planejamento de compostos com atividade antimicrobiana com menores efeitos 

adversos, com alto rendimento e de fácil síntese. 

Utilizando os resultados da modelagem molecular, QSAR e informações da 

literatura discutidas previamente (Montanari et al., 1996), foi proposta a síntese 

dos seguintes compostos furânicos 2,5-bis-benzamidínicos (Figura 2.1): 

FB1 X= O      R= H
FB2 X= NH   R= H
FB3 X= O     R= Me
FB4 X= O     R= (CH3)2CH

NH

NH2

O

X

R

X NH2

NH

 

Figura 2.1 -  Estrutura dos compostos propostos planejados de forma racional por 
estudos de QSAR 
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O objetivo inicial deste trabalho era realizar os estudos de modelagem 

molecular, QSAR, SAR, sintetizar e estudar a atividade antifúngica de furamidinas 

amidinícas propostas. Contudo houve uma grande dificuldade de obtenção grupo 

amidina, pois as metodologias conhecidas são de condições vigorosas e no nosso 

caso, ou haveria  a clivagem do anel furânico, ou não aconteceria a reação 

esperada para formação dos amidino-derivados. Em revisão bibliográfica 

descobriu-se que o grupo funcional S-isotioureído (R-S-C(=NH)NH2.HCl) possui 

atividade antimicrobiana, está carregado positivamente em pH fisiológico e é 

considerado isostérico ao grupo amidina (R-C(=NH)NH2.HCl), também protonada 

nesse meio. Desta forma foi proposta a síntese e o estudo da atividade 

antifúngica de novos derivados S-isotioureídos substituídos (Figura 2.2). 

 

O

S S

NR

NHR' NHR'

NR

I a)R= R'= H  b) R= R' = Me

O

S O

O

S
NHR'

NRNR

NHR'

II a)R= R'= H  b) R=H  R' = Me  

Figura 2.2 -  Estruturas de novos compostos tipo S-isotioureído potencialmente 
antifúngicos. 

 
Os compostos S-isotiureídos são utilizados geralmente como 

intermediários sintéticos para obtenção de grupos tióis (ou mercaptanas) a partir 

da reação de haletos de alquila com excesso de tiouréia (NH2C(=S)NH2) em 

etanol aquecido a refluxo (Denke & Ye, 2005; Bahekar et al., 2007).  

Os compostos S-isotioureidos funcionalizados, estudados dentro do 

LASELORG-NEQUIM (Tabela 1.1, pag. 38), têm se mostrado de fácil síntese 

levando a bons rendimentos. No entanto estes compostos ainda são pouco 

estudados quanto à atividade farmacológica. É importante lembrar que estes 

compostos apresentaram interação com o ADN comprovada por ITC (Isothermal 

Titration Calorimmetry) e por biossensor de ADN e que se mostraram com 

potencial aplicação como agentes antitumorais e antifúngicos.  
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3- OBJETIVOS  

3.1- OBJETIVOS GERAIS  

Objetiva-se com este trabalho: 

• Realizar estudos de ancoragem molecular (docking), QSAR e SAR de 

furanobenzoamidinas frente à Pneumocystis carinii, Candida albicans e 

Cryptococcus neofarmans.  

• Realizar a síntese de compostos amidínicos e isotioureidos com potencial 

atividade antifúngica.  
 

3.2- OBJETIVOS ESPECíFICOS 

• Estudar a interação de derivados tipo furamidino bis-benzamidínicos 

utilizando ancoragem molecular manual com B-ADN 

• Estudar relação estrutura-atividade biológica de derivados bis-

benzamidínicos frente à Pneumocystis carinii, Candida albicans e Cryptococcus 

neofarmans utilizando técnicas quimiométricas, QSAR-2D e 3D. 

• Propor novos compostos que possuam atividade biológica frente aos fungos 

Pneumocystis carinii, Candida albicans e Cryptococcus neofarmans. 

• Sintetizar os compostos isotioureídos substituídos Ia e Ib e IIa e IIb. 

O

S S

NR

NHR' NHR'

NR

I a)R= R'= H  b) R= R' = Me

O

S O

O

S
NHR'

NRNR

NHR'

II a)R= R'= H  b) R=H  R' = Me
 

• Identificar os compostos sintetizados utilizando técnicas espectrométricas 

usuais (espectrometria na região do Infravermelho, espectrometria de massas por 

ionização electrospray e ressonância magnética nuclear de 1H e de 13C). 

• Estudo da atividade antifúngica dos isotioureídos funcionalizados frente à 

Candida albicans e Cryptococcus neofarmans. 

• Testes de atividade antitumoral dos compostos obtidos. 
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4. PROCEDIMENTO 

4.1- Modelagem molecular 

4.1.1- Ancoragem molecular utilizando Metodologia-1  e energias envolvidas 
no complexo ADN-ligante 

Para uma análise preliminar da rotina a ser seguida foi construído um 

banco de dados (Banco de dados-1) com 15 compostos benzamidínicos 

substituídos (Boykin et al., 1998), mostrado na Tabela 4.1 escolhidas segundo os 

seguintes critérios: possuir valores quantitativos de ∆Tm ou atividade biológica 

frente P. carinii descritos na literatura e se ligarem à fenda menor do d-B-ADN em 

regiões ricas em adenina-timina (A-T). 

 

Tabela 4.1 -  Compostos bisbenzamidínicos e respectivos valores de ∆Tm (°C),  
log ∆Tm e % de cistos de P. carinii/g de pulmão de rato (Boykin et al., 1998; Hall et 
al., 1998 ) 

continua 

Molécula  Tm (°C)  log ∆∆∆∆Tm 
% cistos de P. carinii  /g 
de pulm ão de rato (dose 

mol/Kg/dia)  
salina - - 100 

N
H

N
+

H

H

H

O O

N
+

HH

N
H

+

H

 
Pentamidina 

4,8 0,681 0,61 ± 0,27 (13,3) 

NH

NH2

O

O

O

NH

NH2

 
Mol01 

11,7 1,068 5,65 ± 2,76 (2,7) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol02 

- - 0,16 ± 0,13 (10,60) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol03 

- - 0,05 ± 0,13 (10.4) 

O

NH

NH

NH

NH
OH

OH

 
Mol04 

11,0 1,041 0,60 ± 0,28 (10,4) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol05 

13,0 1,114 0,08 ± 0,04 (10,6) 

O

NH

NH

NH

NH

 

Mol06 
14,4 1,158 0,20 ± 0,18 (10,8) 
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Tabela 4.1 -  Compostos bisbenzamidínicos e respectivos valores de ∆Tm (°C),  
log ∆Tm e % de cistos de P. carinii/g de pulmão de rato (Boykin et al., 1998) 

conclusão 

Molécula  ∆∆∆∆Tm (°C)  log ∆∆∆∆Tm 
% cistos de P. carinii  /g 

de pulmão de rato  

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol07 

12,4 1,093 
 0,03 ± 0,01 (10,8) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol08 

13,3 1,124 
 0,24 ± 0,14 (10,8) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol09 

10,0 
1,000 

 2,20 ± 1,35 (10,0) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol010 

14,8 
1,170 

 0,05 ± 0,01 (9,9) 

O

NH

NH

NH

NH

C3
CH3

CH3

M
ol11 

11,2 
1,049 

 2,38 ± 0,89 (9,7) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol12 

15,8 
1,199 

 0,03 ± 0,02 (9,4) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol13 

10,0 1,000 
 24,43 ± 14,7 (4.8) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol14 

15,4 
1,188 

 0,02 ± 0,01 (9,1) 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol15 

10,6 
1,025 

 43,9 ± 14,23 (8,7) 

 

As moléculas foram construídas na sua forma protonada utilizando o 

programa SYBYL versão 6.7 (SYBYL 6.7, 2000) na estação de trabalho Silicon 

Graphics, com o grupo R ocupando as posições 2’ e 3’ e suas combinações 

(Figura 4.1, pag. 45). As cargas parciais dos átomos dos compostos foram 

calculadas utilizando o programa MOPAC v. 7.0 por métodos semi-empíricos de 

cálculo usando o Hamiltoniano MNDO-ESP (MOPAC v. 7.0, IN 47405; Rocha, 

1998; Oliveira et al., 2003). 
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Conformação a - Corresponde a conformação onde as substituições no nitrogênio do 
grupo amidínico estão nas posiçães R2 e R2'
Conformação b - Corresponde a conformação onde as substituições no nitrogênio do 
grupo amidínico estão nas posições R3 e R3'
Conformação c - Corresponde a conformação onde as substituições no nitrogênio do 
grupo amidínico estão nas posições R2 e R3'
Conformação d - Corresponde a conformação onde as substituições no nitrogênio do 
grupo amidínico estão nas posições R3 e R2'  

Figura 4.1-  Posições dos substituintes no grupo amidínico 

 

Utilizando o programa MacroModel 5.5 (MacroModel v. 5.5) e a estrutura 

obtida por cristalografia de raios X do complexo do d-B-ADN-pentamidina 

(dodecâmero do B-ADN-pentamidina) obtida do Protein Data Bank (arquivo PDB 

227D), os complexos ADN-ligantes foram construídos. 

A pentamidina presente no complexo foi substituída pelas bisbenzamidinas. 

Para esta substituição, as benzamidinas foram superpostas à pentamidina e após 

a superposição, a pentamidina foi retirada. Em seguida, as moléculas foram 

ajustadas manualmente dentro da fenda na região rica em pares de bases A:T,  

utilizando uma monitoração de contatos para prevenir os contatos de van der 

Waals indesejáveis baseados em um critério de distância. Isto foi feito porque as 

benzamidinas do banco de dados-1 possuem substituições nos nitrogênios 

amidínicos, o que não ocorre na pentamidina, e algumas vezes estes grupos 

possuíam contatos indesejáveis com as paredes da fenda menor do ADN.  

Os complexos d-B-ADN-ligante obtidos foram então minimizados usando o 

procedimento MM-DM-MM (mecânica molecular –dinâmica molecular –mecânica 

molecular) no programa MacroModel 5.5 como descrito por Oliveira et al., 2003. 

Na  minimização utilizando mecânica molecular (Anexo 1-Procedimento 1, pag 

131) foram feitos 2500 ciclos utilizando o campo de força AMBER (Weiner et al., 

1984), tratamento eletrostático dependente da distância dielétrica eletrostática e 

constante dielétrica molecular simulando a presença de água. A minimização foi 

feita utilizando o método de gradiente conjugado. As distâncias de cut off do 
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cálculo foram utilizadas as condições padrões do programa ( 20 Å para carga 

eletrônica e 8 Å para VDW). 

O complexo de menor energia foi submetido à dinâmica molecular com o d-

B-ADN e o ligante flexível (Anexo 1-Procedimento2, pag 131). A temperatura 

utilizada foi de 300 K, o tempo total da dinâmica foi de 20 picosegundos com 

passos de 1,5 femtosegundos. O complexo de menor energia foi minimizado 

utilizando mecânica molecular (Anexo 1-Procedimento 3, pag 131) utilizando as 

mesmas condições de análise descritas anteriormente para a minimização 

utilizando mecânica molecular.  

Após a minimização, foram calculadas as energias dos complexos (Ecompl), 

dos ligantes (Eligcompl) e do d-B-ADN (EADNcompl) na conformação presente no 

complexo (Anexo 1-Procedimento 4). 

Para se obter a conformação de menor energia dos ligantes isolados 

(Eligmenor energia) e do d-B-ADN (EADNmenor energia) foi realizada novos procedimentos 

de dinâmica molecular (Anexo 1- procedimento 5, pag 132). A temperatura 

utilizada foi de 300 K. O tempo total da dinâmica foi de 20 picosegundos com 

passos de 1,5 femtosegundos. 

As energias de interação (Eint), energia de perturbação do ligante (Eligpert), 

energia de perturbação do d-B-ADN (EADNpert), a energia de perturbação total 

(ETotalpert) e de ligação (Elig) foram calculadas segundo as equações abaixo 

(Montanari et al., 1996, Rocha, 1998; Oliveira et al., 2003): 

Eint= Ecompl –(EADNcompl + Eligcompl.)   

Eligpert = Eligcompl - Eligmenor energia  

Etotalpert = EADNpert  + Eligpert   

Elig =Eint  + Etotalpert 

 

Onde  

Ecompl = energia total do complexo 

Eligcompl = energias de ligação do ligante no complexo 

Eligpert = energias de perturbação do ligante 

Eligmenor energia = energias do ligante na conformação de menor energia 

Etotalpert = energias de perturbação do complexo 

 EADNpert  = energias de perturbação do ADN 

Eligpert  = energias de perturbação do ligante 
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Elig = energias de ligação 

Eint  = energias de interação 

 

O procedimento seguido pode ser esquematizado na Figura 4.2. 

construção do complexo 

ligante-B-DNA

minimização mecânica 
molecular complexo 

ligante-B-DNA

minimização mecânica 
molecular

B-DNA rígido B-DNA flexível

complexo 

ligante-B-DNA

mimização

dinâmica molecular

B-DNA flexível

complexo 

ligante-B-DNA

complexo 

ligante-B-DNA

B-DNA na 
conformação de 
menor energia

B-DNA isolado

ligante isolado

dinâmica molecular

dinâmica molecular

ligante na 

conformação de 

menor energia

B-DNA flexível

minimização mecânica 
molecular

 

Figura 4.2- Procedimento geral da ancoragem molecular manual flexível 

utilizada. 

Com o objetivo de avaliar se o método conseguia reproduzir a conformação 

obtida por cristalografia de raios X, as conformações das moléculas (Tabela 4.1, 

pág. 42) Mol06  (arquivo PDB 298D), Mol07  (arquivo PDB 289D), Mol14  (arquivo 

PDB 1EEL), Mol15  (arquivo PDB 1FMS) obtidas por ancoragem molecular 

manual foram comparadas com aquelas da estrutura obtidas por cristalografia de 

raios X, através do cálculo de RMS (Root Mean Square) utilizando o programa 

INSIGTH II versão 97 (Molecular Simulations Incorporated, 1997). 

A escolha da conformação (conformações a, b, c ou d, Figura 4.1, pag 45) 

do ligante a ser utilizada nos estudos de QSAR clássico e 3D baseou-se nos 

seguintes critérios: 

• valores de RMS baixos para as moléculas Mol06 , Mol07 , Mol14  e 

Mol15 nas conformações obtidas do procedimento MM- DM- MM quando 
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comparadas com as estruturas na conformação aquela observada pela 

cristalografia de raios X; 

• valores de energia de ligação calculados mais altos; 

• análise da posição adotada pelos substituintes nas estruturas obtidas 

por  cristalografia de raios X dos arquivos PDB. 

Diante dos resultados obtidos na análise preliminar, a conformação 

escolhida para realização dos estudos de ancoragem molecular foi aquela em que 

os grupos substituintes ocuparam a posição 3,3’ (conformação b, Figura 4.1, pág. 

45), porque ela é a conformação observada nas estruturas do PDB e a energia de 

ligação e interação são maiores (número absoluto) para os complexos com 

moléculas nesta conformação. 

4.1.2 - Ancoragem molecular utilizando Metodologia-2 e ener gias envolvidas 
no complexo ADN-ligante  

O procedimento MM-DM-MM foi repetido com algumas alterações na rotina 

de trabalho na dinâmica molecular. A dinâmica foi feita em três etapas (Anexo 1-

Procedimento 5, pag 132) com a temperatura constante de 300 K. Na primeira 

etapa, o tempo total de dinâmica foi de 100 picosegundos com passos de 1,5 

femtosegundos. Na segunda etapa o tempo total de dinâmica foi de 300 

picosegundos com passos de 1,5 femtosegundos. Na terceira etapa o tempo total 

de dinâmica foi de 500 picosegundos com passos de 1,5 femtosegundos e foi 

observado que ao utilizar esta rotina ocorria uma deformação no d-B-ADN; assim, 

optou-se por trabalhar com o octâmero do B-ADN (o-B-ADN) para evitar esta 

deformação. O procedimento foi repetido e diante do resultado adequado obtido, 

a rotina foi mantida e utilizada em um banco de dados maior (Banco de dados-2, 

Tabela 4.2, pag 49). Os critérios utilizados para escolha dos compostos para este 

novo banco foram: 

• ligar a fenda menor do B-DNA e ser compostos bisbenzamidínicos; 

• possuir valores quantitativos de ∆Tm (°C) ou atividade biológica frente 

Pneumocystis carinii, Cryptococcus neofarmans e/ou Candida albicans descritos 

na literatura.  

Com as moléculas FB1, FB2, FB3 e FB4 (Figura 2.1, pag 40), foram 

também realizados estudos de ancorarem molecular com o-B-ADN utilizando o 

procedimento MM-DM-MM. Estas moléculas foram planejadas utilizando os 

resultados da modelagem molecular e QSAR realizados previamente por nosso 
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grupo (Rocha, 1998; Oliveira et al, 2003; Montanari et al., 1996) e cuja síntese foi 

proposta inicialmente.  

 

Tabela 4.2 -  Compostos bisbenzamidínicos e atividade biológica frente aos 
Pneumocystis carinii (Boykin et al., 1998; Hall et al., 1998), Cryptococcus 
neofarmans e Candida albicans (Del Poeta et al., 1998a; Del Poeta et al., 1998b; 
Lombardy et al., 1996; Francesconi et al., 1999) 

continua 

Molécula 

% cistos de P. 
carinii  /g de 

pulmão de rato 
(µmol/Kg/dia) 

Log MIC -1 
C. 

neofarmans 
(mol/L) 

Log MIC -1 

C. albicans 
(mol/L) 

∆∆∆∆Tm 

(°C)  
Log 
∆∆∆∆Tm 

Solução salina 100% - - - - 

HN
NH

O

NH2NH2

 
Mol01 

 

5,65 ± 2,76 (2,7) 7,39 7,68 7,68 1,068 

O

NH

NH

NH

NH
CH3

C3

 
Mol02 

0,16 ± 0,13 
(10,6) 

- - - - 

O
NH

NH

NH

NH CH

CH3

 
Mol03 

0,05 ± 0,02 
(10,4) 

- - - - 

O

NH

NH

NH

NH

OH

O

 
Mol04 

0,60 ± 0,28 
(10,4) 

- - 11 1,042 

O

NH

NH

NH

NHCH3
C

 
Mol05 

0,08 ± 0,04 
(10,6) 

8,40 7,49 13 1,114 

O

NH

NH

NH

NH
CHCH3

CH3
CH3

 
Mol06 

0,20 ± 0,18 
(10,8) 

7,79 7,52 14,4 1,158 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol07 

0,03 ± 0,01 
(10,8) 

8,09 7,82 12,4 1,093 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol08 

0,024 ± 0,14 
(10,8) 

8,73 7,82 13,3 1,124 
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Tabela 4.2-  Compostos bisbenzamidínicos e atividade biológica frente aos 
Pneumocystis carinii (Boykin et al., 1998; Hall et al., 1998;), Cryptococcus 
neofarmans e Candida albicans  (Del Poeta et al., 1998a; Del Poeta et al., 1998b; 
Lombardy et al., 1996;Francesconi et al., 1999) 

continua 

Molécula 

% cistos de P. 
carinii  /g de 

pulmão de rato 
(µmol/Kg/dia) 

Log MIC -1 
C. neofarmans  

(mol/L) 

Log MIC -1 
C. albicans 

(mol/L) 

∆∆∆∆Tm 
(°C) 

Log 
∆∆∆∆Tm  

O

NH

NH

NH

NH

CH3

C

CH3

CH3

 
Mol09 

2,20 ± 1,35 
(10,0) 

8,13 7,25 10 1 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol10 

0,05 ± 0,01  
(9,9) 

8,73 7,53 14,8 1,17 

O

NH

NH

NH

NH

CH3

C

CH3

CH3

 
Mol11 

2,38 ± 0,89 
 (9,7) 

7,85 7,25 11,2 1,049 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol12 

0,03 ± 0,02 
 (9,4) 

8,75 7,85 15,8 1,199 

O

NH

NH

NH

NH

CH3

C

CH3

CH3

 
Mol13 

24,43 ± 14,7 
(4,8) 

7,55 6,65 - - 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol14 

0,02 ± 0,01  
(9,1) 

8,48 7,57 15,4 1,187 

O

NH

NH

NH

NH

 
Mol15 

43,9 ± 14,23 
(8,7) 

- - 10,6 1,025 

O O

HN

NH2

NH

NH2  
Mol18 

0,61 ± 0,27 
(13,3) 

- - 4,8 0,681 

NH2

N N

HN

NH2

NH

 
Mol20 

- - - 11,3 1,053 



Procedimento 

51 
 

Tabela 4.2 -  Compostos bisbenzamidínicos e atividade biológica frente aos 
Pneumocystis carinii (Boykin et al., 1998; Hall et al., 1998;), Cryptococcus 
neofarmans e Candida albicans  (Del Poeta et al., 1998a; Del Poeta et al., 1998b; 
Lombardy et al., 1996;Francesconi et al., 1999) 

continua 

Molécula 

% cistos de P. 
carinii  /g de 

pulmão de rato 
(µmol/Kg/dia) 

Log MIC -1 
C. 

neofarmans 
(mol/L) 

Log MIC -1 

C. albicans  
(mol/L) 

∆∆∆∆Tm 

(°C)  
Log ∆∆∆∆Tm  

NH2

NH
N

N

N

N

NH2

HN

 
Mol21 

31,82 ± 5,19 
(27,1) 

- - 10,0 1 

NH2

NHN

N

N

N

NH2

HN

O

 
Mol22 

1,8 ± 0,57 - - 14,4 1,158 

O O

HN

NH2

NH
CH3 3HC

NH2  
Mol23 

0,6 ± - - 16,3 1,212 

N

N

NH2

HN
NH

NH2

N

N

 
Mol24 

0,99 ± 0,36  
(28,8) 

- - 15,9 1,201 

NH2

NHN

N

N

N

NH2

HN

 
Mol25 

2,68 ± 0,47 
(29,0) 

- - 22,8 1,358 

HN
NH

O

NH2NH2

 
Mol26 

- 8,03 7,73 - - 

NH2

NH2

O

HN

NH

 
Mol27 

0,30 ± 0,24 - - 9,1 0,959 

NH2O

N CH3

NH2

NCH3

 
Mol28 

0,4 - - 10,9 1,136 
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Tabela 4.2 -  Compostos bisbenzamidínicos e atividade biológica frente aos 
Pneumocystis carinii (Boykin et al., 1998; Hall et al., 1998;), Cryptococcus 
neofarmans e Candida albicans (Del Poeta et al., 1998a; Del Poeta et al., 1998b; 
Lombardy et al., 1996; Francesconi et al., 1999) 

conclusão 

Molécula 

% cistos de P. 
carinii  /g de 
pulmão de 

rato 
(µmol/Kg/dia)  

Log MIC -1 
C. neofarmans  

(mol/L) 

Log MIC -1 
C. albicans 

(mol/L) 

∆∆∆∆Tm 

(°C)  
Log ∆∆∆∆Tm  

NH2O

N

NH2

N

 
Mol29 

0,01 - - 13,6 1,136 

NH2O

N

NH2

N

 
Mol30 

0,16 - - - - 

NH2

NH

NH2

NH

O

 
Mol31 

- 7,74 6,73 - - 

N
H

NH

N

O

N
H

NH

NH2

N N

 
Mol32 

- 8,05 8,05 - - 

NH

NH

O

N
H

NH

NH
N

CH3

CH3

C CH3

 
Mol33 

- 7,56 6,66 - - 

NH

N2

O O

NH

NH2

 
Mol34 

- 7,40 6,49 - - 

NH

N2

NH NH

NH

NH2

 
Mol35 

- 8,30 9,21 - - 

NH

N2

NH NH

NH

NH2

NH2 NH2

 
Mol36 

- 7,13 7,44 - - 

NH

N2

O O

NH

NH2

 
Mol37 

- 8,02 7,12 - - 

NH

N2

O O

NH

NH2

O O
NH2 NH2

 
Mol38 

- 6,89 6,59 - - 
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As energias Eint, Epert e Elig foram calculadas utilizando o procedimento 

descrito na seção 4.1.1 (página 46). Foram feitas análises de RML utilizando o 

programa Bilin (Kubinyi, 2009) para observar se havia alguma correlação entre os 

valores energia de ligação calculados e atividade (log MIC–1) frente aos fungos 

Candida albicans e Cryptococcus neofarmans. 

4.1.3- Avaliação das bases nitrogenadas envolvidas na interação o-B-ADN-
ligante e análise das ligações de hidrogênio presen tes no complexo ADN-
ligante  

Utilizando o programa MacroModel, as ligações de hidrogênio existentes 

entre o ligante e a fenda menor do o-B-ADN foram avaliadas utilizando os 

seguintes parâmetros: limite de corte de ligação de hidrogênio de 3,0 Å, ângulo 

doador de 120 Å,  ângulo aceptor de 90 Å. As bases envolvidas na interação com 

o-B-ADN com as moléculas Mol06 , Mol07 , Mol14  e Mol15 (Tab 4.2, pag 49) 

foram comparados com as estruturas cristalográficas do arquivo PDB. 

Os números de átomos doadores e receptores de ligação de hidrogênio no 

ligante foram avaliados também no programa Tsar versão 3.21 (Tsar 3.21, 2000). 

4.2- Estudos de reconhecimento de padrões e QSAR 

Utilizando o programa Tsar versão 3.21, as moléculas na conformação 

obtida nos estudos de ancoragem molecular manual foram alinhadas utilizando 

alinhamento baseado na massa e na carga atômica (massa peso = 1, carga peso 

= 10).  

4.2.1- Estudos de reconhecimento de padrão frente a  Pneumocystis carinii  

Para as moléculas Mol01  a Mol15  (Tabela 4.2, pág. 49) alinhadas (Seção 

4.2) que apresentavam atividade biológica frente ao fungo P. carinii descritas na 

literatura, testadas na concentração de aproximadamente 10,0 µmol/kg/dia, 50 

parâmetros físico-químicos (estereoquímicos, eletrônicos, topológicos, lipofílicos e 

de similaridade) foram calculados e normalizados, segundo procedimento 

média/desvio utilizando o programa Tsar versão 3.21.  

Ainda utilizando mesmo programa, fez-se a PCA com o objetivo de separar 

os compostos em famílias de acordo com suas potências (potentes e pouco 

potentes). Foram utilizados 50 descritores padronizados segundo procedimento 

média/desvio e as quatro primeiras componentes principais foram correlacionadas 
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e, através destas correlações foram buscados padrões de similaridade e de 

reconhecimento entre os diferentes compostos. 

4.2.2- Estudos de reconhecimento de padrões frente a Candida albicans e 
Cryptococcus neofarmans 

Para as moléculas das bisbenzamidinas (Tabela 4.2, pág. 49) alinhadas 

(Seção 4.2, pag 53) que apresentavam a sua atividade biológica frente à Candida 

albicans e Cryptococcus neofarmans descritas na literatura e para as moléculas 

planejadas foram calculados e normalizados segundo procedimento média/desvio 

utilizando o programa Tsar versão 3.21, 50 parâmetros físico-químicos 

(estereoquímicos, eletrônicos, topológicos, lipofílicos e de similaridade).  

Na análise de PCA, também foram utilizados 50 descritores padronizados 

segundo procedimento média/desvio e as quatro primeiras componentes 

principais foram correlacionadas. A análise dos gráficos dos autovetores das 

componentes principais tambem foi realizada. A separação de grupos obtidos na 

análise de PCA foi confirmada utilizando HCA, programa Tsar versão 3.21.  

4.2.3- Estudos de QSAR-2D frente a Candida albicans 

Análise de RML foi realizada usando o programa BILIN, tendo como grupo 

de treino os compostos, Mol01 , Mol05 , Mol06 , Mol07 , Mol08 , Mol13 , Mol14 , 

Mol26 , Mol31 (Tabela 4.2, pag 49) e como grupo de teste os compostos Mol09 , 

Mol10  e Mol11 (Tabela 4.2, pag 49), escolhidos de forma aleatória. O método de 

validação cruzada escolhido foi o método LOO. Utilizando esta análise foram 

calculados os valores de log MIC-1 dos compostos do grupo de treino. O gráfico 

de log MIC-1 real versus log MIC-1 predito foi construído utilizando o programa 

Origin 6.0 (Microcal, 1991). 

A atividade biológica dos compostos do grupo de teste e a porcentagem de 

erro desta análise foram calculadas. O gráfico de erro versus valores preditos foi 

traçado e os valores de log MIC-1 para os compostos planejados foram 

calculados. 

4.2.4- Estudos de QSAR-2D frente a C ryptococcus neofarmans 

Inicialmente foi feita uma análise estatística dos dados utilizando o 

programa Tsar versão 3.21. Utilizando-se a mesma metodologia descrita 

anteriormente, foi feita RML utilizando o programa BILIN tendo como grupo de 

treino os compostos Mol06, Mol08, Mol09, Mol10, Mol11, Mol13, Mol14, Mo l26 
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e Mol31 (Tabela 4.2, pag 49) e como grupo de teste os compostos Mol01, Mol05 

e Mol07 (Tabela 4.2, pag 49) escolhidos de forma aleatória. Foi utilizado como 

variável dependente os valores de log MIC-1 frente ao fungo Cryptococcus 

neofarmans e como variáveis independentes utilizando os parâmetros calculados 

anteriormente. O método de validação cruzada escolhido foi o método LOO. 

Utilizando esta análise, os valores de log MIC-1 dos compostos do grupo de treino 

foram calculados e o gráfico de log MIC-1 real versus log MIC-1 predito foi 

construído.  

4.2.5- Estudos de QSAR-3D 

Utilizando o software SYBYL, foi construído um banco de dados utilizando 

as moléculas das bisbenzamidinas (Tabela 4.2, pag 48) que apresentavam 

atividade biológica frente aos fungos Candida albicans e Cryptococcus 

neofarmans descritas na literatura (Del Poeta et al., 1998). As moléculas do banco 

de dados (Tabela 4.2, pag 49) e as planejadas anteriormente (Figura 2.1, pag 40) 

foram alinhadas por distribuição massa/carga, utilizando o método ponto a ponto 

considerando os átomos do provável grupo farmacofórico da pentamidina 

representados pelos átomos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 7’, 8’ e 9’). 

 

Figura 4.3-   Átomos da pentamidina utilizados no alinhamento pelo método 

ponto a ponto 

Na análise de QSAR-3D foi utilizado o método CoMFA disponível no 

SYBYL (Cramer et al., 1988; SYBYL 6.7, 2000; Muegge; Oloff, 2006). Foram 

utilizados diferentes tipos de sondas, espaçamentos dos pontos e raios de corte. 

Baseado no conhecimento da interação destes compostos com a fenda menor do 

d-B-ADN, foram escolhidas sondas que fossem capazes de mimetizar a interação 

do ligante com o alvo biológico: a sonda O2 (oxigênio sp2) aceptor de ligação de 

hidrogênio, a sonda O3 (oxigênio sp3) aceptor de ligação de hidrogênio, a sonda 

Nar (nitrogênio sp2 pertencente a anel aromático), a sonda CH3+1 (sonda default 

do programa), a sonda N3 (nitrogênio sp3) aceptor de ligação de hidrogênio e 

sonda H+ doadora de ligação de hidrogênio. 
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O tamanho da caixa utilizado foi de 31 Å, 15 Å e 13 Å em relação os eixos 

X, Y e Z respectivamente. Para reduzir o número de variáveis calculadas para 

cada modelo foram utilizados raios de corte para os campos eletrostático e 

estereoquímico; e para melhorar a eficiência e diminuir o ruído, foi empregado um 

filtro de coluna para excluir colunas com variância menor que 2 Kcal/mol. 

O modelo foi obtido através de análises de PLS utilizando como variáveis 

dependentes valores de log MIC-1 frente aos fungos Candida albicans e 

Cryptococcus neofarmans e o método validação cruzada utilizado foi o LOO.  

4.2.5.1- Estudos de QSAR-3D  frente a Candida albicans  

Foi utilizado como grupo de treino os compostos Mol01, Mol05, Mol06, 

Mol07, Mol08, Mol13, Mol14, Mol26 e Mol31  (Tabela 4.2, pag 49) como grupo de 

teste os compostos Mol09, Mol10 e Mol11  (Tabela 4.2, pag 49) escolhidos de 

forma aleatória. As melhores condições de análises obtidas se encontram 

resumidas na Tabela 4.3. 

 

Tabela 4.3-  Condições de análise utilizados no procedimento de CoMFA frente a 
Candida albicans 
Análise  Peso  sonda  Carga ntervalo dos 

pontos (Å) 
Raios de corte (Kcal/mol)  

Estereoquímico  Eletrostático  
1 - O2 0 1,5:1,5:1,5  8 16 
2 0,6 O2 0 1,5:1,5:1,5  8 16 
3 - O3 0 1,0:1,0:1,0  8 16 
4 0,3 O3 0 1,0:1,0:1,0  8 16 
6 - CH3  +1 1,5:1,5:1,5  8 16 
7 0,3 CH3  +1 1,5:1,5:1,5  8 16 
8 - N3 0 1,0:1,0:1,0  8 16 
9 0,3 N3 0 1,0:1,0:1,0  8 16 

 

Utilizando estas análises os valores de log MIC-1 frente à Candida albicans 

foram calculados para os compostos do grupo de treino, grupo de teste, os 

compostos planejados e os compostos do grupo de validação externa. As 

atividades biológicas calculadas foram comparadas com os valores descritos na 

literatura (Del Poeta et al., 1998a, Del Poeta et al., 1998b; Lombardy et al., 1996; 

Francesconi et al., 1999) e os mapas de contorno das análises foram construídos. 

4.2.5.2- Estudos de QSAR-3D frente a Cryptococcus neofarmans  

Foi utilizado como grupo de treino os compostos Mol01, Mol05, Mol06, 

Mol07, Mol08, Mol13, Mol14, mol26 (Tabela 4.2, pag 49) e como grupo de teste 
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os compostos Mol09, Mol10 e Mol11  (Tabela 4.2, pag 49) escolhidos de forma 

aleatória. As melhores condições de análises obtidas se encontram resumidas na 

Tabela 4.4. 

 
Tabela 4.4 -  Condições de análise utilizados no procedimento de CoMFA  frente a 
Cryptococcus neofarmans 

Análise  Peso Sonda Carga Intervalos dos 
pontos (Å) 

Raios de corte (Kcal/mol -) 
Estereoquímico  Eletrostático  

1 - CH3 +1 1:1:1 8 16 
2 0,3 CH3 +1 1:1:1  8 16 
3 - CH3 +1 1:1:1  0 16 
4 0,3 CH3 +1 1:1:1  0 16 
5 - O2 0 1:1:1  30 30 
6 0,3 O2 0 1:1:1 30 30 
7 0,6 O2 0 1:1:1  30 30 
8 0,6 O2 0 1:1:1  8 16 

10 0,3 O2 0 1:1:1  8 16 
11 0,3 N2 0 2:2:2  8 16 
13 - H +1 1:1:1  0 16 
14 0,3 H +1 1:1:1  0 16 
15 0,6 H +1 1:1:1  0 16 

 

Utilizando estas análises os valores de log MIC-1 frente à Cryptococcus 

neofarmans foram calculados para os compostos do grupo de treino, grupo de 

teste, os compostos planejados e os compostos do grupo de validação externa. 

As atividades biológicas dos compostos foram comparadas com os valores 

descritos na literatura (Del Poeta et al., 1998a; Del Poeta et al., 1998b, Lombardy 

et al., 1996; Francesconi et al., 1999). 
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4.3- Síntese 

4.3.1- Secagem de solventes e reagentes 

Os solventes e reagentes foram purificados de maneira usual (Perrin et al., 

1980). 

4.3.2- Tratamento da resina Dowex 50WX2 

A resina Dowex 50WX2 (18,70 g, capacidade de troca 4,8 meq/g sob a 

forma de Na+), foi tratada com ácido clorídrico 1mol/L (60 mL) e depois lavada 

com água até pH 7 (El Hajj et al., 1987; Weast, 1984). 

4.3.3- Aparelhos utilizados 

Aparelho de ponto de fusão  

As faixas de fusão foram determinadas em aparelho MQAPF-301 aparelho 

digital de ponto de fusão da marca Micro-química. 

 

Espectrômetro na região do infravermelho 

Os espectros na região do infravermelho foram obtidos em aparelho 

Schimadzu/IR-408 e no aparelho no aparelho Thermoscientific Nicolet 380 FT-IR 

por ATR (Departamento de Química-ICEx, UFMG). 

 

Espectrômetro de RMN de 1H e RMN de 13C 

 

Os espectros de RMN de 1H e RMN de 13C foram obtidos no espectrômetro 

BRUKER AVANCE DPX 400 e no BRUKER AVANCE DPX 200 (Departamento de 

Química-ICEx, UFMG), utilizando como padrão de referência interna o 

tetrametilsilano. 

 

Espectrômetro de Massas 

 

Os espectros de massas por ionização por eletrospray (ESI-MS) foram 

registrados no espectrômetro LQC Fleet Thermo Scientific no programa Xcalibur 

TM 2.0.7 (Departamento de Química-ICEx, UFMG). 
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4.3.4 - Preparação do 5-(hidroximetil)- 2-carbaldeidofurano  (composto 1) 

 

4.3.4.1 - Método 1   

Timko et al., 1977 

 

O OH
OH

OH

OH

OH

O

O
OH

OH

OH

OH

O

OH H

O

1

ácido oxálico; 50psi; N2,H2O 
desoxigenada; 740 rpm; 145°C; 2,5 h

 

Em um balão de 100 mL tritubulado, foram colocados 10,0 g (29,0 mmol) de 

sacarose, solubilizado em 60 mL de água desoxigenada e adicionados 70 mg (0,6 

mmol) de ácido oxálico. A solução foi colocada em autoclave (Parr 2,0 L de 

capacidade). A autoclave foi selada e pressurizada a 50 psi em atmosfera de 

nitrogênio e mantida sob agitação (740 rpm). A temperatura foi mantida a 145 ºC 

por 15 min. Após este período, foi resfriada para 125 ºC e mantida a esta 

temperatura por 2,5 h. A autoclave foi então resfriada. A mistura reacional foi 

neutralizada com hidróxido de sódio 10 %, saturada com cloreto de sódio e 

extraída com acetato de etila. A fase orgânica foi secada com sulfato de sódio 

anidro e depois evaporada sob pressão reduzida levando a obtenção de um óleo 

amarelo. Rendimento: 0,90 g (25%). Para a purificação, o óleo obtido foi 

solubilizado em 5,0 mL de clorofórmio e adicionado 2,0 g de alumina neutra e 

mantido sob agitação por 2 horas a temperatura ambiente. A mistura foi 

submetida à coluna cromatografia usando como eluente clorofórmio e como fase 

estacionária alumina neutra (3,0 g). 

 

4.3.4.2 - Método 2   

El Hajj et al., 1987. 
 

O

OH H

O

O OH
OH

OH

OH

OH

Dowex 50WX2
isobutilmetilcetona, 90°C, 16h

1

2

3

6 7

 

Em balão bitubulado de 500 mL equipado com um condensador de refluxo 

foram adicionadas a 5,0 g (30 mmol) de frutose solubilizada na menor quantidade 
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possível de água (aproximadamente 5 mL), 18,70 g da resina Dowex 50WX2 

preparada previamente e 250 mL de isobutilmetilcetona. A mistura foi aquecida e 

mantida em refluxo (90 °C) durante 16 h. A cada 2 h  de reação, a reação era 

resfriada e a camada superior (fase orgânica) era recolhida, recolocado 250mL de 

isobutilmetilcetona, a mistura reacional era aquecida novamente e mantida sob 

refluxo. A fase orgânica foi secada com sulfato de sódio anidro e depois destilada 

sob pressão reduzida levando a obtenção de um óleo amarelo. Rendimento bruto: 

3,1 g (91%). 

Para a purificação do composto obtido, uma solução de 3,1 g do óleo 

obtido em 5mL clorofórmio foi adicionada a 26,0 g de alumina neutra e mantida 

sob agitação por 2 horas a temperatura ambiente. A mistura foi submetida à 

coluna cromatografia usando como eluente clorofórmio e como fase estacionária 

alumina neutra (80 g). 

 

IV (cm -1, νννν):  3336 deformação axial de OH; 1658 deformação axial de C-O 

carbonila de aldeido; 1520 deformação axial C=C. 

RMN de 1H (200 MHz,CDCl3): δ 9,629 (s, 1 H, H7), δ 7,226 (d, jH3-H4 3,6; 1 H; H3), 

δ 6,578 (d, 1 H, H4 ), δ 4,640 (s, 2 H, H6). 

RMN de 13C (50 MHz,CDCl3): δ 177,736 (C7); δ 157,229 (C2); 152,778 (C5); δ 

121,951 (C3); δ 111,885 (C4), δ 64,608 (C6).  

 

4.3.5 - Preparação do 2,5-di-(hidroximetil)-furano (compost o 2) e 1,5-di [(5’-

hidroximetil-2’-furano)il]3-oxapropano (composto 3)   

Timko et al., 1977  

 

+O

OH H

O

O

OH OH

1

NaBH4, EtOH
16h, ta

2

O

OH O

O
OH

3
3

76 7
7'

6 6
6'

3
3'

 

Em um balão tritubulado de 250 mL acoplado a condensador para refluxo e 

agitação magnética, colocaram-se 2,25 g (18,0 mmol) de 1 e 100 mL de etanol 

seco. Adicionaram-se 560,0 mg (15,0 mmol) de NaBH4 agitou-se à temperatura 

ambiente por 24 h. À mistura reacional foi adicionado ácido clorídrico concentrado 
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e em seguida foi neutralizada com solução de bicarbonato de sódio. A solução 

etanólica foi secada com sulfato de sódio anidro, filtrada, o solvente foi 

evaporado. O produto foi recristalizado em clorofórmio. Após 24 h, o produto foi 

filtrado e obtido 525 mg (53 %) de 2,5 bis(hidroximetil)-furano (2). O filtrado foi 

mantido em geladeira e após 72 h filtrou-se 893 mg (47 %) de 2, 2’ 

[oxibis(metileno)]-bis-2,5(hidroximetil)-furano (3). 

 

2,5-di-(hidroximetil)-furano - (composto 2) 

Ponto de fusão: 59-61°C  

IV (cm -1, νννν): 3327 deformação axial OH, 2942-2800 deformação axial simétrico 

e assimétrico de CH; 1558 deformação axial de C=C 

RMN de 1H (200 MHz,CDCl3): δ 6,25 (s, 2 H, H3 e H4); δ 4,45 (s, 4 H, H6 e H7) 

RMN de 13C (50 MHz,CDCl3): δ 153,58 (C2 e C5); δ 109,01 (C3 e C4); δ 55,77 

(C6 e C7). 

 

1,5-di [(5’-hidroximetil-2’-furano)il]3-oxapropano - (composto 3) 

ESI/MS (m/z; % relativa de abundância):  261,23 [(M + Na)+, 100%); 243,24 [(M + 

Na- H2O)+, 98%]; 233,15 [(M + Na-CH2)
+, 22%]; 150,14 (M + Na - C6H7O2)

+, 78%]. 

IV (cm -1, νννν): 3330 deformação axial de O-H; 2900-2800 deformação axial 

assimétrico e simétrico de CH2; 1639 deformação axial de C=C do anel furânico; 

1200 deformação axial assimetria de C-O-C; 1062 deformação axial simétrica C-

O-C. 

RMN de 1H (200 MHz,CDCl3): δ 6,380 (d, jH3-H4 3,0, 2 H, H4), δ 6,438 (d, 2 H, H3), 

δ 4,556 (s, 8 H, H1 e H6) 

RMN de 13C (50 MHz,CDCl3): δ 154,18 (C5 ); δ 150,556 (C2); δ 111,359 (C4); δ 

109,021 (C3); δ 63,073 (C6); δ 55,749 (C7). 

 

4.3.6- Tentativa de preparação de 2,5-di-(4-metilbe nzenossulfonato)-furano 
(composto 4) 
 

Photis; Paquete, 1988 
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42
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OH OH

pyr, TsCl
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Uma solução de 192 mg do composto 2 (1,5 mmol) em 2 mL de piridina anidra foi 

colocada em um balão equipado com agitação magnética. A solução foi resfriada 

em banho de gelo (0- 5° C) e 572 mg (0,6 mmol) de c loreto de tosila foram 

adicionados lentamente. A reação foi aquecida à temperatura ambiente e agitada 

por 24 horas. Após este período foram adicionados 50,0 mL de água gelada à 

mistura reacional que foi extraída com éter etílico (4 X 20 mL). A solução etérea 

foi lavada com ácido sulfúrico 1 mol/L, posteriormente com solução saturada de 

NaHCO3 e finalmente com água. A solução etérea foi secada com Na2SO4, 

filtrada e o solvente destilado a pressão reduzida. 

 

4.3.7 - Preparação do 2,5-diclorometil-furano (composto 5)   

4.3.7.1- Método 1    

Bose et al., 1973 
O

Cl Cl
O

OH OH

52

Pφ3,NCS, THF, ta, 1h

 

Em balão de fundo redondo acoplado a condensador de refluxo e agitação 

magnética foram adicionados 268,0 mg (2 mmol) de N-clorossuccinimida 

solubilizada em 12,0 mL de tetrahidofurano (THF). A esta solução foi adicionada, 

gota a gota sob agitação magnética, uma solução de 524 mg (2 mmol) 

trifenilfosfina em THF (1 mL). Foi observada a formação de um precipitado 

branco. A esta suspensão foi adicionada uma solução de 2 (116,0 mg, 1 mmol) 

em THF (5,0 mL). A mistura reacional foi mantida sob agitação a temperatura 

ambiente por 1 h. Após este período, o solvente foi evaporado e ao resíduo obtido 

foram adicionados 10,0 mL de água e depois 20,0 mL de éter etílico. A camada 

orgânica foi lavada com água, secada com sulfato de sódio anidro e concentrada 

a pressão reduzida. Análise de RMN de 1H mostrou se tratar de 2,5 

bis(clorometil)furano (5) impuro. 

RMN de 1H (200 MHz,CDCl3): δ 6,316 (s, 2H, H3 e H4), δ 4,535 (s, 4H, H6, H6’) 
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4.3.7.2- Método 2  

O

Cl Cl
O

OH OH

2,6-lutidina, SOCl2
ta, 1h

52  

Em um balão de 25 mL contendo uma solução de cloreto de tionila (1,64 

mL; 20 mmol) em acetato de etila (5,0 mL), a 0-5°C,  foi adicionado gota a gota 

sob agitação magnética uma solução de 2 (1,0 g; 90 mmol) em 2,6-lutidina (2,42 

mL; 20 mmol). Houve a formação de um sólido. A mistura reacional foi lentamente 

aquecida a temperatura ambiente e agitada durante uma hora. Foram adicionados 

10,0 mL de água e 10 mL de hexano. A camada orgânica foi separada e o 

produto clorado foi usado, imediatamente, juntamente com o solvente. 

 
4.3.8- Preparação do 4,4'-[furan-2,5-diilbis(metanodiiloxy)]dibenzonitrila  (composto 7) 
Xue et al.; 1997 

O

Cl Cl CNOH
O

O O

CN

NC DMF,  K2CO3, 80°C, 16h

7
6

+

5
3

6 5

11 89

7

 

Em um balão de 25 mL, acoplado a condensador de refluxo e com agitação 

magnética, colocaram-se 165 mg da mistura contendo o composto 5, 238 mg (2 

mmol) de 4-cianofenol, 440 mg (3,2 mmol) de carbonato de potássio e 4,0 mL 

dimetilformamida. A mistura foi aquecida a 80 °C so b agitação, sendo que a 

mesma inicialmente estava amarelada foi escurecendo até ficar marrom escura. 

Após 16 h foi resfriada à temperatura ambiente. Uma solução diluída de ácido 

cítrico foi adicionada, seguida de acetato de etila. A camada orgânica foi lavada 

com água, ácido cítrico, solução saturada de cloreto de sódio, solução diluída de 

bicarbonato de sódio e salmoura novamente. Foi secada com sulfato de magnésio 

e concentrada. Com o produto bruto foi feita cromatografia coluna de sílica 

utilizando 28 g de sílica e como eluente a mistura hexano: diclorometano em 

polaridade crescentes. Análises espectrométricas indicaram tratar-se do 

composto 4,4'-[furan-2,5-diilbis(metanodiiloxy)]dibenzonitrila (7). Rendimento: 250 

mg (76 %). 
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PF. 150-153°C 

ESI/MS (m/z; % relativa de abundância):  330,98 [(M + H)+, 65%); 212,06 [(M- 

C7H4NO)+; 100%] 

 IV (cm -1, νννν): 2222 estiramento CN, 1604 estiramento C-C de anel aromático, 

1246 estiramento C-O-C de éter, 852 deformação de C-H de anel aromático para 

substituído. 

RMN de 1H (200 MHz,CDCl3): δ 7,599 (d, 4H, j = 8,6 Hz, H9,); δ 7,032 (d, 4H, j = 

8,6 Hz, H8), δ 6,488 (s, 2H, H3 e H4); δ 5,059 (s, 4H, H6).  

RMN de 13C (50 MHz, CDCl3): δ 161,307 (C7); δ 149,924 (C2); δ 133,962 (C9); δ 

118,938 (C11); δ 115,418 (C8); δ 111,563 (C3 e C4); δ 104,568 (C10); δ 62,350 

(C6). 

 

4.3.9 - Tentativa de síntese do (4-carboximidato de  etila-1-feniloximetil)-2,5-
di(metanodiiloxi)]-furano (composto 16) 
Boykin et al, 1988  

O

O O

CN
NC

7

O

O ONH

NH

O
O

 HCl, EtOH, ta, 10 h

16

 

Em balão de fundo redondo, composto 7 foi solubilizado em etanol anidro e 

resfriado em banho de gelo (0-5°C). Cloreto de hidr ogênio gerado in situ foi 

passado através da solução durante 10h. A mistura foi agitada por 3 dias a 

temperatura ambiente. Posteriormente foi neutralizada com NaHCO3 e 

concentrada em evaporador rotatório. Foi realizada uma CCDS (eluente MeOH) 

que indicou mistura de difícil purificação. 

 

4.3.10- Síntese do 2,5-di[5-tioureido-metil] furano - (composto Ia) 
Silva, 2005; Denk & Ye, 2005 
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Ao composto 5 (preparado a partir de 130,0 mg do 2, segundo metodologia 

descrita na Seção 4.3.7.2, pag 62) solubilizado em 10 mL de hexano foram 

adicionados, lentamente, uma solução de 155,0 mg (2 mmol) de tiouréia 

solubilizada em 2,0 mL de uma solução etanol: água (1:1). Deixou-se a mistura 

sob agitação à temperatura ambiente durante 40 min. A mistura reacional foi 

extraída com clorofórmio (3 x 50,0 mL) para retirar tiouréia. Filtrou-se a fase 

hidroalcoolica em coluna rápida de alumina neutra. Lavando a coluna com etanol. 

O filtrado foi destilado à pressão reduzida a uma temperatura de 45º C, obtendo-

se um óleo castanho extremamente viscoso (Ia). Rendimento: 121mg (39%). 

 

ESI/MS (m/z % relativa de abundância):  244,64 [(M + H)+, 100%]; 168,87 [(M- 

CH4N2S)+; 51%]; 125,00 [(M – C2H7N4S)+; 16%]. 

IV (cm -1, νννν): 3300-3000 deformação axial de NH2; 2977 deformação axial de CH2, 

1649 deformação axial de C-C de anel aromático; 1606 deformação axial de C=N 

RMN de 1H (200 MHz, D2O): δ 6,33 (s, 2H, H3, H4); δ 4,35 (s, 4H, H6). 

RMN de 13C (50 MHz, D2O): δ 170,058 (C7); δ 148,547 (C2,C5); δ 110,662 

(C3,C4) δ 27,87 (C6). 

 

4.3.11 - Síntese do 2,5-dimetanodiil-bis( N, N'-dimetilcarbamidotioato)- furano 
(composto Ib)   
Silva, 2005; Denk & Ye, 2005 
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Seguindo-se o procedimento geral para preparação de tioureidos, ao 

composto 5 (preparado a partir de 130,0 mg do 2, segundo metodologia descrita 

na Seção 4.3.7.2, pag 62) foi adicionado, lentamente, 2,0 mL de uma solução 

hidroalcoolica (1:1) contendo 230,0 mg (2,2 mmol) de 1,3-dimetil-tiouréia. 

Procedeu-se a reação, a extração e a purificação como descrito no item 4.3.10. 

Foram obtidos 182,0 mg (52 %) de um óleo viscoso (Ib). 

 

ESI/MS (m/z; % relativa de abundância):  301,08 [(M + H)+, 100%]; 197,00 [(M- 

C3H8N2S)+; 63%]. 
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IV (cm -1, νννν): 3200-3000 deformação axial de NH;  

RMN de 1H (200 MHz, D2O): δ 6,337 (s, 2H, H3 e H4); δ 4,360 (s, 4H, H6); δ 

2,971 (s, 6H, H8); δ 2,903 (s, 6H, H9). 

RMN de 13C (50 MHz, D2O): δ 166,416 (C7) ; δ 148,486 (C2 e C5); δ 110,987 

(C4); δ 30,880 (C8); δ 29,915 (C6). 

 

4.3.12 - Preparação do 1,5-bis-[5’-(clorometil)2’-furano)il] -3-oxa-propano 
(composto 15) 
Chemical abstracts, 1963 

O

Cl O

O
Cl

O

OH O

O
OH

3 15

2,6-lutidina, SOCl2
ta, 1h

 

Em um balão de 100 mL, dotado de agitação magnética, colocou-se 0,50 g 

(2,10 mmol) de 3 em 1,20 mL (0,01 mol) de lutidina. Adicionou-se, lentamente, 

0,80 mL (0,01 mol) de cloreto de tionila (recém destilado) diluído em 2,50 mL de 

acetato de etila. Após 1 h de agitação obteve-se uma mistura alaranjada. A esta 

mistura foram adicionados 10,0 mL de água e 10,0 mL de hexano. Separou-se se 

a fase orgânica contendo o produto clorado (15) que foi usado imediatamente na 

reação com a tioureia. 

 

4.3.13- Síntese do 1,5-bis-[5’-carbamidotioato-2’-furano)il]-3-oxa-pro pano  (IIa) 
Silva, 2005; Denk & Ye, 2005 
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Em balão de 25 mL, solubilizou-se 0,65 g (8,60 mmol) de tiouréia em 2,0 mL 

de água e adicionaram-se 4,0 mL de etanol. Sobre esta solução adicionou-se a 

fase orgânica, contendo o produto clorado 15, obtido na etapa anterior (Item 

4.3.12). Deixou-se sob agitação à temperatura ambiente durante 30 min. 

Acompanhou-se a reação por CCD tendo como eluente acetato de etila. Agitou-se 

por 30 min e separaram-se as fases obtidas na mistura reacional. Procedeu-se a 

extração e a purificação do produto (IIa) como descrito no item 4.3.10. 

Rendimento: 510 mg (61%). 
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ESI/MS (m/z; % relativa de abundância):  355 [(M + H)+, 88%]; 279 [(M - C 

H4N2S)+, 100%]; 169 [(M - C7H9N2O2S) +, 22%] 

IV (cm -1, νννν): 3250 deformação axial assimétrico NH2; 3172 deformação axial 

simétrico de NH, 1643 deformação NH2;  

RMN de 1H (200 MHz, D2O): δ 6,426 (s, 4H, H3 e H4); δ 4,508 (s, 4H, H8); δ 

4,441 (s, 4H, H6) 

RMN de 13C (50 MHz, D2O): δ 170,126 (C7); 151,466 (C2); δ 148,327 (C5); δ 

117,706 (C3); δ 110,609 (C4); δ 63,175 (C8); δ 28,049 (C6). 

 

4.3.14- Síntese do 1,5-bis-[5’-N-metil-carbamidotioato-2’-f urano)il]-3-oxa-propano 
(IIb) 
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Ao composto 15, recém preparado (item 4.3.12) , solubilizado em 10 mL de 

hexano, adicionaram-se 783 mg (8,7 mmol) de 1-metil-2-tiouréia, solubilizado em 

3,0 mL de água e 4,0 mL de etanol. Deixou-se sob agitação à temperatura 

ambiente durante 30 min. A fase aquosa foi extraída com clorofórmio (3 x 50,0 

mL) para retirar tioureia. Procedeu-se a extração e a purificação do produto (IIb) 

como descrito no item 4.3.13. Rendimento: 750 mg (94%). 

 

ESI/MS (m/z; % relativa de abundância):  m/z 383 ([(M + H)+, 100%]; 293,08 [(M 

– C2H6N2S)+, 80%]; 183 [(M – C8H12N2O2S)+; 33 %]. 

IV (cm -1, νννν): 1603 deformação axial S-C=N 

RMN de 1H (δδδδ, 200 MHz, D2O): δ 6,327 (s; H3 e H4); δ 4,337 (s, H6); δ 4,26 (s, 

H9); δ 2,877 (s, H8). 

RMN de 13C (δδδδ, 50 MHz, D2O): δ 166,268 (C7); δ 151,301 (C2); δ 148,823 (C5); δ 

111,651 (C3); δ 110,613 (C4); δ 63,047 (C9); δ 30,130 (C8); δ 29,452 (C6). 
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4.4- Ensaios de atividade biológica in vitro 

4.4.1 Atividade antifúngica 

4.4.1.1- Considerações Gerais 

 

Os ensaios biológicos foram realizados pelo Dr. Luciano José Nogueira e a 

pela doutoranda Sheila Rodrigues Oliveira no laboratório da professora Dra. Maria 

Aparecida de Resende no Instituto de Ciências Biológicas –ICB/UFMG. 

Todos os micro-organismos utilizados no ensaio são pertencentes à Coleção 

de Micro-organismos do Laboratório de Micologia/Departamento de Microbiologia da 

UFMG. As leveduras utilizadas nos ensaios antifúngicos, listadas abaixo, são da 

American Type Culture Collection (ATCC): 

Candida albicans – ATCC 18804;      Candida glabrata – ATCC 2001;  

Candida krusei – ATCC 200298;      Candida parapsilosis – ATCC 

22019; 

Candida tropicalis – ATCC 22019;     Aspergillus fumigatus – ATCC 16913; 

Estas leveduras foram subcultivadas em ágar saboraud dextrosado (SDB) e 

incubadas a 35°C por 24h.  

As diferentes cepas do micro-organismo Paracoccidioides brasiliensis 

(MG05, PB01, PB18, PB1017) foram isolados clinicamente (IC). Esta espécie foi 

subcultivada em SDB e incubada a 35 0C por 15 dias. 

O padrão positivo utilizado foi a anfotericina B (Sigma, teor declarado 80% 

determinado por HPLC). 

Na manutenção das culturas fúngicas e no preparo dos inóculos para 

determinação das MICs foram utilizados meios de cultura: 

• Caldo de Ágar Sabouraud Dextrose (ASD – Oxoid, Basingstoke, UK), 

utilizado para os ensaios com a maioria dos inóculos;  

• O meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), desenvolvido no 

Roswell Park Memorial Institute, tamponado para pH 7,0 com ácido-2-(N-

morfolino)-propanossulfônico (MOPS), 0,165 molL-1 (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, USA), utilizado na execução da determinação da MIC para 

todas espécies; 

As amostras de Paracoccidioides brasiliensis foram mantidas em meio sólido 

Fava-Netto e incubadas a 37 0C para se obter a fase de levedura.  
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Foram realizados repiques semanais com o objetivo de manter as amostras 

viáveis. 

4.4.1.2- Aparelhos Utilizados 

Capela de segurança biológica classe II (veco), estufa de crescimento 

(Fanem, modelo Orion 502), leitora de microplaca. 

 

4.4.1.3- Preparação do Inóculo 

As preparações dos inóculos e também condições da determinação da MIC 

foram realizadas seguindo documento M27 (CLSI, 2003) para fungos 

leveduriformes e M38 (CLSI, 2008) para fungos filamentosos todos de acordo 

com as normas internacionais estabelecidas pelo CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute) As espécies foram subcultivadas em meio específico 

ASD/BDA, sendo mantidas em tempos específicos e temperaturas específicas 

(NCCLS – National Committee for Clinical Laboratory Standards).  

Com o auxílio de uma alça de platina transferiu-se a levedura a ser utilizada 

para tubo falcon estéril contendo 5 mL de solução salina estéril. A suspensão de 

leveduras foi ajustada, a um comprimento de ondas de 520 nm, a valor de 

absorbância entre 0,8 a 1,0. O inóculo de cada levedura foi preparado 

transferindo-se 300 µL da suspensão salina da levedura correspondente, para um 

falcon estéril grande com 14,7 mL de RPMI 1640, obtendo-se uma suspensão de 

1 x 103 a 1 x 104 ufc/mL (DUARTE, 2001).  

 

4.4.1.4- Preparo das amostras 

Os compostos sintetizados testados foram dissolvidos em água destilada 

estéril obtendo soluções estoque (concentração de 1000 µg/mL). Transferiu-se, 

usando um pipetador de 1000 µL, o meio RPMI 1640 para 4 tubos falcon: para o 

primeiro tubo foram transferidos 976 µL de RPMI, para o segundo, terceiro e 

quarto tubos foram transferidos 1 mL de meio RPMI 1640. Fez-se uma diluição 

seriada de todos os compostos testados, transferindo-se para o primeiro falcon 

1024 µL da solução estoque do composto correspondente resultando na primeira 

solução com concentração de 500 µg/mL. Desta primeira diluição, foi transferido 

1,0 mL da primeira solução para o segundo falcon que já continha 1,0 mL de 
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RPMI, resultando a segunda solução e assim sucessivamente ate a décima 

diluição (Figura 4.4).  

 

Figura 4.4-   Esquema ilustrativo da diluição seriada dos compostos testados 
 

Foi dissolvido 1 mg de anfotericina B (AMB) em 4,0 mL de água estéril 

obtendo uma solução estoque na concentração de 250 µg/mL. Como descrito 

anteriormente, foram transferidos para 10 tubos Falcon estéreis 2,0 mL do meio 

RPMI, com o auxílio de um pipetador automático. Fez-se uma diluição seriada das 

substâncias a serem testadas transferindo 2,0 mL da solução estoque para o tubo 

1. Desta primeira diluição foram transferidos 2,0 mL para o segundo tubo 

resultando na segunda diluição e assim sucessivamente até a décima diluição. 

4.4.1.5- Determinação da concentração inibitória mí nima (do inglês Minimum  
inhibitory  concentration  - MIC) 

Em placas estéreis de 96 poços (Figura 4.5) foram adicionados 200,0 µL 

de RPMI 1640 em cada orifício da primeira e da sétima coluna (colunas A), para o 

controle de esterelidade. Na sexta e na décima segunda (colunas B) adicionaram-

se 100 µL de RPMI 1640 e 100,0 µL de inóculo da levedura correspondente ao 

ensaio, para o controle de crescimento do fungo testado. No momento da leitura, 

o crescimento de microrganismos no controle positivo (poços número 6 e 12), 

mostra a viabilidade da cultura usada e seu crescimento é comparado 

visualmente, ao crescimento verificado nos poços referentes às diferentes 

concentrações testadas (poços número 2 até 5, para substância 1 ou poço 
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número 8 até 11, para substância 2). Nos poços número 1 e 7, pela ausência de 

inóculo, não pode haver crescimento de micro-organismos. Esse controle é muito 

importante, pois ele indica se o meio de cultura está isento de microrganismos. 

Espécie 4

Espécie 4

Espécie 3

Espécie 3

Espécie 2

Espécie 1

Espécie 1

C1 C2 C3 C4 C1 C2 C3 C4A B

Espécie 2

B A

Substância 1 Substância 2  

Figura 4.5-   Distribuição das concentrações de duas substâncias e quatro 
espécies de fungos testadas em placa de 96 poços 

 
Foram feitas duplicatas das concentrações para os compostos sintetizados 

e Anfotericina B, antifúngico utilizado como controle positivo. Nas colunas 

correspondentes às quatro concentrações testadas de cada composto, foram 

distribuídos em cada orifício 100,0 µL do inóculo correspondente com uma pipeta 

de microdiluição de 12 canais. 

Em seguida, foram adicionados, em cada orifício, 100,0 µL do composto na 

coluna correspondente à sua concentração, resultando, com diluição do composto 

num total de 200 µL, em uma concentração final de que varia de 250 a 32 µg/mL. 

A placa foi selada com um papel filme, incubada a 35 °C pelo tempo estabelecido 

para cada espécie e a leitura realizada visualmente. As MIC’s foram consideradas 

como a menor concentração do composto testado ou antifúngico que inibiu 80-

100% o crescimento do micro-organismo, em relação ao controle de crescimento 

após a incubação e foram expressas em µg/mL e mmol/L. 
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4.4.2- Estudo da Atividade Antitumoral e Atividade Citotóxica  
 

4.4.2.1- Considerações Gerais 

 

Os testes foram realizados no Laboratório de Substâncias Antitumorais do 

Departamento de Farmacologia no Instituto de Ciências Biológicas da UFMG 

(ICB-UFMG), pela estudante de mestrado Ana Cândida Araújo e Silva sob 

coordenação da Professora Miriam Teresa Paz Lopes. 

4.4.2.2- Aparelhos Utilizados 

Estufa de CO2 (Sanyo); capela de segurança biológica classe II (Veco); 

Leitor de microplaca Biorad modelo 2550; Microscópio óptico (Olympus CK 2); 

Aparelho ultra-som Thornton T14; Purificador de água Milli-Q Plus (Millipore); 

Balança analítica Micronal AB 204. 

4.4.2.3. Origem das Linhagens e Meio de Cultura Cel ular 

A linhagem celular de melanoma humano (MeWo) foi cedidas pelo Dr. 

Ricardo R. Bretani do Instituto Ludwig de pesquisa sobre o câncer, de São Paulo.  

A linhagem carcinoma de pulmão humano (A549) foi cedida pela professora 

Mônica Cristina de Oliveira da Faculdade de Farmácia da UFMG. As demais 

linhagens: epitélio de rim de hamster (BHK21) e glioma de rato (C6) são 

pertencentes à Coleção do Laboratório de Substâncias Antitumorais do 

Departamento de Bioquímica da UFMG. A linhagem celular 4T1(M) de carcinoma 

mamário murino é pertencente ATCC: 4T1(M) ATCC-CRL-2539. 

Para em cada 1,0 L de meio de cultura tem-se: 10,4 g de RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich) em água deionizada; 1,2 g de bicarbonato de sódio (Grupo 

Química Indústria Ltda.); 10 µmol/L de Hepes pH 7,4 (INLAB); 0,1 g de Ampicilina 

(wyeth); 0,1 g de Estreptomicina (Sigma-Aldrich); 0,05 g de Gentamicina 

(Farmácia HC – FMUSP); 0,0025 g de Anfotericina B (Bristol – Myers Squibb). O 

meio foi filtrado através de membranas de 0,2 µm de porosidade (Micro Filtration 

Systems) garantindo sua esterilização. O Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab) foi 

inativado a  

56 °C por 30 minutos e esterilizado por filtração a través de membranas de 0,2 µm 

de porosidade (Micro Filtration Systems). 
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4.4.2.4. Procedimentos Gerais 

 

As células foram cultivadas, rotineiramente, em meio RPMI 1640 a 5 % v/v 

de soro fetal bovino (SFB) e incubadas em atmosfera úmida com 2,5 % de CO2 à 

temperatura de 37 °C, no escuro. Antes de atingirem  confluência as células foram 

subcultivadas da seguinte maneira: as células foram lavadas com PBS-EDTA, 

adicionou-se uma solução de tripsina 0,2 %, após o descolamento das células da 

superfície da garrafa, foi feita a inativação da tripsina pela adição de meio RPMI 

1640 a 5 % v/ v de SFB. As células em suspensão foram distribuídas para novas 

garrafas ou placas nas densidades desejadas ou ainda estocadas em nitrogênio 

líquido (na presença de 10 % de DMSO e 30 % de SFB). 

Suspensões celulares foram distribuídas em microplacas de 96 cavidades 

contendo 1,0 x 103 células/poço. As culturas foram incubadas em atmosfera 

úmida a 5 % de CO2, a 37 0C. Após 48 h foram adicionados os compostos, 

dissolvidos em DMSO, nas concentrações de 10-7 à 10-4 mol/mL. O brometo de 3-

(4, 5’-dimetiltiazol-2’-il-2,5-difeniltetrazol (MTT) foi adicionado 4 h antes das 

leituras (0,05 mg/cavidade), sendo estas realizadas cinco dias após a adição dos 

compostos. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 600 nm. Antes 

da adição do MTT, o meio RPMI 1640 a 5 % de v/v de soro fetal bovino (SFB) foi 

trocado para se evitar qualquer interação entre os compostos analisados e o MTT. 

Os cristais de formazana formados, devido à metabolização do MTT, são 

insolúveis em meio aquoso, e por isso foram solubilizados em 150 µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO), antes das leituras.  

Para controle positivo dos ensaios, não se utilizou nenhum antineoplásico. 

Em cada microplaca de 96 poços, o branco, utilizado para zerar o 

espectrofotômetro, foi apenas com meio RPMI 1640 a 5 % v/v de SFB e MTT. O 

crescimento celular foi acompanhado pelo controle negativo, composto apenas de 

células em meio RPMI 1640 a 5 % v/v de SFB. As médias aritméticas das 

densidades ópticas (absorbância) obtidas para os controles foram consideradas 

como 100 % de viabilidade celular, sendo assim, as porcentagens de células 

viáveis foram calculadas pela formula: B/A x 100, onde A = média aritmética da 

densidade óptica do controle negativo e B = densidade óptica na presença de 

amostra. A porcentagem de inibição da viabilidade celular foi determinada 

subtraindo-se de 100 % o valor. 

 

 



Resultados e discussão dos resultados 

74 
 

RESULTADO E DISCUSSÃO 

5.1- Estudos de ancoragem molecular  

O processo de ancoragem molecular de um ligante ao seu sítio de interação 

tenta mimetizar a interação do ligante ao seu receptor. Envolve o uso de algoritmos e 

função de scoring (Evans & Neidle, 2006). Vários programas de ancoragem molecular 

e funções de scoring têm sido publicados nos últimos anos (Warrem et al., 2006). A 

metodologia utilizada neste trabalho foi ancoragem molecular manual seguindo a rotina 

MM-DM-MM (Oliveira et al., 2003). 

 

5.1.1- Ancoragem molecular  utilizando Metodologia-1: análise de rotina a ser 

seguida 

O cálculo das cargas atômicas é fundamental nos estudos de avaliação de 

interações moleculares, análises conformacionais e SAR/QSAR sendo que vários 

métodos de cálculo de carga vêm sendo utilizados e é necessária uma escolha 

adequada do método de modo que o potencial seja obtido com elevada exatidão e com 

um custo computacional aceitável. Um dos métodos que tem produzido bons 

resultados é o método que deriva cargas através de um potencial eletrostático. Este 

método tem reproduzido adequadamente o potencial molecular o que é importante em 

simulações de interação eletrostática entre moléculas (Guadagnini & Bruns, 1996). 

Deste modo, neste trabalho foi utilizado o método semi-impírico de cálculo hamiltoniano 

MNDO-ESP utilizando o programa MOPAC. Neste procedimento, as cargas são 

derivadas através de um ajuste ao Potencial Eletrostático Molecular (ESP). O cálculo 

depende da distribuição eletrônica (densidade de carga) sobre os átomos de uma 

molécula e descreve a energia de interação do sistema molecular com uma carga 

pontual positiva. Uma vez que o potencial eletrostático tenha sido calculado, cargas 

centradas nos átomos são ajustadas para reproduzir esse potencial eletrostático 

(Rocha et al., 1998). Este método tem produzido melhores resultados para moléculas 

carregadas positivamente. 

O próximo passo foi a construção do complexo d-B-ADN-ligante. A variabilidade 

conformacional dos ligantes dentro da fenda menor é muito pequena, pois a largura da 

fenda impede a interconversão conformacional dentro da mesma. Os compostos 

benzamidínicos substituídos apresentam 16 possíveis orientações porque ao formar o 

complexo d-B-ADN-ligante, não há o eixo de simetria C2 presente no ADN e no ligante 
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isolados. Isto ocorre porque o ligante não se liga exatamente no meio da fenda menor. 

Contudo, foi demonstrado por Rocha (1998) que quando o grupo alifático ocupava as 

posições 2,2’, 3 3’, 2, 3’ e 3, 2’ (Figura 4.1, pag 45) elas eram mais favorecidas em 

relação às outras conformações. Desta forma, foram construídos 4 tipos de complexos 

d-B-ADN-ligante onde os grupos alifáticos ocupavam as posições 3,3’, 3,2’ 3, 3’ 2.  

As moléculas foram inicialmente minimizadas utilizando mecânica molecular, 

campo de força Amber, para se obter um melhor ajuste d-B-ADN-ligante e 

posteriormente minimizadas seguindo a rotina MM-DM-MM. Este campo de força foi o 

utilizado neste trabalho porque ele consegue prever satisfatoriamente as geometrias 

dos ligantes e dos ácidos nucléicos (Hobza et al., 1997). As energias Eint, Epert e Elig 

foram calculadas (Rocha, 1998; Oliveira et al., 2003). Os resultados se encontram na 

Tabela 5.1 (pag 76-78) 

A energia de interação (Eint) é a energia associada com a interação entre o 

ligante e o seu receptor e é a que estabiliza o sistema. O cálculo da energia de 

perturbação total (Epert) é uma tentativa de avaliar a energia associada à modificação 

conformacional que ligante e d-B-ADN sofrem ao maximizar a interação. É uma energia 

positiva que desestabiliza o sistema. A energia de ligação Elig é uma energia associada 

à formação do complexo ligante-receptor e a soma da contribuição da energia de 

interação e da energia de perturbação. Estas energias não possuem um significado 

físico, mas são úteis na comparação de energia entre conformações de uma mesma 

molécula ou em relação a uma molécula padrão.  

Os valores listados foram colocados em gráfico de barras (Figuras 5.1; 5.2 e 5.3, 

pag 79 e 80) para uma melhor análise. As estruturas dos complexos d-B-ADN-ligante 

foram analisadas e observou-se que, em todos eles, o grupo bisfenilamidínico estava 

na fenda menor entre as duas fitas e eles apresentavam uma conformação isoélica ao 

ADN o que está de acordo com dados teóricos e experimentais descritos na literatura 

(Trent et al., 1996; Francesconi et al., 1999; Boykin, 2002; Miao et al., 2005). 
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 Tabela 5.1-  Energia do complexo d-B-ADN-ligante (Ecomp), energia do d-B-ADN no complexo (EADNcomp), energia do ligante no complexo (Eligcomp) e na sua 
conformação de menor energia, energias de interação (Eint), de perturbação (Epert), de ligação (Elig) 

continua 
Moléculas  

 

Ecomp  

kcal.mol -1 

EADNcomp  

kcal.mol - 

Elig comp  

kcal.mol - 

Elig  

kcal.mol - 

Eint  

kcal.mol - 

Elig pert  

kcal.mol - 

EADNpert  

kcal.mol - 

Etotal pert  

kcal.mol - 

Elig  

kcal.mol -
 

Mol01 -216,390 -177,490 31,990 31,360 -70,890 0,630 3,280 3,910 -66,980 

Mol02a -211,440 -173,640 37,280 32,780 -75,080 4,500 7,130 11,630 -63,450 

Mol02b  -210,410 -172,950 33,600 32,780 -71,060 0,820 7,820 8,640 -62,420 

Mol02c  -208,640 -170,890 37,240 32,780 -74,990 4,460 9,880 14,340 -60,650 

Mol02d  -209,230 -177,900 40,800 32,780 -72,130 8,020 2,870 10,890 -61,240 

Mol03a -212,080 -171,380 36,690 32,320 -77,390 4,370 9,390 13,760 -63,630 

Mol03b  -211,910 -169,420 33,390 32,320 -75,880 1,070 11,350 12,420 -63,460 

Mol03c  -209,970 -172,370 36,970 32,320 -74,570 4,650 8,400 13,050 -61,520 

Mol03d  -206,190 -174,680 42,640 32,320 -74,150 10,320 6,090 16,410 -57,740 

Mol04a -209,100 -169,680 35,690 31,440 -75,110 4,250 11,090 15,340 -59,770 

Mol04b  -217,670 -172,320 33,620 31,440 -78,970 2,180 8,450 10,630 -68,340 

Mol04c  -218,830 -171,990 33,370 31,440 -80,210 1,930 8,780 10,710 -69,500 

Mol04d  -208,800 -176,920 40,680 31,440 -72,560 9,240 3,850 13,090 -59,470 

Mol05a -213,010 -170,830 35,240 32,480 -77,420 2,760 9,940 12,700 -64,720 

Mol05b  -214,400 -174,140 33,210 32,480 -73,470 0,730 6,630 7,360 -66,110 

Mol05c  -209,530 -168,660 35,880 32,480 -76,750 3,400 12,110 15,510 -61,240 

Mol05d -205,020 -175,310 44,760 32,480 -74,470 12,280 5,460 17,740 -56,730 

Mol06a -211,190 -173,810 34,040 32,450 -71,420 1,590 6,960 8,550 -62,870 
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Tabela 5.1-  Energia do complexo d-B-ADN-ligante (Ecomp), energia do d-B-ADN no complexo (EADNcomp), energia do ligante no complexo (Eligcomp) e na sua 
conformação de menor energia, energias de interação (Eint), de perturbação (Epert), de ligação (Elig) 

continua 
Moléculas  

 

Ecomp  

kcal.mol -1 

EADNcomp  

kcal.mol - 

Elig comp  

kcal.mol - 

Elig  

kcal.mol - 

Eint  

kcal.mol - 

Elig pert  

kcal.mol - 

EADNpert  

kcal.mol - 

Etotal pert  

kcal.mol - 

Elig  

kcal.mol -
 

Mol06b -212,910 -174,940 33,260 32,450 -71,230 0,810 5,830 6,640 -64,590 

Mol06c -210,530 -171,510 36,110 32,450 -75,130 3,660 9,260 12,920 -62,210 

Mol06d -205,960 -175,940 42,970 32,450 -72,990 10,520 4,830 15,350 -57,640 

Mol07a -208,820 -173,370 40,770 38,680 -76,220 2,090 7,400 9,490 -66,730 

Mol07b  -206,440 173,520 39,420 38,680 -419,380 0,740 354,290 355,030 -64,350 

Mol07c  -207,660 -171,230 43,090 38,680 -79,520 4,410 9,540 13,950 -65,570 

Mol07d  -206,440 -175,440 43,320 38,680 -74,320 4,640 5,330 9,970 -64,350 

Mol08a -198,250 -170,300 47,580 45,580 -75,530 2,000 10,470 12,470 -63,060 

Mol08b  -199,940 -170,400 49,380 45,580 -78,920 3,800 10,370 14,170 -64,750 

Mol08c  -199,930 -170,400 49,080 45,580 -78,610 3,500 10,370 13,870 -64,740 

Mol08d  -205,550 -177,200 46,760 45,580 -75,110 1,180 3,570 4,750 -70,360 

Mol09a -209,940 -166,970 39,080 33,310 -82,050 5,770 13,800 19,570 -62,480 

Mol09b -216,600 -173,820 34,710 33,310 -77,490 1,400 6,950 8,350 -69,140 

Mol09c -215,780 -173,690 34,710 33,310 -76,800 1,400 7,080 8,480 -68,320 

Mol09d -206,940 -177,220 45,400 33,310 -75,120 12,090 3,550 15,640 -59,480 

Mol10a -174,140 -167,500 71,760 69,970 -78,400 1,790 13,270 15,060 -63,340 

Mol10b -175,930 -173,990 72,240 69,970 -74,180 2,270 6,780 9,050 -65,130 

Mol10c -177,990 -172,720 70,840 69,970 -76,110 0,870 8,050 8,920 -67,190 

Mol10d -170,490 -176,380 80,740 69,970 -74,850 10,770 4,390 15,160 -59,690 

Mol11a -207,620 -168,120 39,620 36,120 -79,120 3,500 12,650 16,150 -62,970 
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Tabela 5.1-  Energia do complexo d-B-ADN-ligante (Ecomp), energia do d-B-ADN no complexo (EADNcomp), energia do ligante no 
complexo (Eligcomp) e na sua conformação de menor energia, energias de interação (Eint), de perturbação (Epert), de ligação (Elig) 

conclusão 
Moléculas  

 

Ecomp  

kcal.mol -1 

EADNcomp  

kcal.mol - 

Elig comp  

kcal.mol - 

Elig  

kcal.mol - 

Eint  

kcal.mol - 

Elig pert  

kcal.mol - 

EADNpert  

kcal.mol - 

Etotal pert  

kcal.mol - 

Elig  

kcal.mol -
 

Mol11b  -212,520 -176,580 40,390 36,120 -76,330 4,270 4,190 8,460 -67,870 

Mol11c  -211,960 -172,390 38,530 36,120 -78,100 2,410 8,380 10,790 -67,310 

Mol11d  -197,420 -176,310 51,550 36,120 -72,660 15,430 4,460 19,890 -52,770 

Mol12a -195,880 -171,700 54,070 50,090 -78,250 3,980 9,070 13,050 -65,200 

Mol12b  -198,010 -173,170 51,560 50,090 -76,400 1,470 7,600 9,070 -67,330 

Mol12c -200,030 -169,210 52,060 50,090 -82,880 1,970 11,560 13,530 -69,350 

Mol12d -200,760 -175,850 52,710 50,090 -77,620 2,620 4,920 7,540 -70,080 

Mol13a -197,420 -161,490 44,010 37,020 -79,940 6,990 19,280 26,270 -53,670 

Mol13b  -209,790 -176,390 38,040 37,020 -71,440 1,020 4,380 5,400 -66,040 

Mol13c  -209,310 -171,040 69,560 37,020 -107,830 32,540 9,730 42,270 -65,560 

Mol13d  -205,810 -176,040 46,170 37,020 -75,940 9,150 4,730 13,880 -62,060 

Mol14a -200,270 -168,410 44,540 32,440 -76,400 12,100 12,360 24,460 -51,940 

Mol14b  -213,370 -172,800 34,000 32,440 -74,570 1,560 7,970 9,530 -65,040 

Mol14c  -206,650 -169,950 38,700 32,440 -75,400 6,260 10,820 17,080 -58,320 

Mol14d  -195,410 -176,640 58,690 32,440 -77,460 26,250 4,130 30,380 -47,080 

Mol15a -207,810 -166,960 41,460 36,110 -82,310 5,350 13,810 19,160 -63,150 

Mol15b  -209,420 -167,120 40,340 36,110 -82,640 4,230 13,650 17,880 -64,760 

Mol15c  -160,700 -173,920 93,100 36,110 -79,880 56,990 6,850 63,840 -16,040 

Mol15d  -200,670 -177,050 52,920 36,110 -76,540 16,810 3,720 20,530 -56,010 

Nota : A energia do ADN na conformação de menor energia foi de –180,77  kcal mol-1 
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Figura 5.1-  Energia de interação calculada utilizando compostos do Banco de dados-1 

 

 
Figura 5.2-  Energia de perturbação total calculada utilizando compostos do Banco de dados-1 
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Figura 5.3-   Energia de ligação total calculada utilizando compostos do Banco de dados-1 

 

As energias de ligação, interação e perturbação calculadas para as 

conformações a, b, c e d (Figura 4.1, pag 45) das moléculas foram comparadas. 

Baseando-se na análise visual da posição adotada pelos substituintes nas estruturas 

de raios X e na energia de ligação e interação calculada para as moléculas com grupo 

R maior, a conformação de escolha para as análises posteriores foi a conformação b. 

Oliveira e colaboradores (2003) mostraram que o log ∆Tm dos complexos d-B-ADN-

compostos bisbenzamidínicos possuía correlação significativa com valores energia de 

ligação calculados utilizando a ancoragem molecular manual. Entretanto, utilizando-se 

os valores energia de ligação calculados neste trabalho e log ∆Tm dos compostos 

bisbenzamidínicos não foi observada nenhuma correlação estatisticamente 

significativa. Também não se observou correlação estatisticamente significativa entre a 

energia de ligação calculada e a atividade biológica (log MIC–1) frente à Candida 

albicans e Cryptococcus neofarmans. 

Diante dos resultados obtidos na análise preliminar, a conformação escolhida 

para a utilização nos estudos de ancoragem molecular foi aquela em que os grupos 

substituintes ocuparam a posição 3,3’ (conformação b, Figura 4.1, pag 45), pois ela é a 
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conformação observada nas estruturas cristalográfica dos complexos (arquivos PDB) e 

a energia de ligação e interação são maiores (número absoluto) para os complexos 

com moléculas nesta conformação. 

 

5.1.2- Ancoragem molecular utilizando metodologia-2   

Foi feita uma segunda análise utilizando um banco de dados com 30 moléculas. 

O procedimento MM-DM-MM utilizado anteriormente foi alterado com o objetivo de se 

ter mais passos na minimização (Anexo 1-procedimento 6). Ao utilizar esta nova 

metodologia ocorreu uma deformação no complexo d-B-ADN-ligante como pode ser 

verificado na Figura 5.4 e, para contornar este problema, foi utilizado o octâmero do B-

ADN (o-B-ADN). 

 

 

Figura 5.4 -  Complexo d-B-ADN-ligante após procedimento MM-DM-MM 

 

Os resultados obtidos na ancoragem molecular manual utilizando o 

procedimento-2 e as energias Eint, Epert e de Elig calculados encontram-se na Tabela 5.2 

(pag 82) e os gráficos correspondentes nas Figuras 5.5 (pag 84), 5.6 (pag 84), e 5.7 

(pag 85). 
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Tabela 5.2 -  Energia do complexo o-B-ADN-ligante, energia do o-B-ADN no complexo, e energia do ligante no complexo e na sua 
conformação de menor energia e valores de ∆Tm, Energias de interação (Eint), de perturbação (Epert) e de ligação (Elig) dos complexos 
o-B-ADN-ligante 

continua 

Moléculas 
Energia do 
complexo 
kJ.mol -1 

Energia do ADN na 
conformação do 

complexo (kJ.mol -1) 

Energia do ligante 
na conformação 

do  complexo 
(kJ.mol -1) 

Energia do ligante na 
conformação de 
menor energia 

(kJ.mol -1) 

Eint 

kJ.mol 
Epert  ligante  

kJ.mol -1 
Epert  ADN 
kJ.mol -1 

Epert  total  
kJ.mol -1 

Elig 
kJ.mol -1 

Mol01 -458,67 -51,07 158,60 132,16 -566,20 26,44 394,59 421,03 -145,17 
Mol02 -468,33 -48,32 169,89 138,85 -589,90 31,04 397,34 428,38 -161,52 
Mol03 -484,65 -50,79 176,56 137,29 -610,42 39,27 394,87 434,14 -176,28 

Mol04 -499,25 -166,85 311,07 130,83 -643,47 180,24 278,81 459,05 -184,42 

Mol05 -532,68 -171,49 333,45 137,32 -694,64 196,13 274,17 470,30 -224,34 
Mol06 -500,34 -22,64 179,17 143,28 -656,87 35,89 423,02 458,91 -197,96 
Mol07 -549,42 -172,19 370,61 175,72 -747,84 194,89 273,47 468,36 -279,48 
Mol08 -374,59 -18,87 230,55 177,78 -586,26 52,77 426,79 479,55 -106,71 
Mol09 -437,41 -51,66 181,03 141,02 -566,78 40,01 394,00 434,01 -132,77 
Mol10 -298,32 -51,40 342,28 293,39 -589,20 48,89 394,26 443,15 -146,05 
Mol11 -407,99 -103,09 218,37 156,89 -523,27 61,48 342,57 404,05 -119,22 
Mol12 -372,81 -112,53 269,36 209,90 -529,64 59,46 333,13 392,59 -137,05 
Mol13 -403,35 -56,28 207,97 148,78 -555,05 59,19 389,38 448,58 -106,47 
Mol14 -421,35 -81,43 198,40 141,62 -538,32 56,78 364,23 421,01 -117,31 
Mol15 -417,19 -74,93 224,67 143,97 -566,93 80,70 370,73 451,43 -115,50 
Mol18 -673,33 -209,24 84,82 48,35 -548,92 36,47 236,43 272,90 -276,02 
Mol20 -466,01 -18,57 43,72 13,16 -491,16 30,56 427,09 457,65 -33,51 
Mol21 -677,22 -195,74 97,63 25,24 -579,11 72,39 249,92 322,31 -256,80 
Mol22 -351,00 -66,09 269,36 230,56 -554,27 38,80 379,57 418,37 -135,90 
Mol23 -381,00 -83,58 275,23 251,83 -572,65 23,40 362,08 385,48 -187,17 
Mol24 -515,00 -28,17 111,95 60,79 -598,77 51,16 417,49 468,64 -130,13 
Mol25 -334,00 -26,79 257,11 231,68 -564,32 25,43 418,87 444,30 -120,02 
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Tabela 5.2- Energia do complexo o-B-ADN-ligante, energia do o-B-ADN no complexo, e energia do ligante no complexo e na sua 
conformação de menor energia e Valores de ∆Tm, Energias de interação (Eint), de perturbação (Epert) e de ligação (Elig) dos complexos 
o-B-ADN-ligante 

conclusão 

Moléculas 
Energia do 
complexo 
kJ.mol -1 

Energia do ADN na 
conformação do 

complexo (kJ.mol -1) 

Energia do ligante 
na conformação 

do  complexo 
(kJ.mol -1) 

Energia do ligante na 
conformação de 

menor energia (kJ.mol -

1) 

Eint 

kJ.mol 
Epert  ligante 

kJ.mol -1 
Epert  ADN 
kJ.mol -1 

Epert  total 
kJ.mol -1 

Elig 
kJ.mol -1 

Mol26 -449,00 -36,62 187,93 151,45 -600,31 36,48 409,04 445,52 -154,79 

Mol27 -427,00 -49,29 178,12 139,15 -555,83 38,97 396,37 435,34 -120,49 

Mol28 -425,00 -32,72 144,15 103,49 -536,43 40,66 412,94 453,60 -82,83 

Mol29 -240,53 -65,19 370,60 323,57 -545,94 47,03 380,47 427,50 -118,44 

Mol30 -439,70 -15,15 159,65 127,46 -584,19 32,19 430,51 462,69 -121,50 

Mol31 -539,98 -22,72 78,74 37,21 -596,00 41,53 422,94 464,47 -131,53 

Mol32 -376,01 -153,52 214,99 218,91 -437,48 -3,92 292,14 288,22 -149,26 

Mol33 -497,92 -227,55 303,39 303,96 -573,76 -0,57 218,11 217,54 -356,22 

Mol34 -717,48 -188,94 35,32 46,58 -563,86 -11,26 256,72 245,46 -318,40 

Mol35 -723,24 -241,49 15,27 362,49 -497,02 -347,22 204,17 -143,05 -640,07 

Mol36 -743,08 -166,15 24,45 14,86 -601,38 9,59 279,51 289,10 -312,28 

Mol37 -652,45 -182,79 94,64 80,2 -564,30 14,44 262,87 277,31 -286,99 

Mol38 -647,07 -180,42 104,012 81,75 -570,66 22,26 265,24 287,50 -283,16 

FB1 -438,28 -90,38 142,88 89,43 -490,78 53,45 355,28 408,73 -82,05 

FB2 -438,48 -86,01 119,72 86,29 -472,19 33,43 359,65 393,08 -79,11 

FB3 -471,07 -64,08 162,18 96,79 -569,17 65,39 381,58 446,97 -122,20 

FB4 -451,19 -27,85 132,31 99,36 -555,65 32,95 417,81 450,76 -104,89 

Nota : A energia do ADN na conformação de menor energia foi de -445,66 KJ.mol-1. 
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Figura 5.5-  Energia de ligação calculada utilizando compostos do Banco de dados-2 

 

 

Figura 5.6-  Energia de perturbação total calculada utilizando compostos do Banco de 

dados-2 
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Figura 5.7-  Energia de interação calculada de utilizando compostos do Banco  

de dados-2 

 

Na figura 5.5 podemos observar que quando comparamos as 

furanobenzamidinas substituídas (Mol01  a Mol15  e Mol26  a Mol31 ; Tabela 4.2 ( pag 

49), os compostos com grupos menos volumosos (Mol01  a Mol07 ; Tabela 4.2, pag 49) 

ligados ao grupo benzamidino apresentam menor energia de ligação (exceção Mol01 - 

Tabela 4.2, pag 49). A variação na energia de perturbação calculada das moléculas é 

pequena (Figura 5.6, pag 84) sendo que a pentamidina (Mol18 ; Tabela 4.2, pag 49) 

apresentou a menor energia de perturbação. 

Buscando encontrar relações entre as energias calculadas e estabilidade do 

complexo ADN-ligante foram feitas correlações (parabólica, linear, bilinear) dos valores 

de log ∆Tm com os valores de Eint e Epert obtidas utilizando o programa BILIN. Não se 

observou nenhuma relação estatisticamente significativa entre a energia de interação 

calculada e os valores de ∆Tm. Estes dados indicam que a Eint calculada não pode ser 

usada na determinação de estabilidade do complexo d-B-ADN-ligante. No entanto o 

método conseguiu reproduzir a tendência geral de afinidade pelo d-B-ADN 

(demonstrado pelos valores de log ∆Tm). 
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Um dos métodos de avaliação do procedimento de ancoragem molecular é a 

capacidade de reprodutibilidade das estruturas cristalinas das substâncias conhecidas 

no complexo. Um dos métodos que pode ser utilizado para comparar estruturas das 

substâncias é o RMS, Rot Mean Square (Knegtel; Wagener 1999). Os valores de RMS 

obtidos na superposição para os compostos Mol03  (bis-isopropilfuramidina), Mol04  

(bis-ciclopropilfuramidina), Mol07  (bis-ciclobutilfuramidina) e Mol11  (bis-

ciclohexilfuramidina) nas conformações obtidas na ancoragem molecular em relação às 

estruturas de raios X do arquivo PDB são respectivamente 0,287; 0,320; 0,447 e 0,460. 

Assim podemos concluir que as estruturas dos ligantes obtidas na ancoragem 

molecular manual estão muito próximas da conformação dos ligantes na estrutura de 

raios X, uma vez que os valores de RMS são pequenos. O método mostrou-se 

bastante adequado para se obterem estruturas semelhantes àquelas obtidas na 

cristalografia de raios X. 

5.2- ESTUDOS DE RECONHECIMENTO DE PADRÕES E QSAR 

O objetivo do estudo de reconhecimento de padrões é determinar de forma 

qualitativa quais são os fatores físico-químicos determinantes na atividade biológica de 

um composto ou para as propriedades estudadas. No estudo de QSAR buscamos 

determinar de forma quantitativa quais os parâmetros importantes para determinada 

atividade em estudo. 

 

5.2.1- Estudos de reconhecimento de padrões frente a Pneumocystis carinii  

A análise de PCA utilizando 50 parâmetros físico-químicos (estereoquímicos, 

eletrônicos, topológicos, lipofílicos e de similaridade) calculados e normalizados, 

segundo procedimento média/desvio utilizando o programa Tsar versão 3.21 para as 

moléculas Mol01  a Mol15  (Tabela 4.2, pág. 49) alinhadas. Foram utilizadas as 4 

primeiras componentes principais. A fração da variância explicada foi de 95,7% para 

componente principal 1 (PC1), 3,77% para componente principal dois (PC2), 0,4% para 

componente principal três (PC3). Não se observou uma separação entre as moléculas 

(Tabela 4.2, pag 49) mais e menos potentes em nenhum dos gráficos (PC1XPC2, 

PC2XPC3 e PC1XPC3). Este resultado foi confirmado utilizando a HCA. O resultado 

desta análise pode ser visualizado pelo dendrograma obtido da HCA (Figura 5.8, pág 

87). 
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Figura 5.8- Análise hierárquica das moléculas do banco de dados-2 utilizando distancia 

euclidiana 

5.2.2- Estudos de reconhecimento de padrões frente à Candida albicans e 
Cryptococcus neofarmans 

Os resultados da análise estatística dos dados biológicos frente a C. albicans e 

C. neofarmans podem ser observados na Tabela 5.3. 

Tabela 5.3 - Análise estatística de dados da atividade biologica frente a C. albicans e 
C. neofarmans  do grupo de treino (Tabela 4.2., pag 49) 

 C. albicans  C. neofarmans  
Variação do valor máximo e mínimo 

de log MIC-1 (mol/L) 
1,22 1,36 

Valor máximo de log MIC-1 

(mol/L) 
7,82 8,75 

Valor mínimo de log MIC-1 

(mol/L) 
6,60 7,39 

Média 7,31 8,07 
Mediana 7,49 8,03 
Variância 0,16 0,16 

Desvio padrão 0,42 0,42 
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Estes resultados nos indicam que a variância do banco de dados e o desvio 

padrão são pequenos. O ideal é que no banco de dados houvesse uma variação maior 

e um desvio padrão maior para que cobrisse um maior espaço amostral. 

Ao fazer análise de reconhecimento de padrões utilizando PCA e HCA não se 

observou nenhum padrão nas separações levando em consideração a atividade 

biológica frente a C. albicans e C. neofarmans. 

5.2.3- Estudos de QSAR-2D frente ao fungo Candida albicans 

A análise de correlação expressa numericamente o grau de associação entre a 

variável X e Y. Na análise de RML utilizando como variável dependente log MIC-1 

(mol/L) frente a C. albicans, obteve-se a equação 5.1: 

 

log MIC-1 = -0,414 (± 0,250)  lipolo Componente Z + 7,260 (± 0,021) 

R2=0,69    Q2=0,51   n= 9  F= 15,29  s= 0,257        Equação 5.1  

 

O parâmetro lipolo é a medida da distribuição lipofílica na molécula. Ele está 

relacionado com os grupos presentes na molécula em relação aos eixos X, Y e Z. 

(Montanari et al., 2000). A equação acima indica que a atividade frente a C. albicans 

esta correlacionada a distribuição lipofílica da molécula. Quanto menor o valor desta 

distribuição maior será a atividade. Os valores de r2 e Q2 foram baixos indicando que o 

parâmetro (lipolo-componente Z) não consegue explicar a atividade de forma 

adequada, apesar de ser o parâmetro isolado que descreve melhor a atividade 

biológica observada. 

Utilizando a equação 5.1 os valores de log MIC-1 dos compostos do grupo de 

treino foram calculados e o gráfico de log MIC-1 (mol/L) real versus log MIC-1 (mol/L) 

predito do grupo de treino foi traçado, utilizando o intervalo de confiança de 95 % 
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Tabela 5.4 - Valores reais e calculados de log MIC-1 frente a C. albicans e lipolo 
componente-Z dos compostos bisbenzamidínicos do grupo de treino 

Molécula  Lipolo componente Z  Log MIC -1 
real 

(mol/L) 
Log MIC –1 

calculado  
(mol/L)  

Resíduo  % Erro  

Mol01 -0,13 7,68 7,31 0,37 4,82 
Mol05 0,02 7,49 7,25 0,24 3,20 
Mol06 -0,01 7,19 7,26 -0,07 0,97 
Mol07 0,22 7,19 7,17 0,02 0,28 
Mol08 -1,72 7,82 7,97 -0,15 1,92 
Mol13 0,47 6,65 7,06 -0,42 6,32 
Mol14 -0,22 7,57 7,35 0,22 2,91 
Mol26 -1,36 7,73 7,82 -0,09 1,16 
Mol31 1,02 6,73 6,84 -0,11 1,63 

 

 

Figura 5.9 -  Gráfico de log MIC-1 (mol/L) real versus log MIC-1 (mol/L) predito frente a 
C. albicans do grupo de treino. 

 

log MIC-1 real = 1,004 (± 0,61) log MIC-1 predito  

R2=0,68  Q2 =0,51   S= 0,256 n= 9 F=15,371   

Equação 5.2 

 

Podemos observar, Figura 5.9, pág 89, que os compostos Mol01 , Mol05  e 

Mol08  (Tabela 4.2, pag 49) estão fora do intervalo de confiança de 95%. O gráfico de 
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resíduos versus atividade predita foi traçado (Figura 5.10) para avaliar a validade da 

análise. 

 

Figura 5.10  Teste gráfico da validade da análise de RML de valores preditos de log 
MIC-1 frente a C. albicans versus valores de resíduos 

 

Podemos ver que o composto Mol13  apresenta uma dispersão maior indicando 

que ele é um outllier  (Collegari, 2003). 

A equação 5.2 nos indica que a equação 5.1, com suas limitações uma vez que 

R2 é igual a 0,62 e Q2 a 0,51, pode ser utilizada para prever a CIM frente a C. albicans 

dos compostos bisbenzamidinicos similares ao do grupo de treino. Desta forma a 

atividade biológica frente à C. albicans dos compostos planejados e das moléculas do 

grupo de validação externa (Tabela 4.2, pag 49) foi calculada utilizando a Equação 5.2. 
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Tabela 5.5  - Resultados da análise da atividade biológica frente a C. albicans utilizando 
RML para moléculas do Banco de dados-2 
 

Grupo Molécula Lipolo Log MIC -1 real 
(mol/L) 

Log MIC -1
calculado 

(mol/L) Desvio % Erro 

Teste Mol09 0,36 7,22 7,11 0,11 1,51 
Teste Mol10 -0,49 7,82 7,46 0,36 4,57 
Teste Mol11 0,36 7,5 7,11 0,39 5,19 
Teste Mol12 1,02 6,6 6,84 -0,24 3,60 

Validação 
externa Mol32 0,37 8,05 7,11 0,94 11,72 

Validação 
externa Mol33 -1,57 6,66 7,91 -1,25 18,77 

Validação 
externa Mol34 -1,18 6,5 7,75 -1,25 19,21 

Validação 
externa Mol35 -0,07 9,22 7,29 1,93 20,94 

Validação 
externa Mol36 0,53 7,47 7,04 0,43 5,75 

Validação 
externa Mol37 -0,48 7,12 7,46 -0,34 4,76 

Validação 
externa Mol38 0,69 6,59 6,97 -0,38 5,83 

Planejado FB1 0,19 - 7,18 - - 
Planejado FB2 -1,78 - 8,00 - - 
Planejado FB3 -0,25 - 7,36 - - 
Planejado FB4 -0,23 - 7,36 - - 
 

Utilizando-se a equação 5.1, a atividade biológica dos compostos planejados 

frente a Candida albicans foi calculada. Estes provavelmente terão potências similares 

ao grupo de treino, com a exceção da molécula FB2 (Tabela 4.2, pág 49) que terá uma 

potência maior que os compostos do grupo de treino e do grupo de teste. 

As moléculas do grupo de validação externa não tiveram sua atividade explicada 

de forma adequada (% de erro ≥ 5%). Isto pode ser explicado pelo fato de que essas 

moléculas são muito diferentes das moléculas do grupo de treino e assim seria 

necessário aumentar o número de moléculas com estruturas diferentes de modo a 

ampliar o alcance do modelo obtido. 
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5.2.4- Estudos de  QSAR-2D frente ao fungo Cryptococcus neofarmans  

Na análise de RML utilizando no programa BILIN obteve-se a equação 5.3: 

Log MIC-1= -0,37 (± 0,19) lipolo componente Z -1,33 (± 0,81) índice topológico Balaban 
+ 9,46 (± 0,90) 

 
r2= 0,85  Q2 = 0,60  n=9   s= 0,195  F=17,197 

Equação  5.3 
 

Os valores de log MIC-1 dos compostos do grupo de treino e do grupo de teste 

calculados utilizando a equação 5.2 se encontram nas Tabelas 5.6 e 5.7 (pag 94) 

respectivamente. 

Tabela 5.6 Valores reais e calculados de log MIC-1 (mol/L) frente ao C. neofarmans dos 
compostos bisbenzamidínicos do grupo de treino 

Molécula  Lipolo 
componente -Z Balaban Log MIC -1 real 

(mol/L) 
Log MIC -1

calculado 

(mol/L ) 
Desvio %erro 

Mol06 0,02 1,28 7,79 7,79 0 0 
Mol07 0,23 0,946 8,09 8,14 -0,04 0,49 
Mol08 -1,72 0,92 8,73 8,89 -0,16 1,83 
Mol10 -0,49 0,94 8,73 8,41 0,32 3,67 
Mol11 0,36 1,24 7,85 7,70 0,15 1,91 
Mol13 0,47 1,28 7,55 7,61 -0,06 0,79 
Mol14 -0,23 0,91 8,48 8,34 0,12 1,42 
Mol26 -1,36 1,40 8,03 8,12 0,09 1,12 
Mol31 -0,37 0,85 7,74 7,97 -0,23 2,97 

 

Para o grupo treino, o gráfico de valores de log MIC-1(mol/L)real versus  log MIC-1 

(mol/L)calculado foi traçado, utilizando intervalo de confiança de 95%. 
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Figura 5.11-  Gráfico de valores de log MIC-1 (mol/L) real versus log MIC-1 (mol/L) predito 

 

log MIC-1 (mol/L) real = 1,0 (±  0,37) log MIC-
 
1(mol/L)calculado

  - 0,008 (±0,90) 
R2= 0,85 Q2= 0,60   s= 0,195   n=9 

Equação 5.4 
 

A equação 5.4 nos indica que a equação 5.3, pode ser utilizada para prever a 

CIM frente a C. neofarmans de compostos bisbenzamidinicos similares ao do grupo de 

treino, uma vez que os parâmetros estatísticos (R2= 0,85; Q2= 0,60) estão adequados. 

Desta forma a equação 5.3 foi utilizada para prever o valor de log MIC-1(mol/L) do 

grupo de teste e o grupo de validação externa. 
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Tabela 5.7 -  Valores reais e calculados de log MIC-1 (mol/L) frente a C. neofarmans e 
valores de lipolo Z dos compostos bisbenzamidínicos do grupo de teste e do grupo de 
validação lateral. 
 

Grupo  
Molécula  lipolo-Z Balaban  Log MIC -1 

real 
(mol/L) 

Log MIC -1
calculado  

(mol/L) Desvio % Erro 

Teste Mol01 -0,130 1,289 7,39 7,36 -0,03 0,41 
Teste Mol05 0,025 1,258 8,4 7,35 -1,05 14,27 
Teste Mol12 0,725 0,968 8,75 7,56 -1,19 15,79 
Teste Mol09 0,234 0,946 8,81 7,78 -1,03 13,27 

validação lateral Mol32 0,375 1,124 8,06 7,44 -0,62 8,39 
validação lateral Mol33 -1,567 1,113 8,48 8,19 -0,29 3,56 
validação lateral Mol34 -1,181 1,389 7,96 7,59 -0,37 4,81 
validação lateral Mol35 -0,065 1,289 7,72 7,34 -0,38 5,25 
validação lateral Mol36 0,527 1,492 7,43 6,78 -0,65 9,55 
validação lateral Mol37 -0,480 1,363 7,85 7,37 -0,48 6,48 
validação lateral Mol38 0,689 1,527 7,34 6,66 -0,68 10,14 

Planejada FB1 0,193 1,654 - 6,65 -  
Planejada FB2 -1,781 1,1654 - 8,18 -  
Planejada FB3 -0,257 1,290 - 7,41 -  
Planejada FB4 -0,238 1,219 - 7,51 -  

 

A equação 5.3 nos indica que quanto menor o parâmetro lipolo-componente Z e 

o parâmetro topológico de Balaban maior será a potência frente ao fungo C. 

neofarmans. O índice topológico de Balaban (J) reflete fortemente a ramificação 

molecular e muito pouco o tamanho molecular e é baseado na soma das distâncias de 

um átomo a outro, sendo seu valor dependente da conformação tridimensional 

(Montanari et al., 2000; Charton, 1983). Assim, segundo a Equação 5.2 quanto menos 

ramificada e menor ramificação (menor lipolo –componente Z) for, maior será a 

potência da molécula. Segundo a equação, os compostos planejados terão potência de 

baixa a média frente ao fungo C. neofarmans 

5.2.5- Estudos de QSAR-3D frente ao fungo Candida albicans  

Baseado no conhecimento da interação destes compostos com a fenda menor 

do ADN, foram escolhidas sondas que fossem capazes de mimetizar a interação das 

moléculas com o alvo biológico: (1) sonda 02 (oxigênio sp2) aceptor de ligação de 

hidrogênio, sonda 03 (oxigênio sp3) aceptor de ligação de hidrogênio, sonda Nar 

(nitrogênio sp2 pertencente a anel aromático), sonda CH3+1 sonda default do programa 

utilizada para estudar os efeitos estereoquímicos e eletrostáticos de modo em geral, 

sonda N3 (nitrogênio sp3) aceptor de ligação de hidrogênio e sonda H+ doadora de 
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ligação de hidrogênio. As condições utilizadas nas Análises 2, 4, 6 e 9 (Tabela 4.3, 

pag 56) levaram aos melhores resultados estatísticos (Tabela 5.8). 

Tabela 5.8-  Resultados da análise CoMFA frente ao  fungo Candida albicans 

Análise  Número ótimo de 
componentes R2 Q2 s F 

Contribuição  
 estéri co  eletrostático  

2 1 0,836 0,704 0,185 35,69 0,948 0,052 
4 1 0,820 0,600 0,194 31,80 0,955 0,045 
6 1 0,824 0,603 0,192 32,82 0,966 0,034 
9 1 0,827 0,608 0,190 33,55 0,950 0,045 
 

Foram calculados os valores de log MIC-1 (mol/L) para os compostos do grupo 

de treino e do grupo de teste utilizando os resultados obtidos das análises que 

apresentaram melhores resultados estatísticos e os valores obtidos estão descritos na 

Tabela 5.10. 

A atividade biológica foi calculada para o grupo de teste, para o grupo de 

moléculas utilizadas na validação externa e as moléculas planejadas, os resultados se 

encontram na Tabela. 5.11. 
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Tabela 5.9 -  Valores calculados de log MIC-1 para os compostos do grupo de treino frente a Candida albicans utilizando diferentes 

análises 

 

  Análise 2  Análise 4  Análise 6  Análise 9  

Grupo 
treino 

log MIC -1 real 

(mol/L) 
log MIC –1

calculado  
(mol/L) desvio %erro  

log MIC -1
 calculado

 

(mol/L ) desvio %erro 
log MIC -1 

calculado 

(mol/L ) desvio %erro 
log MIC -1

calculado 

(mol/L) 
 

desvio %erro  

Mol31 6,73 6,83 0,1 1,49 6,77 0,04 0,67 6,85 0,12 1,75 6,85 0,12 1,83 

Mol06 7,19 7,23 0,04 0,56 7,28 0,09 1,23 7,24 0,05 0,69 7,22 0,03 0,35 

Mol07 7,19 7,46 0,27 3,76 7,53 0,34 4,79 7,47 0,28 3,75 7,48 0,29 3,99 

Mol05 7,49 7,29 -0,2 -2,67 7,31 0,18 2,46 7,27 -0,22 -3,03 7,29 0,20 2,68 

Mol14 7,57 7,31 -0,26 -3,43 7,35 0,22 2,94 7,33 -0,24 -3,27 7,34 0,23 3,06 

Mol01 7,68 7,64 -0,04 -0,52 7,58 0,10 1,34 7,64 -0,04 -0,52 7,65 0,03 0,43 

Mol08 7,82 7,65 -0,17 -2,17 7,73 0,09 1,20 7,77 -0,05 -0,64 7,65 0,17 2,19 

Mol26 7,73 7,92 0,19 2,46 7,82 0,09 1,17 7,91 0,18 2,28 7,90 0,17 2,22 

Mol13 6,65 6,72 0,07 1,05 6,69 0,04 0,54 6,69 0,04 0,60 6,68 0,03 0,46 
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Tabela 5.10-  Valores reais e calculados de log MIC-1 frente a Candida albicans dos compostos bisbenzamidínicos do grupo de teste 
utilizando as diferentes análises 

Grupo  

Molécula  

 ANÁLISE 2 ANÁLISE 4 ANÁLISE 6  ANÁLISE 9 
log MIC -1 

real  

(mol/L)  

log MIC -1

calculado  
(mol/L)  

resídu o % erro 
log MIC -1

 

calculado
 

(mol/L)  
resíduo % erro 

log MIC -1
calculado  

(mol/L)  
resíduo  %erro 

log MIC -1  
calculado  
(mol/L)  

resíduo  % erro  

TESTE Mol09 7,25 7,17 0,08 1,10 7,07 0,18 2,48 6,91 0,34 4,69 7,15 0,10 1,38 
TESTE Mol10 7,53 7,41 0,12 1,59 7,47 0,06 0,80 7,46 0,07 0,93 7,44 -0,02 0,27 
TESTE Mol11  7,25 7,36 -0,11 1,52 7,17 0,08 1,10 7,43 -0,18 -2,48 7,37 -0,12 1,66 

VALIDAÇÃO 
EXTERNA Mol32 8,05 7,42 -0,63 7,83 7,56 0,49 6,05 7,60 0,45 5,60 7,43 -0,62 -7,70 

VALIDAÇÃO 
EXTERNA Mol33 6,66 7,41 0,75 11,26 7,28 0,62 9,36 7,42 0,76 11,41 7,43 0,77 11,56 

VALIDAÇÃO 
EXTERNA Mol34 6,49 7,87 1,38 21,26 7,92 1,43 21,99 7,97 1,48 22,76 7,86 1,37 21,11 

VALIDAÇÃO 
EXTERNA Mol35 9,21 7,55 -1,66 18,02 7,83 1,38 14,99 7,85 1,36 14,78 7,80 -1,41 15,31 

VALIDAÇÃO 
EXTERNA Mol36 7,44 7,66 0,22 2,96 7,79 0,35 4,71 7,72 0,28 3,81 7,72 0,28 3,76 

VALIDAÇÃO 
EXTERNA Mol37 7,12 7,49 0,37 5,20 7,15 0,03 0,41 7,33 0,21 2,92 7,51 0,39 5,48 

VALIDAÇÃO 
EXTERNA Mol38 6,59 7,56 0,97 14,72 7,63 1,04 15,80 7,55 0,96 14,58 7,67 1,08 16,39 

PLANEJADOS FB1 - 7,45 - - 7,53 - - 7,39 - - 7,66 - - 
PLANEJADOS FB2 - 7,62 - - 7,60 - - 7,27 - - 7,70 - - 
PLANEJADOS FB3 - 7,39 - - 7,43 - - 7,13 - - 7,49 - - 
PLANEJADOS FB4 - 7,48 - - 7,47 - - 7,81 - - 7,84 - - 
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Os mapas de contorno (Figura 5.12) das diferentes análises feitas foram 

construídos. As áreas vermelhas são regiões onde grupos com um potencial 

eletrostático negativo levam ao aumento da potência e as áreas azuis são regiões onde 

grupos com potencial eletrostático positivo levam a um aumento da potência. As áreas 

verdes são regiões onde grupos volumosos são favoráveis (maior potência) e as áreas 

amarelas onde grupos volumosos são indesejáveis, pois diminuem a potência. 

 

a- Mapa de contorno da análise 4 

 

 

b- Mapas de contorno da análise 2 

 

c- Mapa de contorno da análise 6 

 

d- Mapa de contorno da análise 9 

Figura 5.12-  Mapas de contorno obtidos nas análises de QSAR-3D (CoMFA) frente a 
Candida albicans a- Mapa de contorno da análise 4 b- Mapas de contorno da análise 2 

c- Mapa de contorno da análise 6 d- Mapa de contorno da análise 9 
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Em todas as análises podemos observar que a contribuição do efeito 

estereoquímico foi muito maior que a contribuição do efeito eletrostático. A análise dos 

mapas de contorno estereoquímico permite avaliar que a presença de grupos 

volumosos na extremidade da molécula e no anel furânico (posição 3 e 4) levam a uma 

maior potência. 

A análise dos mapas de contorno eletrostático nos indica que a presença de 

menor densidade eletrônica (carga positiva) no anel furânico e nos substituintes do 

grupo amidina levam a uma maior potência.  

 

5.2.6- Estudos de QSAR-3D frente ao fungo Cryptococcus neofarmans  

As condições utilizadas nas Análises 4, 7 e 8 (Tabela 4.3, pag 56) levaram aos 

melhores resultados estatísticos (Tabela 5.12). Com as condições destas análises 

foram calculados os valores de log MIC-1 para os compostos do grupo de treino, para o 

grupo de teste e para o grupo de moléculas utilizadas na validação externa. 

Tabela 5.11-   Resultados das análises CoMFA frente a Cryptococcus neofarmans  

Nome da 
análise 

Contribuição  R2 Q2 N° ótimo de 
componentes  

n F s 
Estéreo-
químico 

Eletrostático 

Análise 4  0,948 0,052 0,958 0,623 1 10 79,09 0,105 
Análise 7  0,950 0,050 0,990 0,710 2 10 336,7 0,052 
Análise 8  0,979 0,021 0,998 0,808 2 10 278,3 0,057 

 

Utilizando as análises 4, 7 e 8, foram calculados os valores de log MIC-1 para os 

compostos do grupo de treino que estão descritos na Tabela 5.13, pag 100. 

A atividade biológica e a porcentagem de erro foram calculadas para o grupo 

teste, o grupo de validação externa e as moléculas planejadas inicialmente, se 

encontram na Tabela 5.14, pag 101. 

Os mapas de contorno (Figura 5.13, pag 102) das análises de QSAR-3D foram 

construídos.  
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Tabela 5.12-  Valores calculados de log MIC-1 (mol/L) para os compostos do grupo de treino frente a Cryptococcus neofarmans 

Grupo de treino  Análise 4  Análise7  Análise8  

 
log MIC -1 real  

(mol/L)  

log MIC -1 
calculado  
(mol/L)  resíduo % erro 

log MIC -1 
calculado  
(mol/L) resíduo % erro 

log MIC -1 
calculado  
(mol/L) resíduo % erro 

Mol13 7,55 7,56 0,01 0,09 7,56 0,01 0,19 7,60 0,05 -0,61 

Mol06 7,79 7,85 0,06 0,80 7,81 0,02 0,26 7,87 0,08 -1,01 

Mol11 7,85 7,82 0,03 0,35 7,83 0,02 0,23 7,84 0,01 0,17 

Mol26 8,03 8,11 0,08 0,96 8,10 0,07 0,89 8,18 0,15 -1,85 

Mol05 8,4 8,37 0,03 0,35 8,36 0,04 0,53 8,37 0,03 0,30 

Mol14 8,48 8,49 0,01 0,14 8,53 0,05 0,53 8,46 0,02 0,25 

Mol08 8,73    8,73 0,00 0,06 8,62 0,11 1,23 

Mol10 8,73 8,69 0,04 0,51 8,67 0,06 0,70 8,72 0,01 0,10 

Mol07 8,81 8,86 0,05 0,52 8,84 0,03 0,34 8,88 0,07 -0,83 
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Tabela 5.13-  Valores reais e calculados de log MIC-1 (mol/L) frente a Cryptococcus neofarmans dos compostos bisbenzamidínicos do 
grupo de teste, validação externa e moléculas planejadas. 

   Análise 4 Análise 7 Análise 8 

Grupo  

log MIC -1 real  

(mol/L)  

log MIC -1 
calculado  
(mol/L)  resíduo % erro 

log MIC -1 
calculado  

(mol/L) resíduo % erro 

log MIC -1 
calculado  
(mol/L) resíduo % erro 

Teste Mol01 7,39 8,02 0,63 7,88 7,94 0,55 6,98 7,92 0,53 6,67 

Teste Mol09 8,13 7,66 0,47 6,11 7,60 0,53 7,03 7,56 0,57 7,61 

Teste Mol31 7,74 8,20 0,46 5,63 8,22 0,48 5,81 8,24 0,50 6,04 

Validação externa Mol32 8,05 7,56 0,49 6,52 7,66 0,39 5,08 7,61 0,44 5,75 

Validação externa Mol33 7,56 8,26 0,70 8,45 8,20 0,64 7,84 8,18 0,62 7,62 

Validação externa Mol39 7,4 8,276 0,87 10,53 8,24 0,84 10,17 8,18 0,78 9,56 

Validação externa Mol35 8,3 7,78 0,52 6,62 7,80 0,50 6,40 7,77 0,53 6,79 

Validação externa Mol36 7,13 8,17 1,04 12,73 8,12 0,99 12,17 8,07 0,94 11,64 

Validação externa Mol37 8,02 8,14 0,12 1,45 8,06 0,04 0,54 8,07 0,05 0,60 

Validação externa Mol38 6,89 7,84 0,95 12,08 7,85 0,96 12,21 7,82 0,93 11,91 
Moléculas 
planejadas FB1 - 7,847   7,829   7,788   
Moléculas 
planejadas FB2 - 8,172   8,083   8,067   
Moléculas 
planejadas FB3 - 8,021   8,018   7,946   
Moléculas 
planejadas 

FB4 
- 7,62   7,745   7,718   
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a- Mapas de contorno obtidos na Análise 4 
 

 

b- Mapas de contorno obtidos na Análise 7 
 

 

C- Mapas de contorno obtidos na Análise 8 

Figura 5.13-  Mapas de contorno obtidos nas análises de QSAR-3D (CoMFA) frente a 
Cryptococcus neofarmans a- Mapa de contorno da análise 4 . b- Mapas de contorno da 

análise 7.  c- Mapa de contorno da análise 8   
 

As análises de QSAR-3D frente ao C. neofarmans tiveram um resultado bastante 

similar ao obtido frente a C. albicans. Aqui também, a contribuição do efeito 

estereoquímico foi muito maior que a contribuição do efeito eletrostático e a presença 

de grupos volumosos na extremidade da molécula e no anel furânico (posição 3 e 4) 

levam a uma maior potência.A análise dos mapas de contorno eletrostático nos indica 

que a presença de menor densidade eletrônica (carga positiva) no anel furânico e nos 

substituintes do grupo amidina levam a uma maior potência.  

As análises foram muito similares entre si, indicando que o tipo de sonda não 

teve uma interferência significativa na análise. 
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5.3- Resultados obtidos das preparações efetuadas 

 

Para a síntese dos compostos FB1 a FB4 foram propostas as rotas 

sintéticas descritas, nas Figuras 5.14 e 5.15 (pag 105).  
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Figura 5.14-  Rota de síntese proposta para compostos furanobenzamidinicos FB1 e 

FB2 
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Figura 5.15- Rota de síntese proposta para compostos furanobenzamidinicos FB3 e FB4 
 

Para a síntese dos compostos isotioureidos Ia, Ib, IIa e IIb foram propostas 

as rotas sintéticas descritas na Figura 5.16 (pag 106). 
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Figura 5.16- Rota de síntese proposta para compostos isotioureidos Ia, Ib IIa e IIb 

 

Para a obtenção do 5-(hidroximetil)-2-carbaldeido-furano, HMF (1), foram 

propostos dois métodos: 

1-  À partir  da desidratação da frutose (El Hajj et al., 1987) (Figura 5.17). 

2-  À partir da desidratação da sacarose (Timko et al, 1977) (Figura 5.18). 
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Figura 5.17 -  Obtenção do 5-(hidroximetil)-2-carbaldeido-furano a partir da 

desidratação da frutose 
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Figura 5.18 - Obtenção do 5-(hidroximetil)-2-carbaldeido-furano a partir da 
desidratação da sacarose 
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Estes são métodos clássicos para a obtenção do HMF (1), sendo 

necessário o uso de catalisadores ácidos próticos (ácido oxálico ou ácido 

clorídrico) utilizando como solvente a água; ou resinas fortemente ácidas 

utilizando como solvente o DMSO ou uma mistura de isobutilmetilcetona-água (El 

Hajj et al., 1987).  

Nas reações onde se utilizam as resinas fortemente ácidas como 

catalisadoras, a temperatura de reação utilizada em geral é 90°C, temperatura em 

que se observa uma boa relação entre a formação do HMF e a sua degradação 

(El Hajj et al., 1987). 

Utilizando como catalisador o ácido oxálico foi realizada a síntese de 1 

utilizando dois métodos. O primeiro, utilizando como material de partida a frutose, 

levou a baixo rendimento (20%), mas é um método de fácil execução. O segundo 

método foi utilizado a sacarose como material de partida e catálise ácida (Figura 

5.18, pag 106) sob alta pressão. Este procedimento levou a baixos rendimentos 

(25 %) além de ser um método de difícil execução. 

Utilizando o método semi-contínuo usando como catalisador a resina 

DOWEX 50WX2 foi obtido o composto 1 com melhor rendimento bruto (91%). Foi 

obtido um óleo de cor marrom que posteriormente foi purificado utilizando 

cromatografia em coluna utilizando como fase estacionária alumina neutra (El Hajj 

et al., 1987). Nesta reação também se observa a formação do ácido levulínico, 

produto secundário obtido por hidratação de 1. O ácido levulínico, por sua vez, 

catalisa a degradação de 1 e impede a cristalização deste último (El Hajj et al., 

1987). 

CH3

CH2

OH

O  

Figura 5.19 - Ácido levulínico 

 

A formação de 1 foi confirmada no espectro na região do infravermelho 

(Figura A1, pág 133) pelo aparecimento de banda a 3336 cm-1 referente a 

deformação axial de OH; 1658 cm-1 referente a deformação axial de carbonila de 

aldeído; 1520 cm-1 referente a deformação axial C=C. No espectro de RMN 1H 

(Figura A2, pag 133) a obtenção de 1 foi confirmada pelo aparecimento de 
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simpleto a δ 9,629 referente a H7, dupletos a δ 7,226 e a δ 6,578 referentes, 

respectivamente, a H3 e H4; sinal a δ 4,6 referente a H6. No espectro de RMN de 
13C (Figura A3, pag 134) foi confirmado a obtenção de 1 pelo aparecimento do 

sinal a δ 177,736 referente ao carbono carbonílico C7, sinais a δ 157,229; δ 

152,778; δ 121,951 e δ 111,885  referentes aos carbonos aromáticos C2, C5, C3 

e C4 respectivamente; sinal a δ 64,608 referente ao carbono metilênico C6. As 

atribuições feitas para o espectro de RMN de 13C foram confirmadas com o auxílio 

do subespectro de DEPT 135 (Figura A4, pag 134). 

A redução de 1, realizada utilizando-se método convencional (Timko et al., 

1977) com boro-hidreto de sódio, levou à formação dos compostos 2 (53%) e 3 

(47%). O composto 2 foi obtido após recristalização utilizando clorofórmio e 

filtração após  24h. O composto 3 foi obtido após recristalização utilizando 

clorofórmio e filtração após 72h.  

A formação de 2 foi confirmada pelo desaparecimento de banda a 1658 cm-

1 no espectro na região do infravermelho (Figura A5, pag 135), referente ao 

estiramento da carbonila do aldeído. No espectro de RMN de 1H (Figura A6, pag 

135) pelo desaparecimento de simpleto a δ 9,629 referente ao hidrogênio ligado 

ao carbono carbonílico do grupo aldeido. No espectro de RMN de 13C (Figura A7, 

pag 136), foi confirmado pelo desaparecimento do sinal a δ 177,736 referente ao 

carbono carbonílico C7, e a δ 157,229 referente ao carbono C2. As atribuições 

feitas para o espectro de RMN de 13C foram confirmadas com o auxílio do 

subespectro de DEPT 135 (Figura A8, pag 136). 

A formação de 3 foi confirmada no espectro de massa (Figura A9, pag 137) 

pela presença do pico correspondente ao íon quasi-molecular [M + Na]+ a m/z 

261,33 indicando que a fórmula molecular do composto formado é C12H14O5. No 

espectro na região do infravermelho (Figura A10, pag 137) foi confirmado pelo 

desaparecimento de banda a 1658 cm-1 referente ao estiramento da carbonila do 

aldeído do precursor 1 e aparecimento de bandas a 1200 cm-1 e 1062 cm-1 

referentes a deformação axial assimétrica e simétrica do grupo C-O-C de grupo 

éter. Estas bandas não estão presentes no espectro na região do infravermelho 

do composto 2 (Figura A5, pág 135). No espectro de RMN de 1H (Figura A11, pag 

138) foi confirmado pelo desaparecimento de simpleto a δ 9,627 referente ao 

hidrogênio aldeídico H7. No espectro de RMN de 13C (Figura A12, pag 138), foi 
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confirmado pelo desaparecimento do sinal a δ 177,736 referente ao carbono 

carbonílico C7 do precursor 1 e a presença dos carbonos do composto éter 

difurânico. As atribuições feitas para o espectro de RMN de 13C foram 

confirmadas com o auxílio do subespectro de DEPT 135 (Figura A13, pag 139). 

Seguindo a rota proposta (Figura 5.15, pag 105) foram feitas várias 

tentativas, em diferentes condições para se obter os compostos tosilados e/ou 

mesilados, mas os resultados foram insatisfatórios, pois, foram obtidas misturas 

complexas de difícil separação. Assim, foi proposta a obtenção do produto 

clorado. 

Na tentativa de obtenção do 2,5-diclorometilfurano (5) a partir do 2,5 

didroximetilfurfuraldeido (2) foi utilizado a N-clorossuccinimida com trifenifosfina, 

segundo Bose e colaboradores (1973), uma clássica reação de mecanismo 

conhecido (March, 1985). Não foi possível a purificação do produto diclorado que 

é bastante instável. Assim, se procedeu a reação de acoplamento com o p-

cianofenol para a obtenção do composto 6. Como esta rota levou a baixos 

rendimentos, optou-se por obter o composto 2,5 diclorometilfurano utilizando o 

cloreto de tionila na presença de lutidina. O composto clorado obtido não foi 

purificado, no entanto foi caracterizado por RMN de H1 (Figura A14, pag 139) 

pelos sinais δ 6,316 refrente aos hidrogênios H3 e H4 e sinal a δ 5,535 referente 

aos hidrogênios H6 e H7.  

A formação de 7 foi confirmada no espectro de massas (Figura A15, pag 

140) pela presença do pico correspondente ao íon quasi-molecular [M + H]+ a m/z 

330,98 indicando que a fórmula molecular do composto formado é C20H14N2O3. 

No espectro na região do infravermelho (Figura A16, pag 140) foi confirmada pela 

presença da banda a 2200 cm-1 referente ao estiramento de C≡N, banda a 1604 

cm-1 referente à deformação assimétrica no anel benzênico, bandas a 1246 cm-1 e 

1173 cm-1 referentes a deformação axial assimétrica e simétrica do grupo C-O-C. 

No espectro de RMN de 1H (Figura A17, pag 141), foi confirmada pela presença 

de dupleto a δ 7,599 referente ao hidrogênio H9; dupleto a δ 7,032 referente a H8; 

simpleto a δ 6,488 referente aos hidrogênio H3 e H4; simpleto a δ 5,059 referente 

aos hidrogênios H6. No espectro de RMN de 13C (Figura A18, pag 141) foi 

confirmada pela presença dos sinais a δ 167,307 (C7); δ 149,924 (C5); δ 133,962 

(C9); δ 118,938 (C11); δ 115,418 (C8); δ 111,563 (C3 e C4); δ 104,568 (C10); δ 
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62,350 (C6). As atribuições feitas no espectro de RMN de 13C foram confirmadas 

pelo subespectro DEPT 135 (Figura A19, 142).  

Para a transformação do grupo nitrila de 7 na amidina (FB1) 

correspondente inicialmente utilizou-se a reação de Pinner (Boykin et al, 1988). 

Neste método obtemos um imino ester (imidato) a partir da reação da nitrila e 

etanol anidro em meio ácido (áciido clorídrico anidro) que posteriormente,  

reagindo com amônia, leva a formação da amidina correspondente (March, 1985). 

No entanto, foi obtida uma mistura de difícil purificação. A presença de 

nitrilas aromáticas com grupo eletrodoador na posição para e o anel furânico faz 

com que este composto, menos reativo, não leve a um método efetivo de síntese. 

Foi tentado o método via amidoxima descrito por Judkins e colaboradores (1996), 

no entanto não ocorreu reação. 

A reação de acoplamento do composto 5 com o composto 8 não ocorreu 

nas condições de reação utilizadas. Isto pode ter ocorrido devido ao grupo ciano, 

grupo retirador de elétrons, na posição para em relação ao grupo amino fazendo 

com que o par de elétrons livres do grupo NH2 se torne menos reativo.  

Assim pela dificuldade na obtenção dos derivados amidínicos optou-se pela 

síntese dos compostos isotioureídos. Os compostos S-alquilisotiureídos podem 

ser obtidos através da reação de tiouréias com álcoois em meio ácido (Kofod, 

1963). Outro método que pode ser utilizado é a reação de tioureias com haletos 

de alquila. Sendo que os iodetos de alquila levam a maiores rendimentos (Denk & 

Ye, 2005). Derivados alquilados terciários não reagem por este caminho, sendo 

que as principais reações que ocorrem são a solvólise e a eliminação (Denk & Ye, 

2005). 

Neste trabalho a obtenção dos derivados isotiureidos foi realizada através 

da reação dos derivados furânicos clorados e a isotiureia (e seus derivados) via 

reação SN2, realizada à temperatura ambiente utilizando como solvente etanol: 

água. Os derivados S-isotiureídos obtidos foram purificados em coluna filtrante de 

alumina neutra (solvente etanol). A formação dos compostos foi confirmada pelas 

análises dos espectros obtidos. 

A obtenção do composto Ia foi confirmada pelas análises dos dados 

espectrométricos. O espectro de massas (ESI-MS) modo positivo (Figura A20, 

143) apresentou pico do quasi- molecular [M + H]+ a m/z 244,64 indicando se 
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tratar de um composto com a fórmula molecular C8H12N4OS2. O pico a m/z 168,87 

corresponde a perda do grupo isotioureído (Figura 5.19). 
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Figura 5.20- Esquema de fragmentação de Ia por ESI-MS (Modo positivo) 

 

No espectro na região do infravermelho (Figura A21, pag 143) foi 

observado banda a 3300-3000 cm-1 característica de deformação axial simétrica e 

assimétrica de NH2, banda a 2977 cm-1 referente a deformação axial de CH2, 

banda a 1649 deformação axial de C-C de anel aromático; 1606 deformação axial 

do grupo C=N. No espectro de RMN de 1H (Figura A22, pag 144) observamos 

simpleto a δ 6,333 referente aos hidrogênios H3 e H4 do anel furânico e  simpleto 

a δ 4,350 referente aos hidrogênios metilênicos H6 e H6’. O grupo isotioureido foi 

identificado no espectro de RMN de 13C (Figura A23, pag 144), pela presença de 

carbono quaternário a δ 170,058 atribuído ao carbono C7 e C7’. O anel furânico 

foi identificado por sinal a δ 148,547 atribuído aos carbonos C2 e C5 e sinal a δ 

110,662 atribuído aos carbonos C3 e C4. A presença dos carbonos metilênicos 

C6 e C6’ foi determinada por sinal a δ 28,870. As atribuições feitas no espectro de 

RMN 13C foram realizadas com o auxílio do subespectro DEPT 135 (Figura A24, 

pag 145). 

A obtenção do composto Ib foi confirmada no espectro de ESI-MS, modo 

positivo (Figura A25, pag 146), por sinal correspondente ao pico do íon quasi- 
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molecular [M + H]+ a m/z 301,08 indicando se tratar de um composto com a 

fórmula molecular C12H20N4OS2.  
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Figura 5.21 - Esquema de fragmentação de Ib por ESI-MS (Modo positivo) 

 

No espectro na região do infravermelho (Figura A26, pag 146) observamos 

banda a 3200-3000 cm-1 referente à deformação axial do grupo NH2. 

No espectro de RMN de 1H (Figura A27, pag 147) observamos simpleto a δ 

6,337 referente aos hidrogênios H3 e H4 do anel furânico, simpleto a δ 4,360 

referente aos hidrogênios metilênicos H6 e H1, simpleto a δ 2,971 (H8 e H8’) e 

simpleto a δ 2,903 (H9 e H9’). 

O grupo isotioureído foi identificado no espectro de RMN de 13C (Figura 

A28, pág 147), pela presença de carbono quaternário a δ 166,416 atribuído aos 

carbonos C7 e C7’ , por sinal a δ 30,880 referente aos carbonos metilênicos C8, 

C8’ e por sinal a δ 29,015 referente aos carbonos C6 e C6’. O anel furânico foi 

identificado por sinal a δ 148,486 atribuído aos carbonos C2 e C5, 

respectivamente, e sinal a δ 110,897 atribuído aos carbonos C3 e C4. As 

atribuições feitas no espectro de RMN de 13C foram realizadas com o auxílio do 

subespectro DEPT 135 (Figura A29, pag 148). 

A formação do composto IIa foi confirmada pelas análises dos espectros. O 

ESI-MS (Figura A30, 149) mostrou pico do íon quasi-molecular [M + H]+, a m/z 

355 indicando que a fórmula molecular deste composto é C14H18N4O3S2. O pico a 

279,08 corresponde a perda do grupo isotioureido (CH4N2S) a partir do pico do 

íon quasi-molecular (Figura 5.21).  
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Figura 5.22- Esquema de fragmentação de IIa por ESI/MS (Modo positivo) 

 

No espectro na região do infravermelho (Figura A31, pag 149) a presença 

do grupo isotioureido foi confirmada pela de banda em 3250 cm-1 referente a 

deformação axial do grupo NH2; banda a 3172 cm-1 referente a deformação axial 

simétrico do grupo NH e banda a 1643 cm-1 referente a deformação do grupo 

NH2.  

No espectro de RMN de 1H (Figura A32, pág 150) a presença do anel 

furânico foi confirmada pela presença de simpleto largo a δ 6,426 atribuído aos 

hidrogênios H3, H3’, H4 e H4’; simpleto a δ 4,568 foi atribuído aos hidrogênios H8 

e H8’ e simpleto a δ 4,441 atribuído aos hidrogênios H6 e H6’. A análise do 

espectro de RMN 13C (Figura A33, pag 150) a presença do grupo isotioureido foi 

confirmada pela por sinal a δ 170,126 referente aos carbonos quaternários C7 e 

C7’. A presença do anel furânico foi confirmada pela presença de sinal a δ 

151,466 referentes aos carbonos quaternários C2, C2’, sinal a δ 148,327 

referentes aos carbonos quaternários C5 e C5’, sinal a δ 111,706 atribuído aos 

carbonos C3 e C3’ e sinal a δ 110,609 atribuídos aos carbonos C4 e C4’. O sinal a 

δ 63,175 foi atribuídos aos carbonos C8 e C8’ e sinal a δ 28,049 foi atribuído aos 
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carbonos C6 e C6’. As atribuições feitas para o espectro de RMN de 13C foram 

realizadas com o auxílio do subespectro DEPT 135 (Figura A34, pag 151). 

A formação do composto IIb foi confirmada pela análise dos espectros. O 

cromatograma ESI-MS (Figura A35, pag 152) mostrou pico do íon quasi-molecular 

(M + H)+ a m/z 383 indicando que a fórmula molecular deste composto é 

C16H24N4O3S2. O pico m/z 293 corresponde à perda do grupo isotioureído 

metilado (C3H9N2S). O pico a 183,08 corresponde à perda do grupo C9H15N2O2S a 

partir do pico do íon molecular (Figura 5.22, pag 114). 
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Figura 5.23- Esquema de fragmentação de IIb por ESI/MS (Modo positivo) 

A presença do grupo isotioureído metilado foi caracterizada no espectro na 

região do infravermelho (Figura A36, pag 152) pelas bandas a 2925 cm-1 referente 

a deformação axial assimétrico do grupo C=N-H, banda a 1603 cm-1 referente a 

deformação axial do grupo S-C=N.  

No espetro de RMN de 1H (Figura A37, pag 153) o grupo isotioureído 

alquilado foi caracterizado pela presença dos sinais a δ 2,89 (H8 e H8’). O anel 

furânico foi caracterizado pela presença do simpleto a δ 6,33 atribuído aos 

hidrogênios H3, H3’, H4 e H4’. Os sinais a δ 4,34 (simpleto, referente a 4 
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hidrogênios equivalentes) atribuido aos hidrogênios H6 e H6’, simpleto a δ 4,43 (s) 

atribuído aos hidrogênios e H1 e H1’. A análise do espectro de RMN de 13C 

(Figura A38, pag 153) auxiliado pelo subespectro DEPT 135 (Figura A39 pag 154) 

permitiu a identificação do grupo isotioureído monoalquilado pela presença dos 

sinais a δ 166,268 atribuído aos carbonos quaternários C7 e C7’, a sinal δ 30,130 

atribuído aos carbonos metílicos C8 e C8’. O sinal a δ 111,651 foi atribuído aos 

carbonos C3 e C3’ do anel furânico e sinal a δ 110,34 foi atribuído aos carbonos 

C4 e C4’. O sinal a δ 151,301 foi atribuído aos carbonos C2 e C2’ do anel furânico 

e sinal a δ 148,823 foi atribuído aos carbonos C5 e C5’. O sinal a δ 29,45 foi 

atribuído aos carbonos C6 e C6’ e sinal a δ 63,047 foi atribuído aos carbonos C9 

e C9’. 

 

5.4 Atividade biológica in vitro  

5.4.1- Testes antifúngicos 
 

Os principais métodos microbiológicos para a detecção de atividade 

antimicrobiana consistem nos ensaios de difusão, bioautográficos e de diluição. 

Estes métodos apresentam sensibilidades distintas (Duarte, 2001).  

Para avaliação da atividade antifúngica os compostos foram testados em 

uma concentração final que variou de 250 a 32 µg/mL. Compostos que não 

produziam nenhuma inibição no crescimento até a concentração de 250 µg/mL 

foram considerados inativos. Os resultados estão relatados na Tabela 5.14 (pag. 

116). 
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Tabela 5.14-  Atividade antifúngica in vitro  dos compostos sintetizados 
 

nota: NE  não efetuado 

 

Todos os compostos testados apresentaram atividade antifúngica contra 

todos os microorganismos testados. O composto 2 foi o que apresentou maior 

potência frente aos fungos do gênero Candida testados. O composto 3 foi o que 

apresentou maior potência frente aos fungos do gênero Paracoccidioides. Os 

resultados dos compostos Ib, IIa e IIb estão de acordo com o esperado uma vez 

que compostos isotiouteidos já haviam sido descritos como tendo atividade 

antimicrobiana (Brooks et al., 1950; Bandelin & Tuschhoff , 1952). Cabe ressaltar 

que trabalhos recentes em nosso grupo de pesquisa (Silva, 2005; Nogueira, 2006) 

já haviam demonstrado a atividade antifúngica de derivados isotioureidos. 

5.4.2- Avaliação de Toxicidade e de Atividade Antit umoral dos compostos 
isotioureidos 

Para avaliação da toxicidade e atividade antitumoral utilizou-se o método 

colorimétrico com o sal de tetrazólio MTT. Este ensaio é um método sensível e 

confiável que mede a viabilidade, proliferação e atividade celular. É baseado na 

capacidade da desidrogenase mitocondrial de células viáveis em converter o MTT 

Espécies  Concentração inibitória minima  - mmol/L  

 
 2 3 7 Ib IIa 

 
IIb 

 
Anfoteri

cina B  
C.albicans 1,00 x 10-2 26,9  x 10-2  6,00  > 68,6  x 

10-2 
>  60,0  x 
10-2 

 > 56,3  x 
10-2 

5,38 X 10-3

C.glabrata 1,00 x 10-2 N.E.  2,96 > 68,6  x 
10-2 

 >  60,0  x 
10-2 

> 56,3  x 10-

2 
5,38 X 10-3

C.krusei 1,00  x 10-2 53,8  x 10-2 12,00 > 68,6  x 
10-2 

>  60,0  x 
10-2 

> 56,3  x 10-

2 
5,38  X 10-

3 
C.parapsilosis 1,00 x 10-2 53,8  x 10-2 NE > 68,6  x 

10-2 
>  60,0  x 
10-2 

> 56,3  x 10-

2 
NE 

C.tropicalis 1,00 x 10-2 26,9  x 10-2 NE > 68,6  x 
10-2 

>  60,0  x 
10-2 

> 56,3  x 10-

2 
NE 

P.brasiliensis 01 50  x 10-2 26,9  x 10-2 NE > 68,6  x 
10-2 

>  60,0  x 
10-2 

> 56,3  x 10-

2 
NE 

P.brasiliensis 
MG05 

50  x 10-2 26,9  x 10-2 NE > 68,6  x 
10-2 

>  60,0  x 
10-2 

> 56,3  x 10-

2 
NE 

P.brasiliensis 18 50  x 10-2 26,9  x 10-2 NE > 68,6  x 
10-2 

>  60,0  x 
10-2 

> 56,3  x 10-

2 
NE 

P.brasiliensis 1017 50  x 10-2 26,9  x 10-2 NE > 68,6  x 
10-2 

>  60,0  x 
10-2 

> 56,3  x 10-

2 
NE 
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amarelo, solúvel em água em formazam (Figura 5.23), composto azul escuro e 

insolúvel em água (Rathi et al, 2010).  

No entanto no ensaio de MTT não há diferenciação entre o efeito citostático 

e o citotóxico. Para isto seria necessário que outros testes que medissem a 

capacidade de proliferação das células remanescentes e/ ou integridade e 

funcionalidade das mesmas (Bellamy, 1992) fossem realizados. 

A absorbância dos produtos formazanas, medida 

espectrofotometricamente, é diretamente correlacionada com o número de células 

ativas metabolicamente. Sendo assim, valores de absorbância altos indicam uma 

elevada produção de formazana (roxo ou laranja), o que significa, em outras 

palavras, uma alta atividade enzimática e, portanto, presença de um grande 

número de células viáveis (Garcia, 2000) 

 

Figura 5.24 - Redução do MTT pela desidrogenase mitocondrial 
Fonte:  Garcia, 2000 

 

Os resultados obtidos para os compostos submetidos a ensaios para 

avaliação da atividade citotóxica (ou antitumoral) contra algumas linhagens de 

células sadias de epitélio de rim de hamster (BHK21) e de células cancerígenas, 

carcinoma mamário humano 4T1(M), adenocarcinoma de pulmão A549, 

melanoma humano (MeWo) e glioma de rato (C6), estão descritos na Tabela 5.15 

(pag 118) 
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Tabela 5.15- Atividade citotóxica in vitro (IC50 mmol/L) dos compostos Ib, IIa e IIb 
frente as linhagens de células BHK21, 4T1, A549, MeWo e C6 
 

Linhagem  Ib 
 

IIa 
 

IIb 
 

BHK21 > 1 x 10-2 1 x 10-2 1 x 10-2 
4T1(M) 80 x 10-2 N.E. 10,2  
A549 N.E. 86,0 N.E. 
MeWo 62,0  5,16  N.E. 

C6 50,0  98,0  43,6  
NOTA: 1- BHK21 epitélio de rim de hamster; 4T1(M) carcinoma mamário murino; A549 carcinoma 
de pulmão humano; MeWo melanoma humano; C6 glioma de rato  
2- NE  não efetuado 

 

Os compostos tioureidos testados são pouco tóxicos para células sádias  

(IC50 > 1 x 10-2 mmol/L para BHK21) e apresentaram atividade contra todas as 

linhagens de células cancerígenas testadas. Os compostos Ib e IIb apresentaram 

atividade similar frente a célula de carcinoma mamário humano 4T1(M). O 

composto IIa foi o que apresentou maior potência frente as células tumorais de 

melanoma (MeWo) e frente ao glioma de rato C6 os três compostos testados 

apresentaram atividade antitumoral similar. 

Não há dados na literatura consultada sobre a atividade antitumoral dos 

derivados isotioureidos. 
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CONCLUSÃO 

As energias de interação e perturbação calculadas de derivados tipo 

furamidino bis-benzamidínicos utilizando ancoragem molecular manual com B-

ADN, não possuem correlação estatística com o log ∆Tm dos complexos dos 

ligantes furano-bisbenzamidínicos com os fragmentos do B-ADN, refletindo 

apenas uma tendência geral de afinidade pelo fragmento do B-ADN. As energias 

calculadas também não possuem correlação com a atividade biológica frente aos 

fungos Candida albicans e Cryptococcus neofarmans. 

Os estudos de reconhecimento de padrão não foram capazes de indicar 

quais os parâmetros importantes para a atividade dos compostos frente ao fungo 

Pneumocistis carinii. Para melhorar estas análises seria necessário aumentar o 

número de moléculas analisadas testadas nas mesmas condições. 

Um dos problemas da análise de QSAR é a escolha da conformação a ser 

utilizada. Normalmente, a conformação do ligante escolhida é aquela observada 

na estrutura de raios X no complexo ligante-alvo biológico, no entanto, muitas 

vezes não se dispôs da estrutura de todos os ligantes no complexo. A ancoragem 

molecular (docking) manual mostrou ser uma técnica adequada para se obter a 

conformação semelhante aquela observada pela cristalografia de raios X, uma 

vez que as estruturas das moléculas testadas, Mol03  (bis-isopropilfuramidina), 

Mol04  (bis-ciclopropilfuramidina), Mol07  (bis-ciclobutilfuramidina) e Mol11  (bis-

ciclohexilfuramidina), obtidas nos estudos de ancoragem molecular manual estão 

muito próximas da conformação observada nas conformações obtidas por 

cristalografia de raios X.  

Dentro dos limites do experimento, as análises de QSAR-2D e QSAR-3D 

permitiram inferir que os parâmetros estereoquímicos e lipofílicos são importantes 

para a atividade biológica dos compostos benzamidínicos frente à C. albicans e C. 

neofarmans. As análises de QSAR-2D indicaram que a atividade dos compostos 

benzamidínicos frente a C. albicans está correlacionada à distribuição lipofílica da 

molécula. No entanto este parâmetro isolado não explica de forma adequada a 

atividade biológica observada para estes compostos. O parâmetro lipofílico está 

relacionado com as características farmacocinéticas necessárias a absorção. A 

equação obtida da análise de QSAR-2D frente ao fungo C. neofarmans indica que 

a distribuição lipofílica na molécula e a ramificação presente são importantes para 
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a atividade biológica dos compostos benzamidínicos testados. Quanto menor o 

valor do lipolo- componente Z e quanto menos ramificada for a molécula e menor 

for esta ramificação mais potente será a molécula.  

As análises de QSAR-3D mostraram que o fator estereoquímico também é 

um fator importante para a atividade dos compostos benzamidínicos frente a C. 

albicans e C. neofarmans. A presença de grupos muito volumosos no grupo 

amidínico diminui a potência dos compostos bis-benzamidínicos. Isto já era 

esperado, uma vez que estudos prévios de modelagem molecular e relação 

estrutura-atividade utilizando compostos amidínicos indicam a importância da 

estrutura isoélica à fenda menor do B-DNA destes compostos para a interação.  

Não foi possível a síntese das benzamidinas propostas nas condições utilizadas, 

no entanto foram sintetizadas 4 novos derivados S-isotioureidos Ia, Ib, IIa e IIb 

(com rendimento global de 52%, 32%, 57% e 35 %) utilizando rotas sintéticas 

simples e de fácil execução. 

Os S-tioureidos são isósteros dos compostos amidínicos e segundo estudos 

prévios realizados pelo grupo, estes compostos se ligam à fenda menor do DNA 

de forma semelhante aos compostos amidínicos. 

Os compostos 2 (2,5-di-hidroximetilfurano), 3 (1,5-di[5’-hidroximetil-2’-furano)il], 7 

(2,5-bis[(4-cianofeniloxi)metil]furano]), Ia (2,5-di[5-tioureido-metil] furano) Ib (2,5-

dimetanodiil-bis-(N,N’-dimetilcarbamidotioato)furano), IIa (1,5-bis[(5’-

carbamidotioato-2’furano)il-3-oxapropano) e IIb (1,5-bis[(5’-N-metil-

carbamidotioato-2’furano)il-3-oxapropano) sintetizados apresentaram atividade 

antifúngica frente a todos os microorganismos testados. O composto 2 foi o que 

apresentou maior potência frente aos fungos do gênero Candida testados. O 

composto 3 foi o que apresentou maior potência frente aos fungos do gênero 

Paracoccidioides. É interessante observar que os compostos mais potentes frente 

aos fungos do gênero Candida testados são aqueles capazes de realizar ligações 

de hidrogênio mais eficientes e possuem menor cadeia. Isto pode ser observado 

quando comparamos os compostos 2, 3 e 7.  

Os testes de atividade antitumoral mostraram que os compostos Ib, IIa e 

IIb são pouco tóxicos para as células normais de epitélio de rim de hamster. Os 

compostos Ib apresentou maior potência frente a célula de carcinoma mamário 

murino 4T1(M). O composto IIa foi o que apresentou maior potência frente as 
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células tumorais de melanoma (MeWo) e frente ao glioma de rato C6 o composto 

IIb apresentou maior potência antitumoral . 

Os derivados S-isotioureidos se mostraram uma classe de compostos bastante 

promissora para futuros estudos buscando novas substâncias com atividade 

antifúngica e antitumoral, pois além de possuírem rota sintética simples e de fácil 

execução e com bons rendimentos. Estes compostos apresentaram atividade 

biológica bastante relevante. Assim como perspectivas futuras deste trabalho 

temos: 

• Realizar estudos de docking flexível utilizando metodologias mais rápidas e de 

fácil execução com diferentes estruturas do d-B-ADN e maior número de 

moléculas ativas com maior variação estrutural. 

• Realizar estudos de QSAR utilizando os derivados isotioureidos para analisar 

se a capacidade de realizar ligações de hidrogênio, a lipofilia e a o tamanho da 

cadeia realmente influenciam a atividade antimicrobiana e antitumoral. Isto 

possibilitará propor novas substâncias mais potentes com maior especificidade. 

• Determinar coeficiente de partição (experimental e por cálculo) dos compostos 

sintetizados. 

• Sintetizar novos derivados isotioureídos com grupos aromáticos e 

heteroaromáticos como grupos espaçadores. 

• Realizar estudos para determinar qual o mecanismo de ação da atividade 

antitumoral e antimicrobiana apresentada pelos derivados isotioureidos. 

• Realizar testes in vivo para os compostos com atividade promissora. 
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Procedimento 1 Mecânica molecular,  DNA flexível, u tilizando  programa 
MacroModel 5.5  
  
/usr2/user2/vera/novo.mdb/teste-2.dat 
/usr2/user2/vera/novo.mdb/teste-2.out 
 MMOD       0      1 
 CHGF        0      0         0      0     0.0000  0.0000   0.0000     0.0000 
 FFLD         3      0         0      0     4.0000  0.0000   0.0000     0.0000 
 READ 
 MINI          0      1     500      0     0.0000  0.0000   0.0000     0.0000 
 MINI          1      0   2000      0     0.0000  0.0000   0.0000     0.0000 
 EXNB        0      0         0      0     0.0000  0.0000   0.0000     0.0000 
 MINI          1      0   2000      0     0.0000  0.0000   0.0000     0.0000 
 
Procedimento 2- Dinâmica molecular,  DNA flexível u tilizando  programa 
MacroModel 5.5  
 
/usr2/user2/vera/novo.mdb/ teste-3.dat 
/usr2/user2/vera/novo.mdb/ teste-3.out 
 MMOD       0      1 
 CHGF        0      0      0      0      0.0000    0.0000     0.0000     0.0000 
 FFLD         3      2      0      0      4.0000    0.0000     0.0000      0.0000 
 READ  
 MDIT         0      0      0      0   300.0000    0.0000     0.0000     0.0000 
 MDAV        1 
 MDSA    100      0      0      0      0.0000    0.0000      0.0000     0.0000 
 MDYN        0      2      0      0      1.5000  20.0000   300.0000     0.0000 
 WRIT 
 
Procedimento 3- Mecânica molecular , utilizando DNA  flexível utilizando  
programa MacroModel 5.5  
 
/usr2/user2/vera/novo.mdb/teste-4.dat 
/usr2/user2/vera/novo.mdb/teste-4.out 
 MMOD       0      1 
 CHGF        0      0          0      0    0.0000   0.0000   0.0000     0.0000 
 FFLD         3      2          0      0    4.0000   0.0000   0.0000     0.0000 
 READ 
 ELST      -  1      0          0      0     0.0000  0.0000   0.0000     0.0000 
 MINI           1      0   2000       0     0.0000  0.0000   0.0000     0.0000 
  
Procedimento 4- Cálculo da energias do DNA e molécu la isolada, utilizando  
programa MacroModel 5.5  
 
/usr2/user2/vera/novo.mdb/teste-6.dat 
/usr2/user2/vera/novo.mdb/teste-6.out 
 MMOD       0      1 
 CHGF        0      0      0      0     0.0000     0.0000   0.0000   0.0000 
 FFLD         3      2      0      0     4.0000     0.0000   0.0000   0.0000 
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 READ 
 ELST        -1      0      0      0     0.0000     0.0000   0.0000   0.0000 
 ELST        -1      0      0      0     0.0000     0.0000   0.0000   0.0000 
 
 
Método II 
 
Procedimento 6- Dinâmica molecular, DNA2 flexível u tilizando  programa 
MacroModel 5.5  
 
 
/usr2/user2/vera/dodecamero.mdb/mol15-03.dat 
/usr2/user2/vera/dodecamero.mdb/mol15-03.out 
 MMOD      0      1                                                           
 CHGF       0      0      0      0     0.0000         0.0000     0.0000     0.0000 
 FFLD        3      2      0      0     4.0000         0.0000     0.0000     0.0000 
 READ                                                                          
 MDIT        0      0      0      0   300.0000       0.0000     0.0000     0.0000 
 MDFT       0      0      0      0   300.0000       0.0000     0.0000     0.0000 
 MDYN      0      0      0      0        1.5000   100.0000     0.0000     0.0000 
 MDIT        0      0      0      0   300.0000        0.0000     0.0000     0.0000 
 MDFT       0      0      0      0   300.0000        0.0000     0.0000     0.0000 
 MDYN      0      0      0      0        1.5000   300.0000     0.0000     0.0000 
 MDIT        0      0      0      0    300.0000       0.0000     0.0000     0.0000 
 MDFT       0      0      0      0   300.0000        0.0000     0.0000     0.0000 
 MDSA   100     0      0      0        0.0000       0.0000     0.0000     0.0000 
 MDYN       0     1      0      0        1.5000   500.0000     0.0000     0.0000 
 WRIT 
 BGIN 
 READ                                                                                                                                                                                                                
 MINI         0      1    500       0      0.0000       0.0000     0.0000     0.0000 
 MINI         1      0   2000      0      0.0000       0.0000     0.0000     0.0000 
 MINI         1      0   2000      0      0.0000       0.0000     0.0000     0.0000 
 MINI         1      0   2000      0      0.0000       0.0000     0.0000     0.0000  
 END                                                                              
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Figura A1 - Espectro na região do infravermelho (νmax, cm-1, KBr) de 1 

 

 
Figura A2- Espectro de RMN de 1H (δ, 200 MHz, D2O) de 1 

O
OH H

O

7

3

5
6

Composto 1
5-hidroximetil-2-carbaldeido-furano
Faixa de fusão  32-34°C
Massa molecular    126,11 g/mol
Fórmula molecular   C6H6O3
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Figura A3- Espectro de RMN 13C (δ, 50 MHz, D2O) de 1 

 
 

Figura A4- Subespectro de DEPT 135 (δ, 50 MHz, D2O) de 1 



Anexos 

135 
 

O
OH OH

3

5 Composto 2
2,5-di-(hidroximetil)furano
PF   59-61°C
Massa molecular   128,0 g/mol
Fórmula molecula C6H8O3
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Figura A5- Espectro na região do infravermelho (νmax, cm-1, ATR) de 2 
 

 
Figura A6- Espectro de RMN 1H (δ, 200 MHz, D2O) de 2 
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Figura A7-  Espectro de RMN 13C (δ, 50 MHz, D2O) de 2 

 

 
Figura A8- Subespectro de DEPT 135 (δ, 50 MHz, D2O) de 2 
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O
OH O

O
OH

3

5

7'

3' 4'

6 7
6' Composto 3

1,5-di[(5'-hidroximetil-2'-furano)il]3-oxapropano
PF   57-59°C
Massa molecular   238,0 g/mol
Fórmula molecular    C12H14O5

 

 
Figura A9- Espectro de ESI-MS  (modo positivo) de 3 
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Figura A10- Espectro na região do infravermelho (νmax, cm-1, ATR) de 3 



Anexos 

138 
 

 
 

Figura A11- Espectro de RMN 1H (δ, 200 MHz, D2O) de 3 

 
Figura A12- Espectro de RMN 13C (δ, 50 MHz, D2O) de 3 
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Figura A13- Subespectro de DEPT 135 (δ, 50 MHz, D2O) de 3 
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Cl Cl

3

5
6

7 Composto 5
2,5-di-clorometil-furano
Massa molecular  165,02 g/mol
Fórmula molecular   C6H6Cl2O

 

 
Figura A14- Espectro de RMN 1H (δ, 200 MHz, CDCl3) de 5 
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O
O O

CN
NC

11'
Composto 7
2,5-bis[(4-cianofeniloxi)metil]furano
PF  150-153°C
Massa molecular   330,3 g/mol
 Fórmula Molecular    C20H14N2O3
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Figura A15- Espectro de ESI-MS  (modo positivo) de 7 
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Figura A16 - Espectro na região do infravermelho (νmax, cm-1 , ATR) de 7 
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Figura A17- Espectro de RMN 1H (δ, 200 MHz, CDCl3) de 7 

 

 
Figura A18- Espectro de RMN 13C (δ, 50 MHz, CDCl3) de 7 
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Figura A19- Subespectro de DEPT 135 (δ, 50 MHz, CDCl3) de 7 
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Composto Ia 

O
S S

NH

NH2 NH2

NH

3

Composto Ia
2,5-di[5-tioureido-metil]furano
Massa molecular   244,3 g/mol
Fórmula  Molecular    C8H12N4OS2

25
6 6'7

7'

 

 
Figura A20- Espectro de ESI-MS  (modo positivo) de Ia 
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Figura A21 - Espectro na região do infravermelho (νmax, cm-1 , ATR) de Ia 
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Figura A22- Espectro de RMN 1H (δ, 200 MHz, D2O) de Ia 
 

 
Figura A23- Espectro de RMN 13C (δ, 50 MHz, D2O) de Ia 
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Figura A24- Subespectro de DEPT 135 (δ, 50 MHz, D2O) de Ia 
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O
S S

H3CN

H3CHN NHCH3

NCH3

34

6'6

78

9

7'

Composto Ib
2,5-dimetanodiil-bis(N,N'-dimetilcarbamidotioato)fu rano
Massa molecular      300,4 g/mol
Fórmula  Molecular     C12H20N4OS2

 

 
Figura A25 - Espectro de ESI-MS  (modo positivo) de Ib 
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Figura A26 - Espectro na região do infravermelho (νmax, cm-1 , ATR) de Ib 
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Figura A27 - Espectro de RMN 1H (δ, 200 MHz, D2O) de Ib 

 

 
Figura A28- Espectro de RMN 13C (δ, 50 MHz, D2O) de Ib 
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Figura A298- Subespectro de DEPT 135 de Ib (δ, 50 MHz, D2O) 
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Composto IIa 

O
S O

O
S

NH2

NHNH

NH2

6

7

3'3

7'

Composto IIa
1,5-bis-[(5'-carbamidotioato-2'furano)-il-3-oxapropa no
Massa molecular   354,4 g/mol
Fórmula Molecular    C14H18N4O3S2

8
8' 6'

 
 

 
Figura A30- Espectro de MS- ESI (modo positivo) de IIa 
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Figura A31- Espectro na região do infravermelho (νmax, cm-1 , ATR) de IIa 
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Figura A32- Espectro de RMN 1H (δ, 200 MHz, D2O) de IIa 

 

 
Figura A33- Espectro de RMN 13C (δ, 50 MHz, D2O) de IIa 
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Figura A34- Subespectro de DEPT 135 (δ, 50 MHz, D2O) de IIa 
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O

S O
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NHCH3

NHNH

H3CHN
8 3'3

6'6

8'

7'

Composto IIb
1,5-bis[5'-N-metil-carbamidotioato-2'-furano)il]-3- oxapropano
Massa molecular   382,5 g/mol
Fórmula Molecular   C16H22N4O3S2

7

9 9'

 
 

 
 
 

Figura A35- Espectro de MS- ESI (modo positivo) de IIb 
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Figura A36- Espectro na região do infravermelho (νmax, cm-1 , KBr) de IIb 
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H9 

 

 
Figura A37- Espectro de RMN 1H (δ, 200 MHz, D2O) de IIb 

 

 
Figura A38- Espectro de RMN 13C (δ, 50 MHz, D2O) de IIb 
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Figura A39- Subespectro de DEPT 135 (δ, 50 MHz, D2O) de IIb 
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