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RESUMO 

NAVARAUSCKAS, V. B. Potenciais inibidores de di-idrofolato redutase de 
Mycobacterium tuberculosis (MtDHFR): Docking molecular, síntese e avaliação 
enzimática de derivados dos ácidos aminobenzóico e p-aminocinâmico. 2022. 130f. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2022. 

 

A tuberculose é um problema de saúde mundial que apresenta comorbidade com a AIDS, 
atingindo anualmente 10 milhões de seres humanos e ocasionando 1,6 milhão de mortes 
por ano. Devido ao tratamento ser extenso, com custo elevado e com inúmeros eventos 
adversos, cepas resistentes à quimioterapia estão surgindo. Este cenário estimula a busca 
por novos fármacos mais eficazes e, também, menos tóxicos. Enzimas como a di-idrofolato 
redutase de Mycobacterium tuberculosis (MtDHFR) são essenciais para a replicação do 
agente patológico e apresentam diferenças estruturais significativas quando comparadas à 
humana. Neste contexto, a pesquisa de análogos do ácido 3-metilfenilamino benzoico e 
moléculas semelhantes ao ácido p-aminodi-idrocinâmico capazes de inibir a MtDHFR  
torna-se de grande interesse. Quatro séries e um total de 64 novas moléculas foram 
planejadas por meio de modificações moleculares como introdução de grupos volumosos, 
retroisosterismo e extensão da cadeia com o objetivo de otimizar a atividade do ácido 3-
metilfenilamino benzoico e verificar a eficiência da utilização do ácido p-aminodi-
idrocinâmico como esqueleto estrutural. As moléculas foram submetidas a estudos in silico 
de ancoragem molecular com a enzima MtDHFR, nos quais verificou-se que as 
modificações propostas resultaram em aparente melhoria na interação com o sítio catalítico 
e possível aumento de seletividade. No entanto, apenas uma molécula da série 2 foi obtida 
com rendimento global de 5%, a qual foi amplamente caracterizada por técnicas 
espectroscópicas e de pureza. O composto obtido será avaliado em suas versões ácido e 
éster quanto a capacidade inibitória contra as enzimas MtDHFR e hDHFR. 
 
Palavras-chave: Química farmacêutica e medicinal; Tuberculose; Di-idrofolato redutase; 

MtDHFR; Modificações moleculares; Bioisosterismo  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 
NAVARAUSCKAS, V. B. Potential Mycobacterium tuberculosis dihydrofolate 
reductase (MtDHFR) inhibitors. Molecular docking, synthesis and enzymatic 
evaluation of aminobenzoic and p-aminocinnamic acid derivatives. 2022. 130f. 
Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciencias Farmacêuticas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2022. 

 
Affecting 10 million human beings, and causing 1.6 million deaths per year, Tuberculosis is 
a global health problem. This can be related to the extensive treatment, with the high cost 
and numerous adverse events, that propitiates the emerging resistant strains 
of Mycobacterium tuberculosis. This scenario thus stimulates the search for new, more 
effective, and less toxic drugs. Enzymes such as MtDHFR are essential for the replication 
of the Mycobacterium tuberculosis and show significant structural differences when 
compared to the human isoform becoming a target for the action of drugs. In this context, 
the search for 3-methylphenylamino benzoic acid analogues capable of inhibiting MtDHFR 
becomes of great interest. Thus, four series, a total of 64 new molecules, were designed 
through molecular modifications such as the introduction of bulky groups, retroisosterism, 
and chain extension to optimize the activity of 3-methylphenylamino benzoic acid and verify 
the efficiency of 4-aminocinnamic acid as a scaffold. The molecules were submitted to in 
silico studies of molecular docking with MtDHFR and it was verified that the proposed 
modifications resulted in an apparent improvement in the interaction with the catalytic site 
and a possible increase in selectivity profile. However, only one molecule was obtained with 
an overall yield of 5%, which was largely characterized by spectroscopic and purity 
techniques. The obtained compound will be evaluated in its acid and ester version for its 
inhibitory capacity against MtDHFR and hDHFR enzymes. 
 

 
 
Keywords:Pharmaceutical and medicinal chemistry; Tuberculosis; Dihydrofolate 
reductase; MtDHFR; Molecular modifications; Bioisosterism 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 TUBERCULOSE E CONSIDERAÇÕES GERAIS  

A tuberculose (TB) é uma doença contagiosa que tem como agente etiológico a 

micobactéria do gênero Mycobacterium, constituído por seis espécies estritamente 

patógenas ao homem (M. bovis, M. africanum, M. lepraes, M. ulcerans, M. harmaphilum e 

M. tuberculosis). Isolada em 1882 por Robert Koch, a M. tuberculosis passou a ser 

conhecida como bacilo de Koch (WHO, 2018; Barbassa, 2010). É caracterizada pelo quadro 

clínico de uma inflamação crônica granulomatosa no parênquima pulmonar e nos linfonodos 

hilares, conhecida assim como tuberculose pulmonar, mas podendo atingir outros órgãos 

e, desta forma, chamada de extrapulmonar (WHO, 2021; Primi, 2018; Quaglio et al., 2018; 

Patil et al., 2018). 

A transmissão da micobactéria ocorre por via aérea quando o indivíduo infectado 

expele gotículas contendo o bacilo viável. O bacilo expelido é então inalado pelo indivíduo 

não infectado e fagocitado por macrófagos dos alvéolos pulmonares. As replicações dos 

macrófagos infectados formam o granuloma característico da doença (Figura 1). O 

desenvolvimento da TB dependerá de fatores como a idade e imunidade do paciente, e 

período de latência da infecção (Fogel, 2015). 

 

 
Figura 1: Ciclo patogênico do M. tuberculosis(Adaptado de Cambier, Falkow e Ramakrishnan, 2014). 
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Este período de latência, comum em 90% dos casos de infecção, é caracterizado 

pela ausência de manifestações clínicas, pois a resposta imune do indivíduo prossegue em 

constante estímulo de anticorpos contra a micobactéria. Nos outros 10% dos casos, as 

manifestações clínicas são observadas e a progressão da doença é significante, 

caracterizando então sua forma ativa (Chang et al., 2018). 

De acordo com o relatório da Organização Mundial de Saúde (OMS) de 2021 sobre 

a TB, a cada ano, em média, 10 milhões de pessoas são afetadas pela doença. Deste 

número, cerca de mais da metade (em torno de 58%) são homens adultos, enquanto o 

restante pode ser dividido entre mulheres (32%) e crianças (10%). Em 1993, a OMS definiu 

a TB como problema de saúde pública mundial e, desde 1997, é considerada a causa líder 

de mortes por um único agente infeccioso, sobrepondo inclusive a AIDS (do inglês Acquired 

Immunodeficiency Syndome) (WHO, 2021; Eshetie et al., 2018;Palucci & Delogu, 2018). 

Dados recentes coletados pela OMS estimam 1,3 milhão de mortes em decorrência 

da TB entre pacientes não portadores do vírus HIV (do inglês Human Immunodeficiency 

Virus) e 300 mil mortes entre os pacientes portadores do vírus HIV (WHO, 2021). A 

incidência de casos de TB em pacientes portadores da AIDS pode ser justificada pela 

depleção de células T CD4+, causada por infecção pelo vírus HIV, o que leva o indivíduo à 

redução de sua defesa e consequentemente aumenta a vulnerabilidade a infecções 

oportunistas (Corleis et al, 2019). 

A mortalidade por TB está entre 50 e 80% dos pacientes quando não tratados. 

Entretanto, quando a TB é tratada, a mortalidade pode ser reduzida para 5% dos pacientes, 

desde que a terapia seja acompanhada e constante. Caso a farmacoterapia não seja 

acompanhada, a mortalidade poderá ser de aproximadamente 30% (Kristski et al., Ismail et 

al., 2018; Primi, 2018; Quaglio et al., 2018).  

Isto posto,a OMS inicia em 2006 um plano focado no fortalecimento de sistemas de 

saúde. Desta forma adota-se uma estratégia de terapia diretamente observada (DOTS - do 

inglês, Directly Observed Treatment Strategy) prevendo uma queda em torno de 8% na 

incidência de novos casos. Contudo, com a implementação da DOTS, observou-se nos 

anos seguintes queda de apenas 1,5% na incidência anual de casos entre os países que 

adotaram o procedimento. No Brasil, a aplicação do DOTS apresentou resultado de 2%, 

mas ainda aquém do esperado (WHO, 2021; Kritski et al., 2018).  

Em 2015, seis países contribuíam com mais de 60% dos novos casos de TB no 

mundo, eram eles: Índia, Indonésia, China, Paquistão, Nigéria e África do Sul (Eshetie et 

al., 2018; Adigun &Singh, 2022). Reforça-se que indivíduos HIV-positivos, países em 

desenvolvimento, crises populacionais (guerras civis) ou recursos limitados ainda figuram 
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como principais fatores de risco para o desenvolvimento e prevalecimento da TB. Isto 

ocorre mesmo com a implementação das farmacoterapias de primeira e segunda escolha 

(WHO, 2021; Kristski et al., Ismail et al., 2018; Palucci &Delogu, 2018; Patil et al., 2018). 

Dados mais recentes sobre a TB apresentam uma queda na notificação de novos casos, 

isso se deve ao realocamento de recursos financeiros e humanos para o esforço contra a 

pandemia do COVID-19 (Teo et al., 2021). 

A farmacoterapia de primeira escolha para o tratamento da TB preconiza o uso de 

isoniazida (5), rifampicina (6), pirazinamida (7) e etambutol (8) combinados (Figura 2), por 

um período que pode variar de seis meses a um ano. Esse intervalo demasiadamente 

longo, somado à percepção inicial de melhoria no início do tratamento, leva uma parcela 

dos pacientes a abandonarem o tratamento e, por consequência, à demora na cura, quando 

esta ocorre. Esta interrupção favorece a seleção de cepas resistentes, como resultado 

cerca de meio milhão de indivíduos por ano acabam por apresentar cepas resistentes aos 

tratamentos convencionais. Neste caso, recomenda-se a substituição do tratamento de 

primeira escolha por fármacos de segunda escolha, como levofloxacino (9), etionamida 

(10), linezolida (11), bedaquilina (12), delamanida (13), capreomicina (14), canamicina (15) 

e amicacina (16), por um período de até 20 meses (Figura 2) (Bansalet al., 2018). 

 

 
Figura 2: Estruturas químicas dos fármacos de primeira e segunda escolha para o tratamento da tuberculose. 
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Esta estratégia traz consigo também diversos efeitos adversos debilitantes ao 

organismo, um período ainda prolongado de terapia e custos financeiros elevados. Esses 

pontos dificultam ainda mais a adesão dos pacientes e favorece a adaptação do 

Mycobacterium à nova terapia, originando cepas resistentes também aos fármacos de 

segunda escolha (Karoli et al., 2018; Lamichhane, 2011; Singh et al., 2019; Vasava et al., 

2017).  

As terapias combinadas com os programas de vacinação em massa da população 

com a BCG seriam o suficiente para a eliminação da doença e, com isso, as indústrias 

farmacêuticas e outros patrocinadores passaram a demonstrar baixo, ou inexistente, 

interesse pelo desenvolvimento de novos fármacos anti-TB. A TB então passa a ser 

considerada uma doença negligenciada por estar associada a países menos 

desenvolvidos, onde as condições de higiene e saneamento básico são precárias, bem 

como a alimentação e acesso aos serviços de saúde, além do acesso dificultado ao 

tratamento adequado (Dartois, Barry, 2013; Duncan, 2003; Silva et al., 2017; Prasad, 2010; 

Adigun & Singh, 2022). 

Em 2020, a pandemia causada pelo vírus SARS-CoV-2 afetou diretamente os 

programas de prevenção e tratamento estabelecidos para a TB, uma vez que esforços 

médicos, equipamentos e financiamentos foram redirecionados para o combate deste novo 

quadro mundial. A TB e o COVID-19 dividem similaridades como a transmissão por via 

aérea e o comprometimento dos pulmões favorecendo quadros de co-infecção. Soma-se a 

isso o isolamento obrigatório, com consequente aumento da pobreza, e o confinamento em 

espaços com pessoas doentes favorecendo uma vulnerabilidade à TB (McQuaid et al., 

2021; Teo et al., 2021). 

O isolamento e falta de acesso aos sistemas de saúde (virtuais ou não) para 

acompanhamento refletiu em uma queda de 20% na detecção de novos casos de TB. 

Entretanto, estes dados podem significar futuramente um aumento entre 8-20% de óbitos. 

A falta de dados repercute em uma dificuldade de determinar de forma real a queda nos 

casos de TB e surgimento de cepas resistentes ou extremamente resistentes, sendo 

necessário o desenvolvimento de novos fármacos (Kozinska et al., 2021). 

Para o desenvolvimento de novos fármacos, pode-se partir de fármacos existentes 

criando-se análogos e derivados ou criar moléculas inovadoras a partir da caracterização 

de novos alvos identificados na sequência genômica do M. tuberculosis (Satta et al., 2017). 

Dentre os alvos atualmente explorados estão a enzima enoil-ACP redutase (InhA), 

responsável pela biossíntese de ácidos graxos; a proteína de transporte transmembrana 

MmpL3, que permite a passagem de substâncias variadas para o interior da micobactéria; 



21 
 

a enzima decaprenilfosforil-β-D-ribose 20-epimerase (DprE1), envolvida com a formação 

da parede celular; a enzima deidroquinato sintase (QcrB), relacionada com a inibição da 

subunidade b do citocromo bc1, e a enzima Di-idrofolato redutase (DHFR), fundamental 

para o metabolismo do folato e formação de material genético (Lele et al., 2015;. Campaniço 

et al., 2018).   

 

1.2.DI-IDROFOLATO REDUTASE DE Mycobacterium tuberculosis(MtDHFR) E A VIA DO 

FOLATO 

A DHFR encontra-se presente em microrganismos e em mamíferos, apresentando 

diferenças em sua constituição. Ela atua na via do ácido fólico (Figura 3), essencial na 

síntese do DNA e replicação celular. O ácido fólico, componente central desta via, tem papel 

como doador de carbono para a biossíntese de purinas e pirimidinas envolvidas na 

formação dos ácidos nucléicos (Lele et al., 2015). A transformação do ácido di-idrofólico em 

ácido tetraidrofólico ocorre por ação da DHFR tornando-se uma etapa chave na formação 

da timidina que será utilizada para síntese de DNA. Caso exista a inibição da enzima, o 

fornecimento de timidina no ciclo da síntese não ocorrerá, ocasionando então a parada do 

ciclocelular ou inibição da sua replicação (Lele et al., 2015; Lele et al., 2016).  

 

 
Figura 3: Representação gráfica da transformação do ácido fólico em ácido N-N-metilenotetraidrofólico. 

 
A DHFR é formada por uma folha beta central de sete fitas cercada por quatro hélices 

alfa (Li et al., 2000; Hong et al., 2015; Riyadh et al., 2018; Tawari et al., 2011) e uma única 
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fita C-terminal antiparalela. A DHFR presente em Mycobacterium (MtDHFR) e a humana 

(hDHFR) apresentam 26% de similaridade, diferenciando-se principalmente em seus sítios 

catalíticos (Sharma et al., 2018; Li et al., 2000). Comparando a estrutura da MtDHFR com 

a hDHFR, Li e colaboradores observaram que a primeira possui 159 resíduos de 

aminoácidos enquanto a hDHFR apresenta 187 resíduos, e que a principal diferença está 

no lado N-terminal das folhas beta, e não no lado C-terminal da folha onde ocorre a ação 

da enzima (Li et al., 2000). 

Em 2000, Li et al., identificou os principais resíduos de aminoácidos presentes nos 

sítios catalíticos das enzimas. O sítio da MtDHFR tem o formato de “L” e é constituído pelos 

resíduos Phe31, Asp27, Gln28, Ile94, Ile5, Tyr100, Ala7, Trp6, His30, Gly95 e Ser49 

(Figura 4A). Para que a enzima MtDHFR realize sua ação catalítica, devem ocorrer ligações 

de hidrogênio com os resíduos Asp27, Arg32 e Ser49 e uma ligação do tipo hidrofóbica com 

o resíduo Phe31,conforme observado na Figura 4D, diferenciando da isoforma humana, 

onde as ligações de hidrogênio devem ocorrer com os resíduos Val115 e Gln35, e a ligação 

do tipo empilhamento π com o resíduo Phe34. 

Ademais, a enzima MtDHFR apresenta um bolso adjacente constituído por Trp22, 

Asp27 e Gln28. Esse bolso é complementar ao sítio catalítico da enzima e inexistente na 

isoforma humana (Figura 4C). A ele, liga-se uma molécula de glicerol (GOL), um artefato 

de cristalização utilizado para a proteção da enzima durante o procedimento (Figura 4B) (Li 

et al., 2000; Souza, 2018; Sharma et al., 2018). Ambas as enzimas se diferem em relação 

ao sítio de ligação do NADPH, o qual apresenta características mais hidrofóbicas na 

MtDHFR, enquanto na isoforma humana, apresenta características hidrofílicas (Li et al., 

2000; Souza, 2018; Vassiliades et al., 2022). 

Sendo assim, as diferenças nos resíduos de aminoácidos essenciais para a ação do 

sítio catalítico e o acesso ao bolsão com afinidade pelo GOL poderão servir como base 

para estratégias interessantes na obtenção de prováveis inibidores seletivos de MtDHFR 

(Figura 4E).  
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Figura 4: Representações gráficas da MtDHFR, sítio catalítico e interação com o MTX:A) Estrutura da 
MtDHFR (PDB: 1DF7). B) Sítio catalítico da MtDHFR enfatizando a porção pteridínica do MTX e a visualização 
do GOL e do sítio do NADPH. C) Interações entre resíduos do sítio ativo da MtDHFR (representação em 
cartoon) com o MTX e GOL. D) Representação 2D das interações entre MtDHFR e MTX. Distâncias em verde 
indicam ligações de hidrogênio. Distâncias em rosa claro indicam interações hidrofóbicas. Imagens obtidas 
com o programa Discovery Studio, Biovia.E) Representação 2D de resíduos de interesse presentes no sítio 
catalítico e acessório da DHFR com possível exploração a partir do composto 30. 
 

  

1.3. INIBIDORES DE MtDHFR 

Os primeiros inibidores de DHFR (DHFRi) utilizados na terapêutica foram o 

metotrexato (MTX) (17) e a trimetoprima (TMP) (18) (Figura 5). O MTX é considerado um 

anti-metabólito da hDHFR voltado para o tratamento de neoplasias, enquanto a TMP é 

utilizada para o combate a infecções bacterianas, todavia não apresentam seletividade para 

a isoforma humana e desta forma têm ação sobre a MtDHFR e a hDHFR, passando a ser 

referência para o desenvolvimento de análogos otimizados. Com base nos estudos das 



24 
 

estruturas tridimensionais das hDHFR e MtDHFR, diversas moléculas têm sido propostas, 

apresentando em sua estrutura grupos semelhantes ao MTX e à TMP (Li et al., 2000; El-

Hamamsy et al., 2007; Tawari et al., 2015; Lele et al., 2015; Lele et al., 2016), conforme 

apresentado na Figura 5. 

Dentre estas moléculas existem estruturas com anel 2,4-diaminopirimidina ligado a 

anéis aromáticos (19) (El-Hamamsy et al., 2007), e com anel diaminotriazínico ligados a 

gruposfenoxifenil (20 e 21) (Lele et al., 2015 e Lele et al., 2016). Estes compostos 

apresentaram melhor seletividade pelo sítio catalítico da MtDHFR por realizar interações com 

o resíduo Arg27 pertencente ao bolso acessório que acomoda a molécula de GOL 

.Adicionalmente, em 20 e 21, o anel aromático central realiza interações do tipo 

empilhamento π com o resíduo Phe31, e a porção diamino estabelece ligações de hidrogênio 

com os resíduos Ile5 e Ile94. Contudo a eficácia do composto 19 foi avaliada apenas 

qualitativamente(El-Hamamsy et al., 2007; Lele et al., 2015; Lele et al., 2016).  

 

 
Figura 5: Estruturas químicas e valores de IC50 de alguns inibidores de DHFR encontrados na literatura. 

 
As moléculas sintetizadas por Lele et al.(2015) (20 e 21) foram avaliadas quanto à 

inibição enzimática frente a MtDHFR e a hDHFR em comparação ao MTX. Os inibidores 

obtiveram seletividade maior que o MTX, porém se revelaram menos potentes. Ainclusão de 

cloro-benzila como substituinte em derivados triazínicos de pirimidinas (22 e 23) proposta 

por Tawari et al. (2015) levou à formação de compostos seletivos para a MtDHFR, e com 

baixa toxicidade em humanos. Estas moléculas são estruturalmente semelhantes ao trabalho 

de Lele et al. (2015) e apresentaram valores de IC50 entre 5,20e 5,62μM frente à MtDHFR. 

Os estudos computacionais realizados demonstraram que o grupo clorobenzil interage com 
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os aminoácidos Pro52, Leu50, Leu5 e Phe31 do sítio catalítico da enzima, justificando a 

elaboração de moléculas com substituintes nesse anel. 

Derivados do 1,3,5-triazaspiro[5.5]undeca-2,4-dieno (24 e 25) com atividade frente à 

MtDHFR foram utilizados como protótipos para a obtenção de novos inibidores. A 

associação com resíduos de aminoácidos forneceu compostos com IC50d e 0,82 e 1,34 μM 

para MtDHFR e entre 11,99 e 15,32 μM para a hDHFR. Estes compostos mais efetivos 

obtiveram uma MIC50 de 0,01μM (Yang et al., 2017). 

Vassiliades et al. (2022) relata a utilização de grupos farmacóforos não 

convencionais como esqueleto para novos protótipos. Dentre estes grupos encontram-se 

xantinas (26), 4-quinazolinonas (27) e indois (28) (Figura 6), apresentando interações com 

resíduos específicos do sítio catalítico da MtDHFR, como Asp27 (26) e Phe31 (27 e 28). 

Entretanto, os valores obtidos de IC50 mostraram-se superiores quando comparados aos 

protótipos contendo os anéis diaminopiridinas e diaminotiazínicos. Estudos de docking 

realizados particularmente com a molécula 28 revelaram que a presença da metila no anel 

benzilindol é importante para a interação com o sítio acessório do GOL, sugerindo uma 

maior seletividade para a MtDHFR (Vassiliades et al., 2022). 

 

 

Figura 6: Moléculas contendo grupos farmacóforos não convencionais. 

 

Recentemente, a equipe do Laboratório de Planejamento e Síntese de Substâncias 

Bioativas (LAPESSB) da FCF da USP, baseando-se no protótipo MB872(29) (Figura 7) e 

dados estruturais daMtDHFR complexada, cedidos pelo professor Dr. Marcio Dias do ICB 

da USP, sintetizou 22 análogos, variando posições e grupos substituintes. Verificou-se que 

modificações, como bioisosterismo, ocasionaram melhoria importante nos valores de 

atividade inibitória sobre a MtDHFR. A partir de ensaios enzimáticos, confirmou-se a 

efetividade dos compostos sintetizados, dentre os quais o mais ativo (30) (Figura 7) 

apresentou um valor de IC50 de 7 μM (Kronenberger et al., 2020). 
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Figura 7: Estrutura do protótipo MB872 e seu análogo bioisostérico (Kronenbergeret al., 2020). 

 
Estudos preliminares de docking molecular do composto 30 sobre a MtDHFR 

demonstraram que o grupo amina, embora não faça ligações específicas com o sítio 

catalítico, posiciona-se próximo ao bolso acessório do GOL, o que sugere a possibilidade 

de exploração com a inclusão de grupos volumosos no nitrogênio. Ensaios de dinâmica 

molecular sugerem, ainda, que 30 também interage com os resíduos Gln28, Ile20 e Ile94 

do sítio catalítico da MtDHFR. Esses ensaios simularam a interação da enzima com o 

substrato, apresentando a conformação fechada da proteína, na qual o composto 30 parece 

ter preferência por se ligar em um sítio único da enzima, formado pelos resíduos Arg32, 

Arg60 e ocasionalmente Phe31, realizando assim um mecanismo de inibição não 

competitivo na conformação fechada da MtDHFR. No ensaio de inibição enzimática 

realizado com o bioisóstero 30, quando comparado à TMP, apresentou atividade duas 

vezes superior (Kronenberger et al., 2020). 

Isto posto, o análogo obtido mostra-se interessante molécula para otimização e 

estudo de eficácia no alvo escolhido. 

 

1.4 PLANEJAMENTO DE FÁRMACOS 

A busca por fármacos mais eficazes é demanda constante na terapêutica. Para a 

pesquisa e criação de novos fármacos seletivos, com menor toxicidade e melhor perfil 

farmacocinético e farmacodinâmico, aplica-se atualmente o planejamento racional de 

fármacos: combinação de química medicinal com técnicas computacionais (Figura 8) 

(Guido et al., 2010; Chen Lo et al., 2016). 

 
Figura 8: Planejamento racional de fármacos e as metodologias empregadas. 
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O planejamento racional de fármacos pode se basear em duas abordagens. A 

primeira, denominada Planejamento de Fármacos Baseado na Estrutura (SBDD, do inglês 

Structure-Based Drug Design), dá-se a partir do conhecimento da estrutura tridimensional 

do alvo relacionado à fisiopatologia da doença. Nesta abordagem, compreende-se as bases 

moleculares da doença e o arranjo topológico do alvo, possibilitando a elaboração de 

ligantes com perfis farmacológicos mais bem estabelecidos (Guido et al., 2010; Ferreira et 

al., 2015). 

Pode-se então aplicar a estratégia conhecida como ancoragem molecular ou, do 

inglês, docking molecular. Na ancoragem, há a predição por meio virtual das conformações 

bioativas dos possíveis ligantes no alvo proteico com seguinte avaliação e classificação da 

interação (Guido et al., 2010; Ferreira et al., 2015). 

A segunda abordagem consiste no Planejamento de Fármacos Baseado no Ligante 

(LBDD, do inglês Ligand-Based Drug Design) e se utiliza do conhecimento sobre os ligantes 

com atividade previamente conhecida contra a patologia. Para auxiliar essa abordagem, 

pode-se utilizar diversos métodos qualitativos, dentre eles está a triagem virtual baseada 

no ligante (LBVS,do inglês Ligand Based Virtual Screening). A partir de bancos de dados, 

características comuns (grupos, interações, formatos, flexibilidade, dados de ancoramento) 

entre compostos ativos de interesse são identificadas e utilizadas como filtro para a seleção, 

ou orientação para a síntese de novas moléculas. Essa seleção otimiza etapas 

laboratoriais, estudos in vitro, eliminando características indesejáveis e prevendo 

características ADMET (do inglês, Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and 

Toxicity) (Lionta et al., 2014; Ferreira et al., 2015; Guido et al., 2010; Piccirillo & Amaral, 

2018; Acharya et al., 2011). 

Tanto SBDD quanto LBDD possuem uma série de técnicas que podem, ou não, ser 

utilizadas em conjunto para o planejamento racional. Contudo, a mescla das duas 

abordagens acaba por originar moléculas ainda mais específicas. O uso integrado 

ocasiona, dessa forma, um sinergismo e uma complementariedade, permitindo diminuição 

de custos e de tempo no processo de pesquisa e desenvolvimento de moléculas (Lionta et 

al., 2014; Anderson, 2003; Guido et al., 2010). 

  

2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA 

A tuberculose é uma doença de relevante incidência e mortalidade e enfrenta 

diversos agravantes que incluem a comorbidade com a AIDS e com o Covid-19, além da 

baixa adesão e resistência da micobactéria frente à terapia existente. Isto a caracteriza 
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como um problema de saúde pública mundial e traz a urgente necessidade de se 

desenvolverem novos fármacos para o tratamento da doença (Furin et al., 2019; Adigun & 

Singh, 2022).  

Tendo isto em vista, utilizando dos estudos de interação de protótipos obtidos pelo 

nosso grupo de pesquisa com o sítio catalítico da enzima, este projeto tem como objetivo 

geral desenvolver novos inibidores de MtDHFR com potencial atividade frente ao M. 

tuberculosis. Neste contexto, este projeto tem como objetivos específicos:  

I – Propor inibidores baseados no composto 30 e na estrutura do ácido p-aminodi-

idrocinâmico, planejados por estratégias de adição de grupos volumosos, retroisosterismo 

e extensão de cadeia e realizar estudos de docking molecular, com o intuito de direcionar 

as etapas sintéticos; 

II - Sintetizar e caracterizar os compostos planejados; 

III– Avaliar a atividade inibitória das moléculas sintetizadas frente à MtDHFR; 

IV – Avaliar a atividade antimicobacteriana dos compostos com melhor resposta no 

ensaio de inibição enzimática. 

 

3. PLANEJAMENTO DOS COMPOSTOS 

Com base nas informações disponíveis sobre as interações entre ligantes e 

MtDHFR, estratégias de modificações moleculares foram aplicadas ao composto 30, a fim 

de otimizar sua interação com o sítio catalítico da enzima. Isso originou duas séries de 

moléculas (1 e 2) (Figura 9). A ambas foi proposta a adição de grupos volumosos e à série 

2, retroisosterismo. Os dados previamente obtidos também revelam que o grupo carboxílico 

presente no composto 30 parece não interagir eficientemente com os resíduos Arg60 e 

Arg32, importantes para a interação com o sítio ativo. Isto posto, outras duas séries (3 e 4) 

foram propostas, possuindo a extensão da cadeia alifática e a inclusão de grupos 

volumosos, trazendo similaridades com o composto 30 e o ácido p-aminodiidrocinâmico 

(Figura 9) (Kronenberger et al., 2020). 

Tendo em vista que o composto interage com resíduos distintos do sítio catalítico da 

enzima, os compostos foram divididos em 3 regiões para a realização das modificações 

(Figura 9). As séries 1 e 2, baseando-se no composto 30,  diferenciam-se pela posição do 

heteroátomo na região B, no qual ocorrerão as substituições no grupo amino com a 

introdução de grupos volumosos. As regiões A e C foram mantidas inalteradas, pois 

estudos prévios de nosso grupo mostraram que são porções importantes para interações 

com resíduos de Tyr100, Ser49 e Ile94, bem como interação iônica com o resíduo da Arg60.  
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Figura 9: Planejamento dos compostos. 

 

A série 1 foi proposta pela introdução de grupos volumosos, lipofílicos ou com a 

presença de grupos aceptores/doadores de ligações de hidrogênio. Estudos anteriores 

demonstram que a região pode interagir com resíduo de Phe31. Espera-se que estes 

análogos possam atingir o bolsão acessório formado pelos resíduos de Trp22, Asp27 e 

Gln28 e melhorar a seletividade para MtDHFR. A introdução de grupos aceptores/doadores 

de ligação de hidrogênio foi idealizada na possibilidade de aumentar pontos de interação 

com resíduos de aminoácidos ou com o próprio backbone da enzima. Esses grupos 

possuem características eletrônicas distintas, o que nos gera possibilidades diversas para 

verificar o melhor grupo para a afinidade. 

A série 2 foi baseada em retroisosterismo na região B do inibidor 30 com o intuito 

de verificar se as interações com os aminoácidos do sítio catalítico podem ser modificadas 

ou moduladas. Desta forma verificou-se se a posição do grupo amino favorece também a 

interação com o resíduo de Phe31. Os grupos volumosos propostos para a série 1 serão 
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também utilizados nesta série, assim espera-se que o bolsão acessório formado pelos 

resíduos Trp22, Asp27 e Gln28 também seja acessado,  melhorando a seletividade para 

MtDHFR. 

As séries 3 e 4 foram propostas alterando a distância entre as regiões B e C com o 

objetivo de verificar se há uma melhor interação com o resíduo Arg60 localizado na parte 

mais externa do sítio catalítico da MtDHFR. O prolongamento da cadeia carbônica pode 

aumentar a flexibilidade e, ademais, modular o ajuste do inibidor ao sítio ativo, mimetizando 

a conformação dos inibidores clássicos MTX e TMP e ocupando melhor o sítio ativo da 

enzima. As substituições na região A com anéis aromáticos, heterocíclicos e com 

substituintes aceptores/doadores de ligação de hidrogênio têm como objetivo modular e 

promover interações com os demais resíduos do sítio catalítico ou pertencentes ao 

backbone da enzima. 

 
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. ESTUDOS COMPUTACIONAIS (in silico) 

Os estudos in silico baseiam-se em técnicas de modelagem molecular. Estas 

técnicas visam prever os comportamentos de moléculas em condições sistêmicas e, desta 

forma, guiar o planejamento e síntese de compostos. O ancoramento molecular, embora 

não seja um dos estudos mais aprofundados, é um método robusto que permite o estudo 

do comportamento de moléculas pequenas nos sítios de ação de proteínas no nível 

atômico. Por fornecer essas informações,torna-se válido e importante a sua realização 

antes da síntese dos compostos planejados (De Ruyck et al., 2016; Acharya et al., 2019; 

Meng et al., 2011). 

 

4.1.1. Reancoramento no sítio catalítico da MtDHFR 

Para a realização dos estudos in silico é necessário que o método escolhido para a 

modelagem seja validado antes de sua utilização, garantindo que os resultados obtidos com 

os compostos obtenham precisão, robustez e sejam confiáveis (Giudice, 2016). 

O método escolhido para a validação foi o de redocking com os ligantes co-

cristalizados presentes na MtDHFR, visando garantir um posicionamento correto dos 

futuros candidatos a inibidores e a capacidade preditiva do método. O método que 

apresentou o melhor valor de RMSD (root-mean-square deviation) (0,53 Å) utilizou a função 

“GOLDScore” com o MTX como referência e um raio de 10 Å. O NADPH foi mantido 
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inalterado na proteína, pois a presença da função nicotinamida parece ser importante para 

a interação com os compostos (Dias et al., 2014). 

A interação entre a proteína e seu ligante pode ser mediada por meio de moléculas 

de água, proporcionando a estabilização do complexo proteína-ligante. Contudo, os 

resultados de RMSD obtidos com água corroboram que em alguns casos essas moléculas 

podem interferir e blindar algumas interações importantes do ligante com a proteína, 

diminuindo desta forma a afinidade, como relatado por Roberts & Mancera (2008). Assim, 

neste estudo, as moléculas de água foram retiradas. 

A função de ranqueamento selecionada (GOLDScore) é uma função nativa do 

programa GOLD que se baseia em quatro parâmetros: energia de ligação de hidrogênio 

entre proteína-ligante, energia van der Waals entre proteína-ligante, energia interna de van 

der Waals do ligante e energia de torção interna do ligante. Opcionalmente, um quinto 

parâmetro pode ser adicionado: a energia interna de ligação de hidrogênio do ligante 

(CCDC, 2019). 

 

4.1.2. Resultados do ancoramento dos compostos propostos 

A modelagem molecular foi realizada inicialmente com o objetivo de orientar as 

sínteses dos compostos planejados. As moléculas propostas das séries 1 e 2 foram 

ranqueadas de acordo com a média aritmética do valor de RMSD das melhores poses 

(Anexo I). Ao observar os valores, é possível inferir que os substituintes R1 com grupos 

doadores e aceptores de elétrons destacam-se na otimização do análogo 30, contudo os 

valores não apresentam diferenças significativas que indiquem uma possível melhor 

atividade dos compostos nas três primeiras posições, se comparados aos demais. Isso 

pode ser evidenciado pelos valores obtidos de ranqueamento, como demonstrado na 

Tabela 1, a seguir, com as dez melhores poses de moléculas e, ademais, pelas soluções 

apresentadas pela ancoragem, revelando interações com resíduos importantes do sítio 

catalítico. 

Os dados obtidos inferem que as moléculas da série 1 apresentaram melhores 

soluções comparadas às da série 2. Contudo, duas moléculas da série 2 se destacaram 

por estarem entre as 5 melhores soluções e, uma delas (2h), como a melhor solução. Ao 

analisar as poses no topo do ranking, a molécula 2h demonstrou interações com os 

resíduos Phe31 e Asp27 (Figura 10A). O resíduo Asp27 compõe um sítio com afinidade ao 

GOL adjacente ao sítio catalítico da enzima, pertencente apenas à enzima micobacteriana 

(Dias et al., 2014), e provavelmente conferindo seletividade à MtDHFR. Esta interação se 
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deve provavelmente ao deslocamento retroisostérico do átomo de nitrogênio planejado 

para a série 2, permitindo que o substituinte R1 tenha um melhor acesso a este sítio. 

 

Tabela 1: Dez melhores poses das moléculas (séries 1e 2) ordenadas pela média do 

ranqueamento. 

 

Molécula R1 Ranqueamento 

2h p-hidroxibenzil 65,13 

1i N-etilmorfolinil 64,91 

1e m-metilpiridil 64,50 

2l acetilamino 64,21 

1l acetilamino 64,18 

1k benzenossulfonil 64,12 

1h p-hidroxibenzil 63,99 

1g m-hidroxibenzil 62,92 

1b etilfenil 62,91 

1c 1-metilpiridil 62,86 

 

Por sua vez, a molécula 1i apresenta uma cadeia flexível que permite a interação 

com resíduo alvo Phe31 e o acesso ao resíduo Ala7 (Figura 10B). Essa interação com Ala7 

ocorre também com a porção pteridínica do MTX e o anel nicotinamídico do NADPH, como 

relata Li et al. (2000). Portanto estas interações podem indicar um melhor aproveitamento 

e interação com o sítio catalítico da MtDHFR. 

A terceira melhor pose ranqueada (1e) apresenta interações principalmente com os 

resíduos Phe31, Val54 e Ile5(Figura 10C), demonstrando uma afinidade com o bolso 

hidrofóbico constituinte do sítio catalítico da enzima, região onde originalmente há a 

interação com a porção p-aminobenzóica do MTX (Diaset al., 2020). Entretanto não são 

identificadas interações com resíduos pertencentes ao bolso com afinidade ao GOL, o que 

pode significar falta de seletividade para esta isoforma. 

A interação com o resíduo Phe31 para as três melhores poses de 2h, 1i e 1e ocorre 

por meio da região que possui o nitrogênio, de modo semelhante ao ocorrido com a metila 

ligada ao nitrogênio no MTX, como descrito por Diaset al. (2020). É possível verificar que 
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os três compostos tiveram suas melhores conformações, apresentando afinidade com a 

região do bolso hidrofóbico do sítio ativo. 

 

 

Figura 10: Interação dos ligantes 2h (A), 1i (B) e 1e (C) com resíduos do sítio catalítico da MtDHFR. 

 

Entretanto, estas interações estão presentes também nos demais compostos das 

séries 1 e 2 (Figura 11), o que indica que a diferença em seus resultados pode ser apenas 

a distância entre os resíduos e os grupos dos análogos. É possível observar nas figuras 

11A e 11B que as moléculas 1h e 1g realizam, além da interação com o resíduo Phe31, 

também interações com os resíduos Asp27 e Gln28, respectivamente, correspondentes ao 

sítio com afinidade ao GOL, indicando uma possível seletividade a MtDHFR. Por sua vez a 

molécula 2a (Figura 11C) realiza interações com resíduos do backbone como Ala7 além de 

interagir com Phe31, apresentando um comportamento semelhante ao composto 1i. 

Desta forma, com estes resultados, não há porque orientar a síntese por substituintes 

específicos. Todavia, as duas séries não apresentam interação com o resíduo Arg60, outro 

importante ponto de interação do sítio ativo devido a sua correlação com a função catalítica 

da enzima (Diaset al., 2014). Esta falta de interação ocorre, em sua maioria, devido ao 

tamanho reduzido das moléculas e seus deslocamentos para porções mais profundas do 

sítio, mais próximas da região onde originalmente ocorre a interação com a porção 

pteridínica do ácido di-hidrofólico (Li et al., 2000). 
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Figura 11: Interação dos ligantes 1h (A), 1g (B) e 2a (C) com resíduos do sítio catalítico da MtDHFR. 

A hipótese da interação do composto 30 com um sítio alostérico formado pelos 

resíduos Arg32 e Arg60 (presentes na MtDHFR e hDHFR) realizada por Kronenberger et 

al. (2020), corrobora o planejamento de outras moléculas, uma vez que os análogos 

presentes na série 1 e 2 podem possuir comportamento idêntico, excluindo uma possível 

seletividade dos inibidores planejados. Estes novos dados somam-se aos resultados da 

ancoragem das séries 1 e 2, que demonstraram a falta de interação com o resíduo Arg60 

e embasam o planejamento das duas novas séries 3 e 4.Notavelmente, estas duas séries 

(3 e 4) possuem uma extensão de cadeia que pode permitir a interação com os resíduos 

mais profundos do sítio, com os resíduos do bolso acessório e com o resíduo Arg60, mais 

distante e exteriorizado na proteína. 

As moléculas propostas foram então submetidas aos estudos de ancoragem 

molecular e os resultados foram ordenados conforme a média aritmética dos valores de 

RMSD (Anexo I). A Tabela 2, a seguir, apresenta a seleção com as dez melhores poses 

das moléculas. 

 

Tabela 2: Dez melhores poses das moléculas (séries 3 e 4) ordenadas pela média do 

ranqueamento. 

 

Molécula R2 n Ranqueamento 

3x m-nitrofenil 3 69,02 

4x m-nitrofenil 4 65,29 

4w o-nitrofenil 4 64,07 

3t o-etinilfenil 3 63,89 

3u m-cianofenilr 3 63,59 
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4z p-metilpiridil 4 63,40 

3w o-nitrofenil 3 62,97 

4s m-etinilfenil 4 62,73 

4t o-etinilfenil 4 62,71 

4m m-carboxi-fenil 4 62,53 

 

A análise dos estudos de ancoramento revelou resultados semelhantes aos 

encontrados para as séries 1 e 2. Novamente os valores obtidos foram próximos entre as 

moléculas planejadas, e desta forma não há por que orientar a síntese a partir das 

moléculas melhores ranqueadas. Contudo os resultados foram superiores às séries 1 e 2 e 

isso sugere que as séries 3 e 4 apresentam substituintes e uma estrutura que pode permitir 

uma melhor afinidade com o bolso e seletividade para a MtDHFR. Os substituintes em R1 

doadores e aceptores de elétrons destacam-se na interação com o sítio catalítico.  

Dentre os análogos, ressaltam-se os nitrocompostos que promovem efeito indutivo 

quando presentes em posição meta, ou efeito de ressonância quando em posições orto e 

para, podendo favorecer a interação dos sistemas aromáticos com variados resíduos de 

aminoácidos (Olender et al., 2018). A molécula 3x apresenta, em sua melhor pose (Figura 

12A), interações similares às moléculas 20 e 21 elaboradas por Lele et al. (2016) no sítio 

catalítico da MtDHFR. O anel aromático apresenta interação do tipo empilhamento π com 

o resíduo Phe31, e sua cadeia alifática interage com o resíduo Asp27.Por sua vez o grupo 

nitrobenzol interage com o resíduo Arg60 presente na entrada do sítio. Visualiza-se uma 

melhor ocupação do sítio catalítico e uma possível melhora em sua ação inibitória. A 

interação com o resíduo Asp27, constituinte do bolso do GOL, pode indicar possível 

seletividade à MtDHFR. 

 

 

Figura 12: Interação dos ligantes3x (A), 4x (B) e 4w (C) com os resíduos do sítio catalítico da MtDHFR 
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A interação com o resíduo Arg60 é novamente visualizada com a pose da molécula 

4x (Figura 12B) por meio do grupo nitro, isto somado ao seu ranqueamento indica melhor 

interação desse anel quando comparado aos demais.É possível inferir que a inclusão de 

cadeias alifáticas flexíveis com o grupo carboxílico permitiu uma melhor ocupação do sítio 

catalítico da MtDHFR e interação com sítio adjacente com afinidade ao GOL, uma vez que 

este bolso possui características hidrofílicas (Hong et al., 2015). Esta interação é 

visualizada por meio da presença do resíduo Asp27 e Gln28 nas poses das moléculas 3x 

e 4w (Figuras 12A e 12B) respectivamente. 

Isto posto, a análise dos ensaios de ancoramento das séries 3 e 4 revelou que as 

modificações planejadas para as regiões A e C permitiram, além de maior ocupação do 

sítio catalítico da MtDHFR, ampliar as interações com os resíduos existentes. Ademais, 

favoreceu a interação do tipo empilhamento π entre os anéis aromáticos centrais das 

moléculas e o resíduo Phe31, possibilitando o acesso a resíduos antes não explorados 

(Tyr100, Ile94) com as séries 1 e 2 (Figura 10C). 

 A partir destes resultados não foi possível elencar moléculas para orientar a síntese 

e posterior avaliação biológica. Assim sendo, inicialmente foram escolhidos os compostos 

com substituintes menos complexos para exploração e otimização de rotas sintéticas. 

 

4.2. SÍNTESE DOS COMPOSTOS 

 As sínteses dos compostos seguiram as rotas apresentadas no Esquema 1, a seguir. 

Para as séries 1 e 2 foram utilizados procedimentos baseados nos estudos de 

Kronenberger et al. (2020), Abdel-Magrid et al. (1996) e Khurana et al. (2004) (Esquema 

1A e 1B). Para as séries 3 (Esquema 1C) e 4 optou-se por partir dos estudos de Link et al. 

(2004), McAllister et al. (2019) e Yang et al. (2018). Seguindo estas rotas foram sintetizados 

e caracterizados os compostos 30, 31, 32, 33 e um produto final da série 2 (2a), além de 

seu respectivo precursor éster (Figura 13). Os dados de caracterização e rendimentos dos 

específicos produtos estão descritos nos itens subsequentes. 
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Esquema 1: Rotas sintéticas utilizadas para formação dos compostos. A: Série 1; B: Série 2; C: Série 3. 

 

Figura 13: Produtos sintetizados. 

4.2.1. Síntese dos compostos das séries 1 e 2 

 Para a síntese dos compostos das séries 1 e 2 foi utilizada a metodologia descrita 

por Kronenbergeret al.(2020), originando os compostos 31 e 33, que foram submetidos à 

reação de aminação redutiva (Abdel-Magrid et al., 1996) com variados aldeídos (34a-l), 

com o objetivo de originar os ésteres precursores dos produtos finais. Contudo as análises 

de caracterização revelaram que os produtos não foram obtidos ou apresentavam 
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impurezas, sendo necessário o estudo e a aplicação de novos métodos de purificação.Os 

compostos 31 e 33 foram submetidos à hidrólise (Khurana et al., 2004) para obtenção de 

suas versões ácidas para futura comparação de efetividade nos ensaios enzimáticos e 

antimicrobianos. 

 

4.2.1.1. Síntese dos intermediários ésteres 31 e 33 

O composto 31(éster 3-metil-(fenilamino)metil benzoato de metila) foi sintetizado 

com um rendimento de 50%, apresentando-se como um óleo amarelo (cf. Esquema 1A). 

Esta reação foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD) e o produto foi 

purificado por cromatografia em coluna (CC). 

 A reação para a obtenção desse intermediário deu-se por mecanismo de substituição 

nucleofílica tipo 2, representado a seguir de forma simplificada (Esquema 2), com formação 

de ácido bromídrico como subproduto. O íon brometo funciona como base, retirando o 

próton e estabilizando o produto da reação. Como subproduto, o ácido bromídrico é 

neutralizado pelo carbonato de potássio existente em excesso no meio,. condição que 

favorece o aumento da nucleofilicidade dos reagentes pela ação desprotonante do 

carbonato (Clayden et al., 2001). 

 
Esquema 2: Mecanismo simplificado de substituição nucleofílica tipo 2. 

 

 A caracterização de 31 foi realizada por meio de espectro de Ressonância Magnética 

Nuclear - RMN 1H, representado na Figura 14. O produto pôde ser identificado 

principalmente pelo aparecimento do sinal na forma de um singleto em δH 4, 30 partes por 

milhão (ppm), referente aos hidrogênios do carbono 8. O espectro de RMN  13C (Figura 15) 

corrobora os dados ao apresentar um sinal emδC 52,1ppm, referente ao carbono 8, e um 

sinal em 48,0 ppm, proveniente do carbono 15 do éster metílico. 
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Figura 14: Espectro de RMN 1H do composto 31(CDCl3). 

 

 
Figura 15: Espectro de RMN 13C do composto 31 (CDCl3). 

 

O composto 33 ou 3-(benzilamino)benzoato de metila foi sintetizado com um 

rendimento de 50%, apresentando-se como um sólido amarelo. Esta reação ocorre 
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novamente por mecanismo de substituição nucleofílica, sendo mais uma vez necessária a 

purificação por CC.O espectro de RMN 1H apresenta o sinal na forma de um singleto em 

δH 4,38 ppm referentes aos hidrogênios do carbono 8, podendo ser também visualizado no 

Anexo II. 

 

4.3.2. Síntese dos produtos finais das séries 1 e 2 

Os produtos finais 2h e 2a foram obtidos como um óleo amarelo e um sólido 

castanho, e com rendimentos brutos de 5%, e 70%, respectivamente, por meio de 

diferentes metodologias, apresentadas a seguir (Abdel-Magrid et al., 1996; Khurana et al., 

2004; Link et al., 2004). A reação foi acompanhada por CCD e para o composto 2h foi 

necessária a realização de purificação por CC. Os produtos foram caracterizados por RMN 

1H e 13C. 

 A reação para a obtenção do intermediário éster 2h ocorre por aminação redutiva, 

representado a seguir, de forma simplificada (Esquema 3). O triacetoxiborohidreto de sódio 

funciona como redutor do íon imínio formado na reação, estabilizando a ligação e formando 

o produto (Clayden et al., 2001). 

 
Esquema 3: Mecanismo simplificado de aminação redutiva (Clayden et al., 2001). 

 

 O intermediário éster 2h foi então submetido à hidrólise alcalina conforme 

representado pelo mecanismo simplificado no Esquema 4. A carbonila sofre uma adição 

nucleofílica do ânion hidróxido, formando um intermediário tetraédrico instável. O 

substituinte alcóxi é um bom grupo abandonador, que ao ser eliminado estabiliza a 

molécula, obtendo-se assim os produtos finais desejados. 

 

Esquema 4: Mecanismo simplificado de hidrólise alcalina (Clayden et al., 2001). 
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A análise do espectro de RMN 1H (Figura 16) da molécula 2h indica a obtenção do 

composto, pois é possível verificar a presença de dois sinais, na forma de singletos, em δH 

4,36 e 5,35 ppm, referentes aos hidrogênios dos carbonos 8 e 15, respectivamente. 

Todavia, não foi possível definir o deslocamento do hidrogênio da hidroxila do grupo 

fenólico. Esses dados são confirmados pelos sinais em δC 48,9 e 66,1 ppm referentes aos 

carbonos 8 e 15 respectivamente e ao sinal em δC 166,7 ppm referente ao carbono da 

carboxila no espectro de RMN 13C (Figura 17). 

 

 
Figura 16: Espectro de RMN 1H do composto 2h (CDCl3). 
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Figura 17: Espectro de RMN 13C do composto 2h (CDCl3). 

 
O composto 2a foi obtido por meio de metodologia diferente da apresentada no 

Esquema 1. A reação foi acompanhada por CCD e realizada a purificação por CC.  

 

4.3.2.1.Síntese do intermediário éster 2a 

 A condição utilizada para a síntese dos demais compostos da série 2 mostrou-se 

infrutífera para a obtenção de 2a, sendo necessária a utilização de outra condição. Ao 

analisar os substituintes em R1 para a formação dos produtos, verificou-se que, para a 

obtenção do composto 2a, a reação de formação da molécula 33 pode ser adaptada para 

uma condição que promova uma dialquilação da amina primária como observado em Link 

et al. (2004). Ao utilizar desta condição, não apenas o precursor éster de 2a foi obtido como 

sequencialmente 2a, conforme representado no Esquema 5. 

 

Esquema 5: Rota sintética do produto 2a. 
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O éster 2a (3-(dibenzilamino)benzoato de metila) foi sintetizado com sucesso e com 

um rendimento de 95% (cf.Esquema5). Esse composto se apresentou como um sólido 

branco cristalino. A reação de obtenção ocorre também pelo mecanismo de substituição 

nucleofílica tipo 2, conforme apresentado anteriormente no Esquema 2. 

 Durante a síntese, a CCD de acompanhamento apresentou duas manchas distintas 

após consumo total dos materiais de partida. Estes produtos foram inicialmente 

denominados A e B para realizar a purificação por CC e posterior caracterização por RMN. 

Com a caracterização destes compostos, identificou-se que A era o intermediário éster 2a. 

 A Figura 18 apresenta o espectro de RMN 1H do intermediário éster 2a. A 

caracterização e confirmação da formação do composto ocorre pela presença do singleto 

em δH4,74 ppm, referente aos hidrogênios dos carbonos 8 e 8’ provenientes das metilas 

ligadas ao nitrogênio e pela presença do singleto em δH3,75 ppm referente aos hidrogênios 

do carbono15, cujo sinal é característico da metila do éster. O espectro de RMN 13C 

apresentado na Figura 19 corrobora a informação do espectro de RMN 1H pela presença 

do sinal em δC 54,1 ppm referente aos carbonos 8 e 8’. 

 

Figura 18: Espectro de RMN 1H do éster2a (DMSO-d6). 
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Figura 19:Espectro de RMN 13C do éster 2a (DMSO-d6). 

 

O subproduto da reação, denominado B, foi caracterizado por meio do RMN 1H e 

13C. Verificou-se que se tratava do produto final 2a. Ele se apresenta na forma de um sólido 

branco cristalino. A formação deste pode ser explicada por condições reacionais 

específicas como tempo elevado em refluxo de DMF, um solvente que em determinadas 

condições pode também exercer ação de catálise (Heravi et al., 2018). O excesso de tempo 

foi utilizado inicialmente para garantir a formação total do produto de acordo com a rota 

sintética utilizada, ocasionando a formação do subproduto. 

O espectro de RMN 1H (Figura 20) para o composto 2a apresenta o sinal de singleto 

em δH4,73 ppm, característico dos quatro hidrogênios presentes nos carbonos 8 e 8’. 

Contudo, não é possível observar o sinal em δH 3,75 ppm proveniente dos hidrogênios da 

metila, confirmando assim a formação do ácido. Os dados são corroborados pelo espectro 

de RMN 13C (Figura 21), que apresenta o sinal em δC 54,6 ppm referente aos carbonos 8 e 

8’provenientes dos metilenos ligados ao nitrogênio. Devido à simetria dos anéis aromáticos, 

os sinais dos carbonos estão sobrepostos nas mesmas regiões de deslocamento químico, 

dificultando a análise. No entanto, a ausência do sinal em δC 51,9 ppm referente à metila 

do éster contribui para a identificação do produto B como sendo a molécula 2a.  
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Figura 20:Espectro de RMN 1H do composto 2a (DMSO-d6). 

 

 

Figura 19: Espectro de RMN 13C do composto 2a (DMSO-d6). 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

O presente trabalho consistiu no planejamento, docking molecular, síntese e 

avaliação da atividade inibitória e. enzimática de compostos análogos do ácido 

aminobenzóico e do ácido para-aminocinâmico. No total foram planejadas 64 moléculas 

dividas em 4 séries de acordo com os análogos formados.  

As moléculas propostas foram avaliadas por meio de docking molecular com o intuito 

de orientar a síntese dos compostos. Dentre as 64 moléculas, seis (duas da série 1, uma 

da série 2, uma da série 3 e duas da série 4) apresentaram as melhores poses, mas seus 

valores próximos (65,13; 64,91; 64,50; 69,02; 65,29 e 64,07) não indicavam uma orientação 

para a síntese.  

Os estudos de modelagem molecular revelaram que as modificações sugeridas 

podem indicar uma melhor interação com o alvo. O retroisosterismo proposto para o 

nitrogênio do composto 30 pode aumentar a seletividade de seus análogos para a enzima 

MtDHFR. A extensão da cadeia planejada para a série 3 também se mostrou benéfica ao 

apresentar uma melhor ocupação do sítio catalítico e interação com os resíduos de 

aminoácidos.  

Foram sintetizados os ésteres 3-(metilfenilamino) benzoato de metila e 3-

(benzilamino) benzoato de metila utilizados como intermediários para as séries 1 e 2 

respectivamente e dois análogos da série 2. 

As condições reacionais foram simples, contudo poucos produtos foram obtidos e 

em rendimentos variados. Os processos sintéticos se mostram viáveis mesmo com a 

utilização de técnicas como cromatografia em coluna para obtenção dos produtos. Isso se 

deveu a características inerentes aos reagentes selecionados. A existência de uma 

pandemia durante o período de execução do projeto, prejudicou o desenvolvimento do 

trabalho prático durante parte do período proposto para os experimentos práticos. O 

rendimento dos intermediários foi de 50%. Os produtos finais 2a e 2h apresentaram  

rendimentos de 5% e 70% respectivamente. 

Não foi possível testar o produto obtido com relação a suas atividades inibitórias e 

enzimáticas. 

Tendo em vista os resultados obtidos, propõe-se aprimorar as condições reacionais 

e testar os compostos para a sua atividade. Para tanto, sugere-se: 

 Testar novas condições reacionais; 

 Obter os demais compostos planejados; 
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 Testar os compostos sintetizados quanto a sua ação inibitória contra a enzima 

e contra o microrganismo. 

6. PARTE EXPERIMENTAL 

6.1. MÉTODOS COMPUTACIONAIS (in silico) 

O estudo de ancoramento molecular foi conduzido com o intuito de elucidar o perfil 

de interação das moléculas propostas com a enzima alvo (MtDHFR). As moléculas 

primeiramente foram otimizadas, tendo sua energia minimizada por meio de mecânica 

molecular. Para isso, foram submetidas primeiramente ao campo de força MMFF (Merck 

Molecular Force Field), este campo equilibra a geometria e frequência vibracional de acordo 

com a combinação da energia de deformação e a energia de interação intramolecular 

(Halgren, 1996). 

Posteriormente, foram novamente reotimizadas pelo método semi-empírico PM6 

(Parameterization method 6). Assim, estados transicionais, funções de onda e a entalpia 

das moléculas puderam ser verificadas, visto que este método é elaborado para pequenas 

moléculas (Stewart, 2007; Stewart, 2009). Com o intuito de promover uma maior robustez 

aos dados de ancoragem molecular, as moléculas foram submetidas à otimização adicional 

pelo método de Hartree-Fock. Este método também verifica as funções de onda e estados 

transicionais, mas inclui nos cálculos as interações de orbitais de spins e considera que os 

elétrons podem se movimentar de formas diversas, dependendo do potencial do campo e 

das cargas do sistema (Slater, 1951). Todas as otimizações foram realizadas no programa 

Spartan versão 14’. 

Para a validação do método, foram feitos redockings no programa GOLD, versão 

2020.1, com o ligante co-cristalizado original (MTX) da enzima MtDHFR, variando o 

tamanho do raio do sítio da enzima. Foram escolhidos 5 tamanhos diferentes (6, 8, 10, 12, 

14 Å) para verificar a interação da molécula com sítio alvo. O sítio, assim como a molécula 

NADPH, não foram alterados, pois, de acordo com estudos de Dias (2014), este composto 

parece exercer importante função para a ação catalítica do sítio ativo. 

Variou-se a presença ou ausência de água no sítio e na enzima, com o intuito de 

verificar se as moléculas de água podem interferir ou auxiliar a interação no caso da 

MtDHFR (Roberts & Mancera, 2008). O GOL foi retirado da enzima, uma vez que a sua 

presença atrapalharia na análise da interação das moléculas planejadas com esse sítio 

acessório. Foram testadas todas as quatro funções de ranqueamento do programa GOLD 

(ChemPLP; GOLD; ASP e ChemScore). O método que apresentou o menor valor de RMSD 
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entre a estrutura do MTX co-cristalizado com a enzima e a molécula desenhada no 

programa Spartan’14 foi o escolhido para submeter as moléculas. 

Os ancoramentos foram realizados em sextuplicata e utilizaram-se 10 poses para 

cada cópia das moléculas propostas. Utilizou-se a estrutura cristalográfica da enzima di-

idrofolato redutase do Mycobacterium tuberculosis, código PDB: 1df7 e resolução de 1,70 

Å, disponível no banco Protein Data Bank (RCSB). Para a visualização da estrutura proteica 

e dos dados de ancoramento, foi usado o programa Discovery Studio Visualizer, Biovia, 

versão 16.1.0. 

 

6.2. MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES 

Para o desenvolvimento da etapa sintética foram utilizados equipamentos, vidrarias 

e utensílios comuns à rotina laboratorial de síntese orgânica. Os solventes foram obtidos 

das empresas Merck®, Sigma-Aldrich® e Synth® e os reagentes das empresas Merck® e 

Sigma-Aldrich®. 

 

6.3. MÉTODOS SINTÉTICOS 

Os métodos utilizados para a obtenção dos derivados do ácido aminobenzóico e 

do ácido p-aminodiidrocinâmico e seus intermediários encontram-se descritos nos tópicos 

seguintes. 

6.3.1. Síntese dos compostos 31 e 33 

 
Esquema 6: Rota sintética para obtenção dos compostos 31 e 33. 
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Em um balão de fundo redondo adicionaram-se:1 eq.de haleto, 1,2 eq. da amina, 

3 eq.de carbonato de potássio e 5 mL/mmol de acetona, dimetilformamida (DMF) ou 

tetrahidrofurano (THF). O sistema foi mantido em refluxo por 8 horas. Ao término da reação, 

o solvente foi rotaevaporado e o produto foi extraído em funil de separação com 3 lavagens 

de acetato de etila e água em proporção 50/50%. A fase orgânica foi secada com sulfato 

de sódio anidro. O produto foi purificado por CC em técnica de gradiente com sistema 

eluente hexano/acetato de etila. 

 

 

3-(metilfenilamino)benzoato de metila (31): Produto obtido como um óleo amarelo 

em 70% de rendimento (168mg). RMN 1H [300 MHz, CDCl3] δ (ppm): 7,97 (s, 1H; H7), 7,87 

(d, J = 8Hz, 1H; H3), 7,50 (t, J = 12 Hz,1H, H4), 7,35 (d, J = 16 Hz, 1H; H5), 7,11 (d, J = 

14Hz, 1H, H13), 6,66 (d, J = 15 Hz,2H; H11, H13), 6,55 (d, J = 8 Hz, 1H; H10); 4,6 (s, 1H, 

H7); 4,3 (s, 2H, H8); 3,82 (s, 3H, H15). RMN 13C [75 MHz, CDCl3] δ (ppm): 167,0 (C1), 148,7 

(C2), 147,8 (C3), 131,9 (C7), 129,3 (C4), 129,2 (C5), 128,7 (C6), 128,5 (C9), 128,4 (10), 

117,8 (C14), 117,5 (C11), 112,9 (C13), 54,4 (C12), 52,1 (C8), 48,0 (C15). 

 

 

3-(benzilamino)benzoato de metila (33): Produto obtido como um sólido amarelo 

em 50 % de rendimento (120,5mg), pureza de 97%. RMN 1H [300 MHz, CDCl3] δ (ppm): 

7,47-7,21 (m, 9H; C3, C4, C5, C7, C10, C11, C12, C13, C14), 5,30 (s, 1H; NH), 4,38 (s,2H, 

C8), 3,89 (s,3H; C15). RMN 13C [75 MHz, CDCl3] δ (ppm): 166,8 (C1), 147,6 (C2), 139,1 

(C3), 131,2 (C7), 128,7 (C10, C14), 127,9 (C13, C11), 127,6 (C5), 120,0 (C12), 118,5 (C4), 

114,8 (C9), 52,0 (C8), 46,7 (C15). 

 

6.3.2. Síntese dos produtos finais das séries 1 e 2 

A síntese do produto final 2h ocorreu em duas etapas (cf.Esquema 1). Em um balão 

de fundo redondo adicionou-se: 1eq. do intermediário I, 1eq. do aldeído escolhido em 5mL 
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de diclorometano (DCM). Mantidos em agitação sob atmosfera de nitrogênio. 1,4 eq. de 

triacetoxiborohidreto de sódio são então adicionados e o sistema é deixado em agitação 

por no mínimo 2 horas. A fase orgânica é lavada com solução saturada de bicarbonato de 

sódio e o solvente rotaevaporado. O produto é purificado por CC em técnica de gradiente 

com fase móvel hexano/acetato de etila. 

O produto obtido é solubilizado e colocado sob agitação em 3 mL de metanol. O 

sistema foi mantido a 35 ºC por no mínimo uma hora. Ao término da reação, 10 mL de água 

são acrescentados ao sistema. A fase orgânica é retirada com funil de separação. A fase 

aquosa é acidificada com solução de HCl 6 M e lavada três vezes com solvente orgânico. 

A fase orgânica foi tratada com sulfato de sódio anidro, filtrada e o solvente retirado por 

evaporação sob pressão. 

 

 

Ácido 3-(benzil(4-hidroxibenzil)aminobenzoico (2h): Produto obtido como um óleo 

amarelo em 70 % de rendimento (233 mg), pureza de 100%. RMN 1H [300 MHz, CDCl3] δ 

(ppm): 7,49 - 7,21(m, 13H, H4, H5, H7, H10, H11, H13, H14, H17, H18, H19, H20, H21), 

6,84 (d, J = 7,56 Hz 1H, H3), 5,35 (s, 2H, H15), 4,36 (s, 2H, H8). RMN 13C [75 MHz, CDCl3] 

δ (ppm): 166,7 (C1), 147,6 (C2), 138,6 (C3), 137,0 (C7), 131,1 (C4), 129,3 (C5), 128,7 (C6), 

128,6 (C17, C21), 128,1 (C16), 128,1 (C18, C20), 127,7 (C10, C14), 127,5 (C11, C13), 

119,3 (C9), 117,7 (C19), 114,2 (C12), 66,1 (C15) 48,9 (C8). 

 

6.3.2.1. Síntese do produto 2a 

Em balão de fundo redondo adicionaram-se: 6 eq. de meta-aminobenzoato de 

metila, 2,1 eq. de cloreto de benzila e 2,2 eq. de DIPEA em 10 mL de DMF. O sistema foi 

vedado e mantido sob refluxo por 6 horas. O produto foi purificado por CC em técnica de 

gradiente com fase móvel constituída de hexano/acetato de etila. Esta síntese apresentou 

um subproduto ao final do consumo dos materiais de partida, a caracterização identificou 

esse subproduto como o composto 2a. 
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3-(dibenzilamino)benzoato de metila (éster 2a): Produto obtido como um sólido branco 

fino em 95 % (314 mg), pureza de 99%. RMN 1H [300 MHz, CDCl3] δ (ppm): 7,36 (m, 1H, 

H3), 7,33 (m, 1H, H7), 7,31 (m, 2H, H4, H5), 7,27 (m, 2H, H10, H14), 7,25 (m, 2H, H10’ 

H14’), 7,22 (m, 2H, H11 H13), 7,20 (m, 2H, H11’, H13’), 6,94 (m, 2H, H12, H12’), 4,74 (s, 

4H, H8 e H8’), 3,75 (s, 1H, H15). RMN 13C [75 MHz, CDCl3] δ (ppm):166,6 (C1), 148,3 (C2, 

C6), 138,3 (C3, C7), 129,2 (C4), 128,4 (C5), 126,8 (C8, C8’), 126,5 (C9, C9’), 117,0(C14, 

C14’), 116,9 (C10, C10’), 116,7 (C13, C13’), 112,4 (C11, C11’), 54,1 (C12, C12’), 51,9 

(C15). 

 

 

Ácido 3-(dibenzilamino)benzoico (2a): Produto obtido como um sólido branco fino, com 

5 % de rendimento (15 mg), pureza de 99%. RMN 1H [300 MHz, CDCl3] δ (ppm):7,35 – 7,18 

(m, 13H, anel aromático), 6,91(s, 1H, H4), 4,74(s, 4H, C8, C8’).RMN 13C [75 MHz, CDCl3] 

δ (ppm): 168,2 (C1), 148,7 (C2, C7), 139,0 (C3, C4), 131,9 (C5), 129,5 (C6), 129,0 (C8, 

C8’), 127,2 (C9, C9’), 127,0(C10, C10), 117,5 (C14, C14’), 116,9 (C13, C13’), 113,2 (C11, 

C11’), 54,6 (C12, C12’). 

 

6.4. MÉTODOS ANALÍTICOS E DE CARACTERIZAÇÃO 

Durante as reações foram utilizados métodos variados para: o acompanhamento da 

síntese; a purificação de compostos; a determinação estrutural das substâncias obtidas e 

da pureza das moléculas. Os métodos escolhidos são detalhados abaixo. 
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6.4.1. Cromatografia em camada delgada 

O acompanhamento das reações ocorreu por CCD. A fase móvel foi constituída da 

mistura de hexano e acetato de etila em proporções 20%; 25%; 33% e 50% de acetato de 

etila, de acordo com a polaridade do produto em questão. As cromatofolhas poderão ser 

reveladas por lâmpada ultravioleta (UV), vanilina, molibdato, ninidrina e/ou iodo. 

 

6.4.2. Cromatografia em coluna 

A CC foi utilizada para a purificação dos compostos obtidos, especificamente para 

a retirada de anilina ou éster ainda presente no meio reacional. Para a CC utilizou-se sílica 

gel com poros de 60 Å, 230-400 mesh, obtida comercialmente da Merck®. Para as fases 

móveis da CC, misturas de hexano e acetato de etila, variando em conformidade com a 

polaridade dos produtos a serem separados. 

 

6.4.3. Cromatografia líquida de alta eficiência 

A determinação da pureza dos compostos sintetizados foi conduzida por meio de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), utilizando-se o cromatógrafo Shimadzu 

Proeminence®, com coluna analítica Zorbax SB-Phenyl® (5μ, 150x4,6 mm) e detecção por 

luz ultravioleta (UV) em 264 nm. As amostras foram preparadas com concentração de 0,25 

mg/mL e volume de injeção de 10 μL. Para sistema eluente, utilizou-se uma solução de 

água deionizada com 0,1 % de ácido trifluoracético (TFA) (solvente A) e outra solução de 

acetonitrila (ACN) com 0,1 % de ácido trifluoracético (TFA) (solvente B). A análise teve início 

com 5 % do solvente B, chegando a 100 % após 10 minutos. A concentração do solvente 

B foi diminuída para 50 % após 15 minutos e gradativamente para 0 % até completar 25 

minutos. 

 

6.4.4. Ressonância magnética nuclear 

A determinação estrutural das substâncias obtidas realiza-se por meio de análises 

espectroscópicas de RMN para núcleos de 13C e de 1H, obtidos no espectrômetro Bruker® 

Advanced DPX-300, operando a 300 MHz para o núcleo de 1H e 75 MHz para o núcleo de 

13C. Para este método os compostos foram dissolvidos em clorofórmio e dimetilsulfóxido 

deuterados (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) de acordo com a estrutura molecular do 

analito. Os deslocamentos químicos foram expressões em ppm. As abreviações utilizadas 
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para multiplicidade são: singleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd) tripleto (t) e multipleto 

(m). A constante de acoplamento (J) é dada em Hertz (Hz) 
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Anexos 

ANEXO I: TABELAS 

Tabelas de ranqueamento na ancoragem molecular dos compostos  
 

Tabela 1: Séries 1e 2 ordenadas de acordo com o valor médio de ranqueamento. 

 

Molécula R Ranqueamento 

2h p-hidroxibenzil 65,13 

1i N-etilmorfolinil 64,91 

1e m-metilpiridil 64,5 

2l acetilamino 64,21 

1l acetilamino 64,18 

1k benzenossulfonil 64,12 

1h p-hidroxibenzil 63,99 

1g m-hidroxibenzil 62,92 

1b etilfenil 62,91 

1c 1-metilpiridil 62,86 

2i N-etilmorfolinil 62,12 

2g m-hidroxibenzil 61,95 

2j benzoíl 61,51 

1j benzoíl 61,32 

1f o-hidroxibenzil 61,3 

2b etilfenil 61,3 

2f o-hidroxibenzil 60,95 

2k benzenossulfonil 60,95 

1ª benzil 60,35 

2c 1-metilpiridil 60,21 

2d o-metilpiridil 60,19 

1d o-metilpiridil 59,88 

2ª benzil 59,84 

2e m-metilpiridil 59,5 
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Tabela 2: moléculas das séries 3 e 4 ordenadas de acordo com a média do ranqueamento. 

 

Molécula R1 n Escore 

3x m-nitrofenil 3 69,02 

4x m-nitrofenil 4 65,29 

4w o-nitrofenil 4 64,07 

3t o-etinilfenil 3 63,89 

3u m-cianofenil 3 63,59 

4z p-metilpiridil 4 63,4 

3w o-nitrofenil 3 62,97 

4s m-etinilfenil 4 62,73 

4t o-etinifenil 4 62,71 

4m fenil-m-ácido carboxílico 4 62,53 

3s m-etinilfenil 3 62,44 

4v o-cianofenil 4 62,39 

3m fenil-m-ácido carboxílico 3 62,15 

3z p-metilpiridil 3 62,11 

4r o-ácido fenilborônico 4 61,95 

4u m-cianofenil 4 61,66 

3q m-ácido fenilborônico 3 60,74 

3p 3-piridil 3 60,14 

3º 2-piridil 3 60,09 

4q m-ácido fenilborônico 4 60,02 

4ac p-hidroxibenzil 4 59,93 

4º 2-piridil 4 59,88 

4p 3-piridil 4 59,66 

4y 2-piridin-1-ol 4 59,55 

3y 2-piridin-1-ol 3 59,26 

4n 1-piridil 4 59,26 

3v o-cianofenil 3 59,18 

4ae metiliazol 4 58,99 
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3r o-ácido fenilborônico 3 58,87 

4ab m-hidroxibenzil 4 57,91 

3ae metiltiazol 3 57,48 

4af metiltiofeno 4 57,34 

3ac p-hidroxibenzil 3 57,29 

3ad o,m,p-hidroxibenzil 3 56,9 

4ad o,m,p-hidroxibenzil 4 56,77 

3n o-hidroxibenzil 3 56,75 

3ac m-hidroxibenzil 3 56,56 

3aa o-hidroxibenzil 3 56,21 

3af metiltiofeno 3 55,56 

4aa 1-piridil 4 55,18 
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ANEXO II: ESPECTROS DE RMN 

 ESPECTROS DE RMN13C e 1H DOS COMPOSTOS OBTIDOS  

 

 
Espectro de RMN 1H do composto 31 (CDCl3). 

 

 
Espectro de RMN 13C do composto 31 (CDCl3) 
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Espectro de RMN 1H do composto 33 (CDCl3). 

 

 
Espectro de RMN 13C do composto 33 (CDCl3). 
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 Espectro de RMN 1H do composto 2h (CDCl3). 

 

 
Espectro de RMN 13C do composto 2h (CDCl3) 
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Espectro de RMN 1H do éster 2a (DMSO-d6). 

 

 
Espectro de RMN 13C do éster 2a (DMSO-d6). 
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Espectro de RMN 1H do composto 2a (DMSO-d6). 

 

 
Espectro de RMN 13C do composto 2a (DMSO-d6) 
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ANEXO III: CROMATOGRAMAS DE PUREZA 

 

 



70 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
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