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RESUMO   

PRIETO, D.C. Pró-fármacos dendriméricos potencialmente ativos em malária e 

tuberculose: síntese e avaliação da atividade biológica. 2020. 134p. Tese (Mestrado) – 

Faculdade de ciências farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020.     

   

HIV/AIDS, tuberculose, malária e as doenças tropicais negligenciadas 

representam uma grande preocupação em Saúde em muitas regiões do mundo. 

Os fármacos disponíveis para o tratamento apresentam diversos problemas, tais 

como toxicidade e resistência ao parasita. Mesmo com esse triste panorama, o 

investimento em pesquisa nessa área é, ainda, pouco significativo. Assim, dentre 

os métodos de modificação molecular para melhorar propriedades 

farmacêuticas, farmacocinéticas e/ou farmacodinâmica de compostos bioativos 

destaca-se a latenciação. Já os dendrímeros vêm despertando interesse em 

aplicações biológicas, principalmente como transportadores de fármacos, além 

de atuarem como transportadores de genes, imagem em diagnóstico e 

compostos com ação per se. Face ao exposto e tendo em vista o caráter 

promissor dos dendrímeros como sistemas de drug delivery, o objetivo deste 

trabalho foi a síntese de pró-fármacos dendriméricos potencialmente ativos em 

malária e tuberculose. Os dendrímeros de Bis-MPA (gerações 0, 1 e 2) foram 

sintetizados pelo grupo do Professor Scott Grayson, da Tulane University (EUA). 

No Brasil, foram feitas as funcionalizações destes compostos, através do 

acoplamento do ácido succínico (que funciona como espaçante) e as moléculas 

ativas. Selecionaram-se as seguintes substâncias: (1) primaquina, com ação 

antimalárica e (2) isoniazida, de ação nos primeiros estágios da tuberculose. 

Foram sintetizados os pró-fármacos dendriméricos de isoniazida nas gerações 0 

e 1 (G0-Iso e G1-Iso), e primaquina nas gerações 0, 1 e 2 (G0-Pq, G1-Pq e 

G2Pq). Importante mencionar que os resultados de Ressonância Magnética e 

Nuclear de 1H e de 13C demostraram as obtenções dos respectivos produtos, 

porém contendo impurezas. Já a análise do resultado proveniente da 

espectrometria de massas do composto G0-Iso revelou a presença de um 

subproduto ciclizado da isonizaida succinoilada (CIso-Suc), o qual pode ser um 

potencial pró-fármaco ou apresentar atividade per se. Como não se conhece este 

composto, o laboratório   coordenado pela Profas Elizabeth Igne Ferreira e 

Jeanine Giarolla manifestou interesse em pesquisa-lo, principalmente quanto 

suas propriedades físico- químicas, bem como quanto à atividade biológica. 
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Assim, utilizando metodologia analítica previamente estabelecida para o G0-Iso, 

os estudos de estabilidade química da CIso-Suc, em diferentes valores de pH, 

demonstraram a capacidade da forma ciclizada em se converter no protótipo Iso-

Suc, majoritariamente em pH 7,4 e 8,5. Como perspectivas, destaca-se a 

avaliação da estabilidade enzimática deste potencial derivado. Ressalta-se, 

ainda, a a avaliação da respectiva atividade antimicobacteriana. Em relação aos 

pró-fármacos, as necessidades de aprimoramentos das sínteses são, também, 

evidenciadas. Uma vez sintetizados e caracterizados, estes últimos derivados 

serão avaliados quanto à atividade biológica. Ademais, estudos computacionais, 

sobretudo simulações de docking molecular, foram desenvolvidos com intuito de 

se entender o modo de interação de alguns compostos com alvos biológicos pré-

determinados.    

    

Palavras-chave: pró-fármacos, dendrímeros de Bis-MPA, malária, tuberculose.    
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ABSTRACT    

PRIETO, D.C. Dendrimeric prodrugs potentially active in malaria and tuberculosis: 

Synthesis and evaluation of biological activity. 2020. 134p. Tese (Mestrado) – 

Faculdade de ciências farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020.   

   

   

HIV/AIDS, tuberculosis, malaria and neglected diseases are a major health concern in many 

regions of the world. The drugs available present various problems, such as toxicity and 

parasite resistance. Even with this sad outlook, research investment in this area is still 

insignificant. Among the molecular modification methods to improve the pharmaceutical, 

pharmacokinetic and/or pharmacodynamic properties we stands out  prodrug design. On 

the other hand, dendrimers are arousing interest in biological applications, mainly as drug 

carriers, besides gene delivery, diagnostic imaging, as well as acting as compounds with 

activity per se. Considering that, added to the promising dendrimer drug delivery features, 

the aim of this study was to synthesize potentially active dendrimer prodrugs in malaria and 

tuberculosis. Bis-MPA dendrimers (generations 0, 1 and 2) were synthesized by the group 

of Professor Scott Grayson of Tulane University (USA). Herein in Brazil, the compounds 

were functionalized by coupling succinic acid (spacer group), as well as the active 

molecules. We selected the following substances: (1) primaquine, with antimalarial action 

and (2) isoniazid, acting in the early stages of tuberculosis. Isoniazid dendrimer prodrugs 

were synthesized generations 0 and 1 (G0-Iso and G1-Iso), and primaquine in generations   

0, 1 and 2 (G0-Pq, G1-Pq and G2-Pq). It is important to mention that the results related to  

Nuclear and Magnetic Resonance 1H and 13C showed chemical structures features, 

however with impurities. Analysis of the mass spectrometry regarding G0-Iso has revealed 

the presence of a cyclized by-product of succinylated isonized (CIso-Suc), which may be a 

potential prodrug or may presentactivity itself. Using the analytical methodology performed 

for G0-Iso, ICso-Suc demonstrated its ability to convert the Iso-Suc prototype at different 

pH values, especially at pH 7.4 and 8.5. As perspectives, we highlight the determinations of 

the chemical stability of ICsoSuc at pH 1.5 and 6.0, as well as the evaluation of the 

enzymatic stability. We will also investigate the respective antimicobacterial activities. 

Regarding prodrugs, the needs for synthesis enhancements are also necessary. Once 

synthesized and characterized, these latter derivatives will be evaluated for biological 

activity. Moreover, computational studies, especially molecular docking simulations, were 

developed in order to understand the mode of interaction of some compounds with 

predetermined biological targets.    
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Key-words: Prodrug design, Bis-MPA dendrimers, malaria, tuberculosis.     
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1. INTRODUÇÃO    

    

Malária, HIV/AIDS e tuberculose fazem parte do grupo conhecido como 

“três grandes” doenças por causarem efeitos devastadores em países pobres, 

especialmente na África. Juntas foram responsáveis por mais de cinco milhões 

de mortes em 2007, o equivalente a 39% das mortes por doenças infecciosas 

(KEALEY, SMITH, 2010). Apesar de terem números de mortalidades 

extremamente elevados, as “três grandes” não são consideradas negligenciadas. 

Estas infecções contam com fundos humanitários de doação de investimentos, 

captando a maioria do aporte financeiro em pesquisas (MORAN et al., 2009; 

GREENALL et al., 2017). Assim, possuem maiores incentivos monetários em 

relação às outras classificadas como negligenciadas, por exemplo, a 

esquistossomose e a doença de Chagas (MORAN et al., 2009).    

Segundo dados dos relatórios anuais da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) a prevalência de tuberculose em 2018 foi entre 9,9 e 11,1 milhões de 

pessoas no mundo, com uma incidência média de 132/100 mil habitantes. Apesar 

de ter casos relatados na Europa e na América do Norte, a maioria foi reportada 

no sudeste asiático (44%) e África (24%), aproximando, epidemiologicamente, a 

tuberculose das doenças negligenciadas. A Figura 1 ilustra a incidência global 

de tuberculose no ano de 2018. No mesmo ano, a OMS registrou uma 

mortalidade estimada de 1,2 milhões de pessoas por tuberculose em pacientes 

HIV-negativo (intervalo entre 1,1 e 1,3 milhões). Desse número de mortes, 82% 

aconteceram nas mesmas regiões onde a incidência é maior, ou seja, o sudeste 

asiático e a África (WHO, 2019), locais que, também, concentram as maires taxas 

de tuberculose entre pacientes HIV-positivo.     
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Figura 1. Incidência global de tuberculose para cada 100 mil habitantes em 2018 (WHO, 

2019).     

Já para a malária, foi registrado uma incidência de 219 milhões de casos 

em 2017, com mortalidade de 435 mil pessoas (WHO, 2017). As regiões 

endêmicas  incluem parte da América do Sul, da América Central, grande parte 

da África, da Ásia e da Oceania (WHO, 2017). Como mostra a Figura 2, a doença 

acomete, principalmente, regiões tropicais, onde o vetor, o mosquito Anopheles, 

é mais frequentemente encontrado.    

    
Figura 2. Incidência global de malária em 2017 (WHO, 2018).     
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Os poucos compostos disponíveis da terapêutica para estas infecções 

apresentam problemas farmacocinéticos, são tóxicos, pouco atrativos para a 

aderência pelo paciente e existem relatos de resistência (RENSLO; 

MCKERROW, 2006; ABDULLA et al., 2009; CROFT, 2016).    

O desenvolvimento de novos fármacos, por sua vez, é um processo 

extremamente complexo e caro. A busca de um líder, ou seja, uma molécula com 

potencialidade para se tornar um fármaco, é demorada. Primeiramente, é 

necessário determinar o tipo de estratégia de planejamento a ser utilizada, a 

baseada no alvo, chamada de Structure Based Drug Design (SBDD), ou no 

ligante Ligand Based Drug Design (LBDD) (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 

2010). Aproximadamente 70% de compostos líderes falham nas primeiras etapas 

de ensaios pré-clínicos, devido, principalmente, a toxicidade e problemas 

farmacocinéticos (FAKUNLE; LORING, 2012). Neste sentido, métodos de 

modificações moleculares podem úteis. Dentre estes métodos, destaca-se a 

latenciação, que foi proposta por Harpper em 1959 (CHUNG et al., 2005). Neste 

processo, a molécula é transformada em sua forma inativa de transporte, 

denominada pró-fármaco que, in vivo, é biotransformada em sua forma ativa. 

Simplificadamente, os pró-fármacos podem ser divididos em duas classes, os 

que estão ligados a transportadores e os bioprecursores. Na primeira 

classificação, a síntese pode ser feita reagindo o composto ativo com um 

transportador, através de uma ligação lábil. O ideal é que os experimentos sejam 

fáceis e baratos. Éster é o grupo funcional mais utilizado na obtenção de 

prófármacos, por ser facilmente hidrolisado por esterases plasmáticas. Dentre as 

características importantes do transportador têm-se: não ser imunogênico, deve 

ser estável e, quando desligado da forma ativa, não deve gerar metabólitos 

tóxicos. Já os bioprecursores necessitam ser metabolizados para terem ação 

biológica (CHUNG et al, 2005; SILVA et al., 2005; ZAWILSKA, WOJCIESZAK, 

OLEJNICZAK, 2013, HAMADA, 2017).    

Como mecionado anteriormente, para que o fármaco/compostos ativo 

tenha ação é necessário que haja a liberação do transportador. Assim, a predição 

deste comportamento farmacocinético é de suma importância no 

desenvolvimento pré-clínico da forma latente. A hidrólise ácida ou básica, a qual 

pode acontecer durante o trânsito no trato gastro-intestinal, pode ser responsável 

pela desmontagem do pró-fármaco. Já a liberação do componente ativo por ação 
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enzimática pode ocorrer pela ação de esterases e fosfatases plasmáticas. Assim, 

em estudos de estabilidades químicas, é importante que se escolha o pH 

apropriado, o qual simula a condição fisiológica (RAUTIO et al, 2008).    

O planejamento de pró-fármacos almeja três objetivos principais, os quais 

estão relacionados: (1) na fase farmacêutica, a forma latente pode melhorar 

solubilidade, estabilidade química, propriedades organolépticas, entre outras; (2) 

na fase farmacocinética, pode interferir, por exemplo, na absorção, meia-vida e 

metabolismo de primeira passagem e (3) na fase farmacodinâmica o pró-fármaco 

pode aprimorar, de modo indireto, a interação do composto ativo com o alvo 

molecular (MORI et al., 2017).    

Na última década, os dendrímeros vêm despertando interesse em diversas 

aplicações biológicas, por exemplo, como transportadores de fármacos, 

transportadores de genes, imagem em diagnóstico e compostos com ação por 

se (DIAS, A.P et al, 2020; ARAUJO, R.V et al, 2018). Segundo definição de 

Cheng e colaboradores (2008), dendrimeros são macromoléculas artificiais 

parecidas com árvores, com muitas ramificações, tamanho nanoscópico, as 

quais ocupam o mesmo espaço nas três dimensões, já que são sintetizadas a 

partir do mesmo monômero (TOMALIA et al., 1985; CHENG et al., 2008). A 

estrutura da molécula é dividida em três regiões distintas: um foco central, 

camada de ligações repetidas partindo do centro e grupos funcionais na camada 

externa das unidades repetidas (GRAYSON, FRÉCHET, 2001). A cada adição 

de monômero, o dendrímero aumenta uma geração e esse crescimento pode 

acontecer de 2 até 32 gerações. É possível se ter precisão de algumas de suas 

propriedades, tais como tamanho, densidade, polaridade e flexibilidade. Além 

disso, podem possuir uma cavidade interna, que possibilita o encapsulamento de 

fármacos hidrofóbicos (KESHARWANI; JAIN; JAIN, 2014).    

O tamanho definido e a uniformidade estrutural garantem, de um modo 

geral, que estes compostos tenham a habilidade de atravessar membranas 

biológicas, escapando do metabolismo. Ao mesmo tempo, em drug delivery, são 

considerados transportadores relativamente seguros, com baixa citotoxicidade, 

a qual está relacionada com os grupos terminais. O dendrímero de 

poliamidoamina (PAMAM), por exemplo, por ter superfície carregada 

positivamente, pode provocar lise celular com dose dependente. Por outro lado, 

compostos neutros tem esse efeito menos pronunciado. O mascaramento das 
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aminas terminais com PEG, acetilações, carboidratos, aminoácidos, podem, 

portanto, reduzir este efeito indesejável (SADEKAR et al., 2013). Importante 

mencionar que a adição de grupos espaçantes, como por exemplo ácido 

succínico e ácido maleico, podem ser úteis no planejamento deste último 

propósito. Tratam-se de diácidos com 4 carbonos, os quais, quando acoplados 

aos dendrímeros, são passíveis de sofrerem a ação de um nucleofilo, originado, 

principalmente, ésteres ou amidas. Outra vantagem do uso dos espaçantes é 

diminuir o efeito estérico negativo que o dendrímero tem nas reações de 

formação dos pró-fármacos e no acesso que as enzimas plasmáticas tem aos 

pró-fármacos.     

As sínteses de dendrímeros acontecem com reagentes que tenham dois ou 

mais grupos eletrófilos e dois ou mais grupos nucleófilos. Essas reações, como 

apresentado na Figura 3, são classificadas, principalmente, como: (1) 

convergentes, quando a síntese acontece da periferia em direção ao núcleo ou 

(2) divergentes quando a reação acontece do foco central em direção ao grupo 

terminal. As metodologias, muitas vezes, demandam a proteção e desproteção 

de grupos funcionais para que seja controlada, garantindo, assim, que as 

gerações dos dendrímeros cresçam como o esperado. Isso faz com que os 

experimentos sejam, muitas vezes, trabalhosos e custosos, justificando, então, a 

pouca disponibilidade de compostos comerciais (CHENG et al, 2008;  

KESHARWANI, JAIN, JAIN, 2014; TWIBANIRE, GRINDLEY, 2014; SELIN et al., 

2016).    

        

    

    
Figura 3. Principais métodos de síntese dos dendrímeros: convergente e divergente 

(traduzido de SATIJA et al., 2011).    
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS    

    

Malária e tuberculose representam problemas emergentes em saúde 

pública, com índices epidemiológicos desastrosos em todo mundo, 

especialmente em regiões tropicias. Os fármacos disponíveis na terapêutica, por 

sua vez, mostram-se tóxicos e com eficácia bastante discutida. Já os 

dendrímeros têm sido amplamente estudados como potenciais transportadores 

de fármacos. Assim, tendo em vista a necessidade de descobertas de novos 

compostos para o tratamento destas enfermidades, o objetivo deste trabalho foi 

a síntese de pró-fármaco dendriméricos potencialmente ativos em malária e 

tuberculose, utilizando dendrímero de bis-MPA (Figura 4). Vale ressaltar que o 

projeto teve a colaboração do Professor Scott Grayson, da Tulane University 

(USA), responsável por sintetizar os dendrímeros (gerações 0, 1 e 2). No Brasil, 

fizeram-se as funcionalizações dos dendrímeros com os compostos bioativos. 

Utilizou-se o ácido succínico como espaçante e as ligações ésteres ou amidas 

obtidas são passíveis de serem hidrolisadas no organismo.    

Os fármacos escolhidos para a produção das formas latentes foram: (1) 

primaquina, com ação antimalárica (BAIRD et al., 2001) e (2) isoniazida que, 

segundo dados publicados por Cattamanchi e colaboradores (2009),apresenta 

ação nos primeiros estágios da tuberculose (CATTAMANCHI et al., 2009).    

   
Figura 4. Pró-fármaco dendrimérico potencialmente ativo em tuberculose contendo 

isoniazida. Fez-se esta representação esquemática com o dendrímero de geração 0.    
    

Caracterizaram-se o composto G0-Iso por Ressonância Magnética e  
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Nuclear (1H e 13C) e por espectrometria de massas. Por este último método de 

caracterização estrutura, descobriu-se um intermediário de síntese, a isoniazida 

succinoilada ciclizada (CIso-Suc) (Figura 5). Importante mencionar que este 

composto já foi descrito pelo grupo (RANDO, D.G et al, 2004), em um trabalho 

com objetivo principal de sintetizar pró-fármacos de isoniazida usando quitosana 

como transportador. Ressalta-se, entretanto, que a atividade biológica deste 

intermediário cíclico, bem como estudos de estabilidades química e enzimática 

não foram investigadas, até o momento. Como são poucas as informações 

relacionadas com esta molécula, o laboratório coordenado pela Profas Elizabeth 

Igne Ferreira e Jeanine Giarolla manifestou interesse em pesquisa-lo, 

principalmente quanto suas propriedades físico-químicas, bem como quanto à 

atividade biológica. Por esta razão, diante do insucesso de obtenção de 

prófármacos dendriméricos puros, investiu-se na compreensão do mecanismo 

de hidrólise da CIso-Suc. Desta maneira, , realizaram-se experimentos empH 

1,2, 6,0, 7,4 e 8,5, mimetizando os fisiológicos. Na tentativa de se avançar na 

compreensão das propriedades deste intermediário, fizeram-se estudos in sílico 

para entender a  sua interação com a catalase-peroxidase Katg. Em relação aos 

estudos computacionais, avaliaram-se, também, os modos de interações dos 

pró-fármacos dendriméricos G0-Iso, G0-Pq, G1-Iso e G1-Pq com uma esterase 

inespecífica utilizando a abordagem de docking molecular. O principal objetivo 

destas simulações foi compreender a desmontagem da forma latente diante a 

ação enzimática no organismo.    

    

   
    

Figura 5. Representação esquemática do CIso-Suc.    

    

3. MATERIAL E MÉTODOS    

    

3.1. MATERIAL    

    



26    

    

3.1.1. Reagentes e solventes    

- Acetato de etila, água, anidrido succínico, clorofórmio, dendrímeros de BISMPA 

de gerações 1 e 2, diciloexilcarbodiimida (DCC), 1-etil-  

3,3(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), dimetilaminopiridina (DMAP), 

dimetilfromamida (DMF), etanol, isoniazida, metanol, piridina, pentaeritritol, 

primaquina, tretraidrofurano (THF), trietilamina (TEA).    

    

3.1.2. Equipamentos    

    

- Agitadores magnéticos    

- Aparelho digital Buchi M-565 para determinar faixa de fusão    

- Câmara de fotoestabilidade Farma 424 CF Nova Ética    

- Cromatografia em Isolera Biotage    

- Espectrofotômetro FTIR Bomem MB 100    

- Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear 300 MHz BRUKER, modelo    

Advanced DPX-300    

- Espectrofotômetro UV Beckam DU-70    

- Rotaevaporador Büchi    

    

3.1.3. Programas computacionas    

Utilizaram-se para desenho das estruturas, visualização, tratamento de 

macromoléculas e simulações de docking molecular, os seguintes programas:    

- ChemBioDraw 17.0 (PerkinElmer)    

- ChemBio 3D 17.0 (PerkinElmer)    

- Chimera (Pettersen et al., 2004)    

- Spartan (WaveFunction Inc)    

- Discovery Studio 2019 (Accelrys Software Inc)    

- Sybyl-X 2.0 (Tripos Inc)    

- GOLD 4.1.2 (Verdonk et al., 2003)    

    

   3.2.  MÉTODOS SINTÉTICOS    

    

3.2.1. Síntese do pró-fármaco succinoilado de isoniazida (Iso-Suc)    
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(FENG et al, 2002)    

    

Em um balão de reação, adicionaram-se 1,6 mmol de anidrido succínico 

(0,160 g), 0,16 mmol de DMAP (0,020 g), 1 mmol de isoniazida (0,137 g) e 70 

mL de acetato de etila. Manteve-se a a reação em temperatura ambiente e 

agitação constante por 18 horas. Após esse período, rotaevaporou-se o solvente 

e o produto foi purificado por precipitação em etanol. O esquema de reação está 

ilustrado na Figura 4.    

    

Figura 6. Síntese da Iso-suc.    
3.2.2. Síntese do pró-fármaco succinoilado de primaquina (Pq-Suc)    

(FENG et al, 2002)    

    

Em um balão de reação, adicionaram-se 1,2 mmol de anidrido succínico 

(0,120 g), 1 mmol de primaquina (0,259 g) e 70 mL de clorofórmio. Manteve-se a 

reação em temperatura ambiente e agitação constante por 5 horas. Após esse 

período, rotaevaporou-se o solvente e o produto foi purificado por coluna 

cromatográfica automática, com sistema eluente acetado de etila:metanol (7:3 

v/v). O esquema de reação está ilustrado na Figura 5.    

 

    

3.2.3. Formação de cloreto de ácido de isoniazida in situ e posterior 

reação com dendrímero geração 0 (G0-Iso) (CHAUDHARI,   

AKAMANCHI, 1999)    

    

Em um balão de reação, adicionaram-se, primeiramente, 4,5 mmol de 

succinil-isoniazida (1,060 g), 4,2 mmol de cloreto de oxalila (0,357 mL) e uma 

gota de dimetilformamida (DMF) em 50 mL de acetonitrila. Após o término da 
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formação de bolhas, colocou-se 1 mmol de pentaeritritiol (G0) e 5 mmol de 

trietilamina (TEA) (0,7 mL). Manteve-se a reação em refluxo de 65 ºC e agitação 

constante por 24 horas. Após esse período, rotaevaporou-se o conteúdo do balão 

e a purificação foi feita por coluna cromatográfica automática com sistema 

eluente acetado de etila:metanol (7:3 v/v). O esquema de reação está ilustrado 

na Figura 6.     

 

Figura 8. Esquema 1. Formação do cloreto de ácido de Iso-Suc. Esquema 2. reação de 

acoplamento do derivado cloreto de ácido da Iso-Suc com o G0.    

    

3.2.4. Síntese do pró-fármaco dendrimérico de G0 contendo   isoniazida 

(G0-Iso) (MOONEY et al, 2010)    

    

Em um balão de reação, adicionaram-se 1,5 mmol de Iso-suc (0,350 g), 

1,5 mmol de EDC (0,287 g) e 75 mL de acetato de etila. Após 5 minutos, 

colocaram-se 0,15 mmol de DMAP (0,018 g). Depois de mais 30 minutos, 

adicionou-se 0,5 mmol de pentaeritritol (0,068 g). Manteve-se a reação sob 

agitação constante e temperatura ambiente por 3 dias, a qual foi acompanhada 

por Cromatografia de Camada Delgada (CCD). Após o término da reação, 

reotaevaporou-se o conteúdo do balão e a purificação do produto foi feita por 

coluna cromatográfica automatizada usando o sistema eluente acetato de 

etila:metanol (7:3 v/v). A reação está ilustrada na Figura 7.    
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Figura 9. Síntese do pró-fármaco dendrimérico de isoniazida geração 0 (G0-Iso).    

    

3.2.5. Síntese do pró-fármaco dendrimérico de G0 contendo    

primaquina (G0-Pq) (MOONEY et al, 2010)    

    

Em um balão de reação, adicionaram-se 2,5 mmol de Pq-suc (0,538 g), 1,5 

mmol de EDC (0,287 g) e 75 mL de clorofórmio. Após 5 minutos, adicionaramse  

0,15 mmol de DMAP (0,018 g). Depois de mais 30 minutos, colocou-se 0,5 mmol 

de pentaeritritol (0,068 g). Manteve-se a reação sob agitação constante e 

temperatura ambiente por 3 dias, a qual foi acompanhada por CCD. Após o 

término da reação, rotaevaporou-se o conteúdo do balão e a purificação do 

produto foi feita por coluna cromatográfica automatizada usando o sistema 

eluente acetato de etila:metanol (7:3 v/v). A reação está ilustrada na Figura 10.    
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Figura 10. Síntese do pró-fármaco dendrimérico de primaquina geração 0 (G0-Pq).    

    

3.2.6. Síntese do pró-fármaco dendrimérico de G1 contendo    

isoniazida (G1-Iso) (MOONEY et al, 2010)    

    

Em um balão de reação, adicionaram-se 2,5 mmol de Iso-suc (0,350 g), 

1,5 mmol de EDC (0,287 g) e 75 mL de acetato de etila. Após 5 minutos, 

colocouse 0,15 mmol de DMAP (0,018 g). Depois de mais 30 minutos, 

adicionaram-se 0,25 mmol do dendrímero de Bis-MPA geração 1 (0,150 g). 

Manteve-se a reação sob agitação constante e temperatura ambiente por 3 dias, 

a qual foi acompanhada por CCD. Após o término da reação, rotaevaporou-se o 

conteúdo do balão e a purificação do produto foi feita por coluna cromatográfica 

automatizada usando o sistema eluente acetato de etila:metanol (7:3 v/v). A 

reação é ilustrada na Figura 11.    
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Figura 11. Síntese do pró-fármaco dendrimérico de isoniazida geração 1 (G1-Iso).    

    

3.2.7. Síntese do pró-fármaco dendrimérico de G1 contendo    

primaquina (G1-Pq) (MOONEY et al, 2010)    

    

    

Em um balão de reação, adicionaram-se 2,5 mmol de Pq-suc (0,538 g), 1,5 

mmol de EDC (0,287 g) e 75 mL de clorofórmio. Após 5 minutos, adicionaramse 

0,15 mmol de DMAP (0,018 g). Depois de mais 30 minutos, colocou-se 0,25 mmol 

de dendrímero de Bis-MPA geração 1 (0,150 g). Manteve-se a reação sob 

agitação constante e temperatura ambiente por 3 dias, a qual foi acompanhada 

por CCD. Após o término da reação, rotaevaporou-se o conteúdo do balão e a 

purificação do produto foi feita por coluna cromatográfica automatizada usando 

o sistema eluente acetato de etila:metanol (7:3 v/v). A reação está ilustrada na   
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Figura 12    

   

Figura 12. Síntese do pró-fármaco dendrimérico de primaquina geração 1 (G1-Pq).    

    

    

3.2.8. Síntese do pró-fármaco CIso-Suc    

    

Em um balão de reação, adicionaram-se 1,0 mmol de Iso-Suc (0,237 g), 

0,16 mmol de DMAP (0,020 g), 1 mmol de EDC (0,192 g) e 70 mL de acetato de 

etila. Manteve-se a a reação em temperatura ambiente e agitação constante por 

2 dias. Após esse período, rotaevaporou-se o solvente e a purificação do produto 

foi feita por coluna cromatográfica automatizada usando o sistema eluente 

acetato de etila:metanol (7:3 v/v). A reação está ilustrada na Figura 13.    

 

Figura 13. Síntese do pró-fármaco ciclizado de isoniazida (CIso-Suc).      
     

3.3 ESTUDOS DE ESTABILIDADE QUÍMICA DE CIso-Suc (NAJLAH et al,    

2006)    
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3.3.1 Desenvolvimento do método analítico    

    

Como ponto de partida para o desenvolvimento do método de identificação 

e quantificação dos compostos com a técnica de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE), foi utilizada, como referência, a metodologia descrita para a 

isoniazida na Farmacopeia Brasileira – 5ª Edição – Volume 2 (ANVISA, 2010), 

conforme apresentado na Tabela 1.    

    
Tabela 1. Metodologia farmacopeica e System Suitability para análise cromatográfica    
de isoniazida    

Parâmetro    Condição    

Detector    UV-Vis    

Coluna    Octadecilsilano (5 μm) – 250 mm x 4,6 mm    

Temperatura forno    Ambiente    

Fluxo de Fase Móvel    1,5 mL/minuto    

Fase Móvel    Tampão fosfato (pH 6,9) e metanol – 95:5    

(v,v)    

Volume de Injeção    20 μL    

Pratos Teóricos    >1800    

Fator de Cauda    <2,0    

Fator de Retenção    >2,35    

    

A partir dos resultados obtidos nestas análises, ajustaram-se os métodos 

afim de otimizá-los, adequando-os aos compostos descritos na Figura 5, 

conforme descrito na seção “Resultados e Discussão”.    

        

3.3.2. Estudo de estabilidade química    

Os estudos de estabilidade química foram realizados com base na 

metodologia empregada por Najlah e colaboradores (2006), onde a hidrólise dos 

derivados succinoilados foram feitas em pH 7,4 (tampão fosfato 0,02 M), pH 1,2 
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(tampão de ácido clorídrico 0,06 M), pH 6 (tampão acetato 0,26 M) e pH 8,5 

(tampão borato 0,05 M). A reação iniciou com a adição de quantidade adequada 

do composto a 5 mL de solução tampão pré-aquecida para chegar a 

concentração final de 2 x 10-6 M. As soluções foram mantidas a 37 °C. Em 

intervalos de tempos mostrados na Tabela 2, amostras (50 μL) foram retiradas e 

foram adicionandos 200 mL de solução metanólica de salicilato de sódio (1,25 

mM). As amostras foram armazenadas a -20 °C até que fossem feitas as análises 

em CLAE. Os parâmetros analíticos utilizados podem ser vistos na Tabela 1.     

    

Tabela 2. Parâmetros analíticos para o ensaio de liberação    

Parâmetro    Condição    

Detector    UV-Vis a 261 nm    

Coluna    Octadecilsilano (5μm) – 150mm x 4,6 mm    

Temperatura forno    35 °C    

Fluxo de Fase Móvel     Tempo 

 ( min  )      

       

  

  

Fluxo
 
     

( mL/min 
  )

 
      

0  ,01           0 , 6         

2  
, 
0  

       0 ,  8        

5  
, 
0  

       1 ,  0        

6  , 
0  

   

         1 ,  

  

3        

  

Fase Móvel        

Tampão fosfato (pH 6,9) e metanol    

(97,5:2,5, v/v)    

Volume de Injeção    60 μL    

Pratos Teóricos    >1800    

Fator de Cauda    <2,0    

Fator de Retenção    >2,35    

Tempo de Corrida    10 minutos    
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Tabela 3. Relação entre o número da amostra e o tempo de coleta.    

Número da Amostra    Tempo de coleta    
(horas)    

T0    0    

T1    0,2    

T2    0,3    

T3    0,5    

T4    0,7    

T5    0,8    

T6    1    

T7    1,5    

T8    2    

T9    2,5    

T10    3    

T11    21    

T12    24    

    

   3.4.   Estudos in silico    

    

 3.4.1.  Simulações  de  docking  molecular  entre  os  pró-fármacos    

dendriméricos e esterase inespecífica    

    

Os modelos tridimensionais foram construídos no software ChemDraw    

17.0 (PerkinElmer). Realizou-se a análise conformacional no programa Chem3D 

17.0 (PerkinElmer), utilizando campo de força MMFF94. Adicionou-se a carga 

parcial AMBER no programa UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004). Em 

seguida, a otimização da geometria das estruturas, assim como a adição de 

carga por mecânica molecular (MMFF94) foram realizadas no programa Spartan 

(WaveFunction Inc).    

A esterase humana inespecífica selecionada foi a estrutura cristalizada de 

carboxilesterase humana (complexada com coenzima A) disponível no Protein 

Data Bank (PDB) com código 2H7C e resolução de 2 Å (YOUNG et al., 2018). 
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Sabe-se que é uma serino-protease, cujo mecanismo se inicia pelo ataque 

nucleofílico do oxigênio da hidroxila da Serina 221 a grupos passíveis desta ação, 

como exemplo, carbonila de éster/amida presentes no dendrímero.   Utilizou-se 

o sítio ativo formado com a tríade catalitica Serina 221, Histidina 468 e Ácido 

Glutâmico 354 tanto para o re-docking, quanto para o docking (BENCHARIT et 

al., 2006).    

Tratou-se a enzima selecionada no programa Sybyl-X 2.0 (Tripos Inc). 

Utilizando-se a ferramenta de preparação da estrutura polimérica, realizou-se a 

minimização da energia pelo método conjugate gradient. Utilizou-se o mesmo 

programa para verificar e corrigir problemas nas estruturas dos dendrímeros, 

como ausência de átomos ou ligações, antes de iniciar o docking.    

Primeiramente, realizou-se o re-docking no programa Gold 4.1.2 (Verdonk 

et al., 2003) para definir a melhor função de score a ser aplicada. Utilizaram-se 

as funções Astex Statistical Potential (ASP), cujo melhor resultado dá-se pelo 

menor valor, e ChemScore (função que estima a mudança de energia livre total 

que ocorre durante a interação do ligante e do receptor, então, quanto maior seu 

valor melhor é o resultado). Analisaram-se os dados no programa Discovery 

Studio 2019 (Accelrys Software Inc), comparando as poses obtidas através de 

diagrama 2D de interações entre o ligante e a enzima. A função cuja pose obteve 

o maior número médio de interações foi selecionada para a realização do docking 

com os compostos.    

Realizaram-se as simulações de docking molecular, também, no Gold 

4.1.2 (Verdonk et al, 2003), bem como no Autodock (Trott, Olson, 2010), ambos 

em triplicata, totalizando 240 simulações. Foram mantidos os aminoácidos 

Histidina 468, Serina 221 e Ácido Glutâmico 354 e as moléculas de água com 

distância inferior a 4 Å em relação ao oxigênio da hidroxila da Serina 221, as 

quais participam do processo de catálise (BENCHARIT et al., 2006).    

Analisaram-se os resultados de docking molecular do Gold (Verdonk et al, 

2003) com base nos complexos enzima-pró-fármacos dendriméricos de melhor 

Root Mean Square deviation (RMSd), score e de distância igual ou inferior a 3 Å 

entre a carbonila dos ésteres e amidas das estruturas, distância esta considerada 

favorável para ligação de hidrogênio (JIANG, LAI, 2002).    

Já no AutoDock (Trott, Olson, 2010), foram gerados os arquivos para input 

no AutoDockVina (Trott et al., 2010) utilizando: (1) as configurações padrões do 
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programa; (2) o arquivo com o ligante e o com a proteína; (3) o arquivo dos 

parâmetros contendo informações sobre a proteína e o ligante; (4) as dimensões 

da grid box e (5) sua localização na enzima (coordenadas do gridcenter). O 

AutoDock (Trott, Olson, 2010) utiliza Affinity como score e gera o próprio valor de 

RMSd para possibilitar a análise dos resultados. Por fim, selecionaram-se os 

melhores resultados com o auxílio do programa AutoDockVina (Trott et al., 2010), 

utilizando como base os menores valores de energia no cluster. Para a 

visualização dos complexos enzima-ligante e para a determinação das distâncias 

das interações, utilizou-se o programa Discovery Studio 2019 (Accelrys Software   

Inc).    

    

3.4.2. Simulações de docking molecular entre a CIso-Suc e a catalase-  

peroxidase    

    

Do mesmo modo que o item anterior, os modelos tridimensionais foram 

construídos no software ChemDraw 17.0 (PerkinElmer). A análise 

conformacional foi realizada no programa Chem3D 17.0 (PerkinElmer), utilizando 

campo de força MMFF94. A carga parcial AMBER foi adicionada no programa 

UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004). Em seguida, a otimização da 

geometria das estruturas assim como a adição de carga por método quântico  

(Hartree-fock 6-31+G*) foram realizadas no programa Spartan (WaveFunction    

Inc).    

O cristal da catalase-peroxidase do Micobacterium tuberculosis com o 

grupo heme como cofator selecionado foi o da enzima selvagem disponível no 

PDB com código 1SJ2, com resolução 2,4 Å (BERTRAND et al, 2004). Tratouse 

a enzima selecionada no programa Sybyl-X 2.0 (Tripos Inc). Utilizando-se a 

ferramenta de preparação da estrutura polimérica, realizou-se a minimização da 

energia pelo método conjugate gradient. Utilizou-se o mesmo programa para 

verificar e corrigir problemas nas estruturas dos ligantes, como ausência de 

átomos ou ligações, antes de iniciar as simulações de docking molecular.    

Realizaram-se os cálculos no Gold 4.1.2 (Verdonk et al, 2003). Nesse 

programa, o docking foi feito após a adição de hidrogênio, em configurações 

padrões e foi calculado em triplicata. Selecionou-se o átomo de ferro como 

binding site por sua relevância no mecanismo de ação da enzima. Utilizaram-se 
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as funções ASP e ChemScore (função que estima a mudança de energia livre 

total que ocorre durante a interação do ligante e do receptor).    

Analisaram-se os resultados resultantes do Gold (Verdonk et al, 2003) com 

base nas interações dos ligantes com os aminoácidos, a) distância média (em Å) 

em relação ao átomo de ferro do grupo heme e b) valores obtidos para os scores. 

Para a visualização dos complexos enzima-ligante e para a determinação das 

distâncias das interações, utilizou-se o programa Discovery Studio 2019 

(Accelrys Software Inc).    

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO    

    

   4.1.  METODOLOGIA SINTÉTICA    

    

4.1.1. Sintese dos derivados succinoilados de isoniazida e de    

primaquina (Iso-Suc e Iso-Pq)    

    

Nos resultados de Ressonância Magnética e Nuclear (RMN) da Iso-Suc, 

observaram-se deslocamentos químicos nos espectros de 1H (Espectro 1) e de 

13C (Espectro 2), quando comparados com os dados encontrados  literatura 

sobre a isoniazida (de ASSIS et al, 2012), os quais serão discutidos a seguir. O 

primeiro deles foi o do sinal dos dois hidrogênios da amina primária da hidrazida 

(H4), o qual foi de 4,5 ppm (isoniazida) para 10,61 ppm (produto). Já o segundo, 

verificado no RMN de 13C, está relacionado com o carbono da carbonila (C6), o 

qual passou de 167,2 ppm (isoniazida) para 163,88 ppm (produto). Os sinais do 

ácido succínico também estão presentes no RMN de 1H, com deslocamento 

químicos em 2,69 ppm (H2). Importante mencionar que as integrais estão 

ligeiramente diferentes do esperado, pois o sinal do solvente deuterado (DMSO) 

também aparece nessa região. Houve, também, alteração deste último sinal, o 

qual deveria aparecer como dois tripletos, no entando, verifica-se um multipleto. 

Observa-se a água de DMSO em 3,30 ppm. Já os carbonos do espaçante 

succínico também estão no RMN de 13C. Os carbonos carbonílicos C1 e C3 

estão, respectivamente, em 170,41 e 173,45 ppm. A diferença se dá pelo fato do 

ácido carboxílico estar mais blindado que a cetohidrazida, cuja ressonância 

deslocaliza seus elétrons. Observaram-se os carbonos centrais do ácido 

succínico (C2) em 28,12 e 28,34 ppm.    



39    

    

    

      

 

Espectro 1. RMN de 1H da Iso-Suc.    
   

  
H5: 10.61 (s, 1H), H4: 10.01 (s, 1H), H8: 8.74 (d, J = 5.6 Hz, 2H), H7: 7.75 (d, J = 5.7 Hz, 

2H), H2: 2.76 – 2.62 (m, 4H).    

   
                  

    

    

    

1   H   -   RMN (DMSO), 300 MHz,        =     ppm      
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Espectro 2. RMN de 13C da Iso-Suc.    

    

   

   
C3: 173.45, C1 - 170.41, C6: 163.86, C8: 150.34, C9: 139.48, C7: 121.26, C2:    

28.74, C2: 28.12.    

   
    

Os espectros no infravermelho (IV) ajudam a caracterizar compostos, uma 

vez que demonstram estiramentos e deformações de grupos funcionais 

característicos de cada molécula (SILVERSTEIN, 2006). A análise do espectro 

no IV indicou, igualmente, a formação do produto Iso-suc, com as bandas  

características em 1705 cm-1 (λ C=O axial de ácido carboxílico) e em 1604 cm-1 

relacionado com λ C=O da hidrazida (Espectro 3).    

    

13   C   -   RMN (DMSO), 75 MHz,        =     ppm      
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Espectro 3. Espectro no IV (λ, KBr, cm-1) da Iso-Suc.    

    

Na síntese do derivado succinoilado de primaquina, não houve a 

necessidade de utilizar catalisador, uma vez que a amina primária da primaquina 

é um bom nucleófilo para atacar diretamente uma das carbonilas do anidrido 

succínico para formar o produto em até 5 horas Assim, alguns deslocamentos 

químicos no RMN de 1H e 13C (Espectro 4 e Espectro 5), quando comparados 

com o padrão primaquina (Espectro I, Anexo I), indicaram a formação do produto 

de interesse. No RMN de 1H, por exemplo, os sinais dos hidrogênios da amina 

primária (H16) deslocam de 1,50 ppm (primaquina) para 7,30 ppm (produto). Os 

hidrogênios do carbono ligado à amina primária (H11), por sua vez, deslocam de 

2,6 ppm (primaquina) para 3,16 ppm (produto). No 13C RMN, o sinal do carbono 

ligado à amina primária (C11) deslocou de 42 ppm (primaquina) para 39 ppm 

após a formação da amida. Os sinais do ácido succínico também sugeriram a 

formação do derivado. No RMN de 1H, há o sinal em 2,66 ppm referente aos 

hidrogênios H21 e H22, porém, como na mesma região há o sinal do H1, as 

integrais, quando somadas, resultaram em 5 hidrogênios. O resíduo do solvente 

deuterado (CDCl3) apareceu em 7,30 ppm junto com o H16, o que modificou a 
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respectiva integral e distorceu a multiplicidade deste sinal. No RMN de 13C, os 

sinais em 174,95 ppm, referente ao C22, e o em 172,58 ppm, do C19, sugerem 

o acoplamento do ácido succínco, com formação do ácido carboxílico e da amida. 

Ademais, os sinais em 29,67 e 31,75 ppm (C20 e C21) também reforçam a 

possível obtenção deste pró-fármaco. Vale ressaltar que os sinais em 4,09 ppm 

e 1,97 ppm (espectro de 1H) são resíduos de acetato de etila utilizado no 

processo de purificação.     

 
Espectro 4. RMN de 1H do produto Pq-Suc.    

   

   
H14: 8.49 (d, J = 3.0 Hz, 1H), H13: 7.92 (d, J = 8.1 Hz, 1H), H16 e H17: 7.46 – 7.16 (m, 

2H), H6 e H12: 6.28 (d, J = 14.3 Hz, 2H), H0: 5.99 (s, 1H), H18: 3.81 (d, J = 9.3 Hz, 3H), 

H11: 3.22 (s, 2H), H21 e H22: 2.62 (dd, J = 13.4, 7.0 Hz, 4H), H1: 2.39 (d, J = 6.0 Hz, 

1H), H3 e H7: 1.60 (s, 4H), H4: 1.19 (dd, J = 10.0, 4.3 Hz, 3H).    

1   H   -   RMN (CDCl   3   )   , 300 MHz,        =     ppm      
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Espectro 5. RMN de 13C do produto Pq-Suc.    
   

   
C24: 174.95, C22: 172.58, C10: 159.51, C14: 144.77, C2: 144.03, C13: 135.98, C5:   

134.67, C8: 130.40, C13: 121.80, C6: 97.90, C12: 92.23, C18: 55.27, C1: 48.10, C11:    

39.22, C3: 34.26, C21: 31.75, C20: 29.67, C7: 26.70, C4: 20.56.    

   
    

4.1.2. Síntese dos pró-fármacos dendriméricos de geração 0 (G0Iso 

e G0-Pq)    

    

Para a síntese dos dendrímeros de geração 0 (G0-Iso e G0-Pq), utilizouse 

a esterificação de Steglich, a qual contém um agente condensante, geralmente 

dicicloexilcarbodiimida (DCC), além de um catalisador básico, o 

13   C   -   RMN (CDCl   3   )   , 75 MHz,        =     ppm      
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4dimetilaminopiridina (DMAP), por exemplo. Nas reações com DCC e DMAP, há 

um primeiro ataque no DCC pela carbonila do ácido (previamente desprotonada 

pelo nitrogênio do DCC), que é, então, substituído, em um segundo ataque, pelo 

DMAP. Após o acoplamento com o DMAP, há a liberação de dicicloexilureia 

(DCU) , subproduto característico da reação. Assim, forma-se um intermediário 

com carga positiva e excelente grupo de saída, facilitando o ataque nucleofílico 

do álcool. Este mecanismo de reação é ilustrado na Figura 17 (NEISES et al, 

1979).    

   
Figura 14. Mecanismo de reação das reações com o agente condensante DCC (NEISES 

et al, 1979).    
    

A remoção do DCU não é uma tarefa simples. Não se conseguiu retirar 

esse subproduto em nenhum dos compostos sintetizados por este método. O 

Espectro 6, por exemplo, demonstra este resultado. Neste, é possível verificar 

os sinais característicos desta impureza na região entre 1 e 1,5 ppm.   

Tentaramse, assim, outros métodos para a síntese dos produtos aqui planejados.    
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Espectro 6. RMN de 1H do produto G0-Pq. Observam-se os sinais característicos do 

DCU na região entre 1-1,5 ppm.    
Uma tentativa de formação de G0-Iso, sem a utilização de DCC, foi a 

formação de cloreto de ácido in situ a partir da Iso-suc para, posteriormente, 

reagir com o G0. Essa reação aconteceu usando cloreto de oxalila, que é, 

inicialmente, atacado pelo oxigênio da carbonila do DMF e, após uma série de 

rearranjos, há um ataque de um ânion Cl- e a liberação de HCl e CO2. A Figura 

18 ilustra o mecanismo (CHAUDHARI, AKAMANCHI, 1999).    
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R   

Figura 15. Mecanismo de reação de formação de cloreto de ácido utilizando cloreto de 

oxalila (CHAUDHARI, AKAMANCHI, 1999)    

    

A reação não foi bem-sucedida. Após o procedimento de purificação em 

coluna cromatográfica, não houve o aparecimento de algum sinal na CCD. Isso 

possivelmente aconteceu devido a presença de água no solvente e/ou na base 

utilizada na reação. Haveria, portanto, a necessidade de destilações e processos 

de secagem de todos os reagentes para se alcançar sucesso por este método.     

Na tentativa de evitar a formação de DCU, substituiu-se o DCC por outro 

agente condensante, o 1-etil-3,3-(dimetiaminopropil)carbodiimida (EDC). O 

mecanismo da reação é o mesmo, porém, o subproduto formado é o 

1(3(dimetilamino)-propil-3-metilureia (EDU), como ilutrado na Figura 19. Este 

composto é retirado de modo mais fácil, uma vez que, na sílica da coluna 

cromatográfica, a amina terciária é protonada e fica retida na fase estacionária 

(MOONEY et al, 2010).     

     
Figura 16. Esquema simplificado da transformação de EDC em EDU nas reações de 

esterificação.    
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Nos espectros de RMN de 1H (Espectro 10) e 13C (Espectro 11) do G0Pq, 

há os sinais característicos já discutidos da Pq-Suc em 3,18 ppm (H13), 2,55 ppm 

(H16) e 2,33 ppm (H17). Já no RMN de 13C, observaram-se 28,69 ppm (C17), 

30,10 ppm (C16) e 38,55 (C13). Os sinais a mais característicos deste pró-

fármaco são os dos hidrogênios e carbonos do pentaeritritol. No RMN de 1H, há 

os sinais em 3,93 ppm (H19) para os grupos substituídos e 3,54 (H19*) para os 

não substituídos. No RMN de 13C, há o sinal em 59,65 ppm referente ao C19. 

Vale ressaltar que o sinal dos três hidrogênios H21 da primaquina deslocam para 

a mesma região do H19 do pentaeritritol, aumentando o tamanho do sinal e sua 

integral. O RMN de 1H mostra, também, que ainda há traços de acetato de etila 

utilizado na purificação, sendo que os sinais de seus hidrogênios apareceram em 

4,08, 1,96 e 1,18 ppm. Este último está na mesma região do H10, o que pode 

modificar a sua integral.    
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Espectro 7. Espectro de RMN de 1H do produto G0-Pq.    

   

  
H3: 8.69 – 8.27 (m, 1H), H1: 7.84 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz, 1H), H12 e H14: 7.35 – 7.07 (m, 2H), H6 e 

H7: 6.47 – 6.05 (m, 2H), H8: 5.71 (s, 1H), H19 e H21: 4.02 – 3.66 (m, 5H), H19*: 3.54 (s, 1H), H13: 

3.45 – 2.93 (m, 2H), H16 e H9: 2.65 – 2.46 (m, 3H), H17: 2.44 – 2.22 (m, 2H), H11 e H12:    

1.61 (t, J = 11.1 Hz, 4H), H10: 1.45 – 0.93 (m, 3H).    

   
    

1   H   -   RMN (CDCl   3   )   , 300 MHz,        =     ppm      
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Espectro 8. RMN de 13C do produto G0-Pq.    
   

   
C18: 172.05, C15: 170.44, C23: 158.48, C3: 143.95, C22: 143.32, C1: 134.38, C4: 133.81, C5:    

128.94, C2: 120.85, C7: 95.84, C6: 90.77, C19: 59.65, C21: 54.20, C9: 46.87, C13: 38.55, C11:    
32.96, C17: 30.10, C16: 28.69, C12: 25.26, C10: 19.58.    

   
    

13   C   -   RMN (CDCl   3   )   , 75 MHz,        =     ppm      
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No IV do produto G0-Pq, assim como no do G0-Iso, destacam-se as 

bandas 1731 e 1651 cm-1 que correspondem, respectivamente, aos  estiramentos 

de grupos éster e amida. A banda em 2932 cm-1, por sua vez, pode ser da amina 

secundária presente na estrutura da primaquina. Já a ausência de um sinal muito 

pronunciado em 3362 cm-1 pode representar a presença de poucas hidroxilas 

livres. A Espectro 12 ilustra o espectro de IV do G0-Pq.    

    
Espectro 9. Espectro no infravermelho do produto G0-Pq.    

    

Nos espectros de RMN de 1H (Espectro 7) e 13C (Espectro 8) do G0-Iso, 

além dos sinais da Iso-Suc em 8,66 ppm (H1 e H3), 7,75 ppm (H9) e 2,79 ppm 

(H10), é possível notar a presença dos hidrogênios do pentaeritritol. No G0, há 

um carbono quaternário (C13) vinculado à quatro grupos hidroximetil (C12). No 

RMN de 1H do pentaeritritol (Espectos II e III, Anexo I), há, somente, dois sinais: 

um singleto em 3,39 ppm, correspondendo aos hidrogênios do grupo metila (H12) 

e um sinal largo em 4,24 ppm, relacionado com os hidrogênios das hidroxilas. No 

RMN de 13C, por sua vez, apareceram dois sinais: um em 63,3 ppm, 

correspondente aos carbonos do grupo hidroximetil (C12) e outro em 48,2 ppm, 

relativo ao carbono central (C13). Esse último pode não aparecer em alguns 

espectros, uma vez que carbonos quaternários demandam mais tempo de 

análise, ou necessitam de aparelhos com uma frequência de campo maior 

(SILVERSTEIN, 2006). No Go-Iso, os sinais de H12 do G0 apareceram, no RMN 

de 1H, em 4,70 ppm. Já no RMN de 13C, os sinais de C12 foram vistos em 63,39 

ppm. Vale destacar que há a presença de um pequeno sinal em 3,22 ppm 
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(espectro de 1H), que corresponde ao H12 que não foi substituído, chamado 

então de H12*.     

    

   

    

    

Espectro 10. RMN de 1H do produto G0-Iso.    
   

   
H1 e H3: 8.64 (dd, J = 16.8, 6.0 Hz, 2H), H2 e H4: 7.93 – 7.39 (m, 2H), H12: 4.70 (s, 2H), 

H12*: 4.14 (s, 1H), H12: 3.77 – 3.34 (m, 2H), H9 e H10: 2.89 – 2.31 (m, 4H).    

   
    

1   H   -   RMN (MeOD), 300 MHz,        =     ppm      
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Espectro 11. RMN de 13C do produto G0-Iso.    

   

   
C8 e C11: 175.66, C5: 166.24, C1 e C3: 151.35, C14: 140.78, C2 e C4: 123.14, C12:    

63.39, C9 e C10: 27.60 (s).    

   
    

No IV do G0-iso (Espectro 9), destacam-se as bandas em 1723 e 1685 

cm-1 representando os estiramentos de carbonila de éster e de amida, 

respectivamente. É importante destacar que a banda em 3279 cm-1, que 

13   C   -   RMN (MeOD), 75 MHz,        =     ppm      
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representa as hidroxilas livres, foi bem pequena, indicando que a maioria destes 

grupos funcionais foi substituída.    

    

    
Espectro 12. Espectro no infravermelho do produto G0-Iso.    

    

Na análise do resultado proveniente da Cromatografia Líquida acoplada à 

espectrometria de massas (LC-MS) do G0-Iso mostrou que, no picos de menor 

intensidade entre 4,5 minutos e 4,8 minutos e no de 8,1 minutos, houve a 

formação majoritariamente do produto monosubstituído (M+H+ = 238,5), ou seja, 

das quatro hidroxilas livres presentes no pentaeritritol, uma foi substituída. Há 

alguns sinais das outras substituições, porém com muito menos intensidade do 

que a monosubstituída.     
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Figura 17. LC-MS de G0-Iso impuro. Condições de análise: Condições de análise no  
LC: solvente A (0,1% Ácido Fórmico/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol).   
Proporção de solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por    
10 minutos. Condições de análise no MS: voltagem no capilar (4500 V) e temperatura 

(325 °C), 20 L de amostra.    

    

Importante mencionar, ainda, que o o resultado de LC-MS  revelou um 

componente importante [M+H+] = 220,02, eluído em 12,8 minutos , que não é 

compatível com nenhum reagente ou dendrímero substituído.    

        

 
  200   400   600   800   1000   1200   1400   1600   m/z      
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Figura 18. Composto do pico majoritário do LC-MS .Condições de análise: Condições 

de análise no LC: solvente A (0,1% Ácido Fórmico/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente 

B (Metanol). Proporção de solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 

1,3 mL/min por 10 minutos. Condições de análise no MS: voltagem no capilar (4500 V) 

e temperatura (325 °C), 20 L de amostra.    

Ademais, o Rf deste produto em CCD (valor de 0,65 em fase móvel Acetato 

de Etila:Metanol (8:2), v/v) indicava a formação de um sub-produto. 

Considerando a estrutura química da Iso-Suc, possivelmente, ocorreu um ataque 

nucleofílico intramolecular dos nitrogênios da hidrazona ao ácido carboxílico livre. 

Esse ataque resultaria em um subproduto ciclizado de 5 ou 6 membros (Figura 

22). Tanto o subproduto de 5 membros, quanto o de 6, tem uma [M+H+] de 220 

g/mol e o logP, quando comparado aos reagentes, corroboram com os dados 

encontrados na CCD. Todas estas informações estão descritas na Figura 23, 

que mostra o valor de logP muito similar das duas moléculas, o que indica 

dificuldade de separa-las na cromatografia.     

    

       

Figura 19. Estruturas químicas e algumas das propriedades da CIso-Suc de 6 e 5 

membros.    

    

   
Figura 20. LogP da CIso-Suc de 6 membros (esqueda) e 5 membros (direita).    

    

Afim de tentar entender o mecanismo de reação relacionad com a formação 

desses subprodutos, foram feitos experimentos trocando as condições 
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reacionais. Devido ao fato de serem nitrogênios provenientes de amidas, o 

ataque intramolecular do nitrogênio na carbonila so poderia ser favorecido frente 

ao ataque das hidroxilas livres do pentaritritol, caso os nitrogênios da hidrazona 

fossem desprotonados, ganhando assim uma carga negativa. Assim, esses 

nitrogênios seriam mais eletronegativos do que as hidroxilas, favorecendo o seu 

ataque. Essa carga então poderia reagir com o ácido carboxílico. Ao retirar o 

próton o ataque poderia ocorrer vindo do nitrogênio mais próximo ao anel 

aromático, formando o ciclizado de 6 membros. Esse ataque também pode 

ocorrer vindo do nitrogênio mais próximo ao ácido succínico, formando assim o 

derivado de 5 membros. O mecanismo proposto está exposto na Figura 24.  

(CLAYDEN, et al, 2012)    

   
Figura 21. Mecanismo proposto de formação da CIso-Suc.    

    

O valor de pKa dos hidrogênios acoplados aos nitrogênios da Iso-Suc são 

de 9,04 e 11,46, assim, na presença de EDC com a sua amina terciária e o DMAP 

que é uma base orgânica, seria possível a desprotonação de algum desses 

nitrogênios. Com isso, foi testado uma reação utilizando DCC e 

hidroxibenzotrazol (HOBT), ambos não contém nenhum grupo que seja capaz de 

retirar os prótons, e não houve sinal de formação de CIso-Suc, o que é um 

indicativo de que o mecanismo proposto está correto.    

Os RMN’s de 1H e 13C das formas cilcizadas são muito similares aos 

encontrados para a Iso-Suc, havendo sinais nas mesmas regiões, com os iguais 

valores das integrais. Ademais, por técnicas de RMN, é muito difícil diferenciar  

qual dos produtos ciclizados foi formado, ou seja, com 5 ou o de 6 membros 

(SILVERSTEIN, 2006). Como apresentado no Espectro 13 (RMN de 1H), foram 

observados sinais dos hidrogênios do anel aromático entre 7 e 9 ppm, bem como 
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os hidrogênios ligados aos carbonos do ácido succínico estão entre 2,5 e 3 ppm. 

Do mesmo modo, o RMN de 13C (Espectro 14) é bem semelhante ao  da IsoSuc. 

Importante ressaltar que  para CIso-Suc, de 5 ou 6 membros, verificaramse que 

os carbonos 11 e 14  apareceream em um único sinal com deslocamento químico 

de 174,01 ppm. Por ser uma banda só, ela pode indicar que a ligação formada é 

simétrica, situação que ocorre no no anel de 5 membros (CLAYDEN et al, 2012).           

 

Espectro 13. Espectro de 1H RMN do produto CIso-Suc    
    

   

   
H8 ou 10: 11.41 (s, 1H); H1 e H3 8.83 (d, J = 4.3 Hz, 2H); H4 e H6: 7.82 (d, J =   

4.3 Hz, 2H); H13 e H14: 2.88 (s, 4H).    

1   H   -   RMN (DMSO   -   D6), 300 MHz,        =     ppm      
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Espectro 14. Espetro de 13C RMN  do produto CIso-Suc.    

    

    

   

   
C11 e C14:174.01, C7: 167.49, C3 e C1: 150.63, C5: 138.05, C4 e C6: 121.37, 

C12 e C13: 26.37.    

   
    

4.1.3. Síntese dos pró-fármacos dendriméricos de geração 1 (G1Iso 

e G1-Pq)    
    

13   C   -   RMN (DMSO), 75 MHz,        =     ppm      



59    

    

O dendrímero de geração 1 (G1) é o pentaeritritol esterificado nas 

hidroxilas por quatro moléculas de Bis-MPA, totalizando 8 hidroxilas livres 

(Figura 25).    

 

Figura 22. Dendrímero de Bis-MPA de geração 1.    
Os experimentos com os dendrímeros de primeira geração utilizaram a 

mesma metodologia dos com geração 0, ou seja, reações de acoplamentos com 

o agente condensante EDC e a base DMAP. Estes seguem, portanto, o mesmo 

mecanismo reacional, ilustrado na Figura 17. Importante mencionar, entretanto, 

que as diferenças principais entre as metodologias envolvendo G0 e G1 foram a 

proporção estequiométrica dos reagentes e o tempo de reação. Os métodos com 

geração 0 duravam, no máximo 3 dias. O aumento do número de hidroxilas do 

G0 para o G1 justifica a necessidade de aumentar o tempo de reação.     

    

No RMN de 1H do material de partida (G1) (Espectro IV, anexo I), além 

dos sinais em 3,87 ppm do pentaeritritol (H12), há o sinal em 3,12 ppm (H11), o 

qual está relacionado com os H11. Existe, também, um em 1,19 ppm (H10) 

correspondente à metila do Bis-MPA. Já no RMN de 13C, o principal carbono é o 

ligado a hidroxila (C11), que apareceu em 63,77 ppm (Espectro V, Anexo I). Em 

G1-Iso, por sua vez, observou-se um sinal em 4,70 ppm (H11), o qual teve um 

deslocamento de quase 0,8 ppm, quando comparado ao mesmo átomo do 

material de partida. Em 4,12 ppm apareceu um sinal que pode corresponder aos 

hidrogênios do derivado não substituído (H11*). Já no No RMN de 13C não foi 

possível notar a diferença entre substituído e não substituído, sendo que o C11 

apareceu em 66,01 ppm.     
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Espectro 15. RMN de 1H do produto G1-Iso.    

   

   
H8: 8.64 (dd, J = 16.8, 6.0 Hz, 2H), H7: 7.93 – 7.39 (m, 2H), H11: 4.70 (s, 12H), H11*: 

4.14 (s, 1H), H12: 3.77 – 3.34 (m, 2H), H2: 2.89 – 2.31 (m, 4H), H10: 1.13 (d, J = 33.3 Hz, 

2H).    

        
    

1   H   -   RMN (MeOD), 300 MHz,        =     ppm      
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C3: 176.07, C1: 175.88, C14: 175.69, C6: 166.26, C8: 151.22, C9: 140.79, C7: 123.16,    

C11: 66.01, C12: 63.05, C2: 29.80, C2’: 29.43, C10: 17.33.    

     
No pró-fármaco dendrimérico de G1 funcionalizado com primaquina   

(G1Pq), foi possível visualizar os sinais do dendrímero (H26 e H29) em 4,07 e 

3,92 ppm, respectivamente, porém esse último apareceu com mesmo 

    

      

    

    
13   C   -   RMN (MeOD), 75 MHz,        =     ppm      
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deslocamento químico do H18 da primaquina, em 3,92 ppm (Espectro 17). Esta 

região ficou, então, de difícil interpretação e as integrais não se mostraram como 

esperado. O sinal em 3,55 ppm é do derivado não substituído, por isso, recebeu 

a denominação de H26* para esta diferenciação. Todos os outros sinais, tanto 

da primaquina, quanto do espaçante, estão de acordo com o que já foi discutido 

anteriormente. Além disso, vale destacar que há traços de de acetato de etila 

utilizado na purificação, com os sinais em 1,18, 1,96 e 4,07 ppm. O primeiro e o 

último foram vistos nas mesmas regiões do produto desejado, o que pode 

explicar a variação no valor da integral. No RMN de 13C é possível destacar o 

sinal em 59,65 ppm e 59,37 ppm referente ao C26 e C29 do dendrímero, além 

dos sinais 170,46 ppm e 172,06 ppm referentes aos carbonos de éster (C26 e 

C29) e de amida (C19).     
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Espectro 17. RMN de 1H do produto G1-Pq.    

   

   
H14: 8.45 (dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 1H), H13: 7.84 (dd, J = 8.3, 1.5 Hz, 1H), H16 e H17:    
7.34 – 7.03 (m, 2H), H6 e H12: 6.23 (dd, J = 16.2, 2.4 Hz, 2H), H14: 5.73 (s, 1H), H26   
4.42 – 4.05 (m, 2H), H18 e H29 : 4.05 – 3.80 (m, 5H), H26*: 3.55 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 

H11: 3.54 – 2.82 (m, 2H), H20 e H21: 2.45 (dt, J = 66.3, 6.8 Hz, 4H), H3 e H7: 1.77 – 

1.50 (m, 4H), H4: 1.50 – 1.10 (m, 3H).    

1   H   -   RMN (CDCl   3   )   , 300 MHz,        =     ppm      



64    

    

 
   Espectro 18. RMN de 13C do produto G1-Pq.        

   

   

  

    

    

              

13   C   -   RMN (CDCl   3   )   , 75 MHz,        =     ppm      
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C28: 172.06, C19 e C22: 170.46, C10: 158.48, C14: 143.95, C2: 143.30, C5: 134.34, 

C13: 133.83, C8: 128.94, C17: 120.84, C6: 95.85, C12: 90.77, C29: 59.65, C26: 59.37, 

C18: 54.20, C1 46.86, C11: 38.55, C3: 32.95, C21: 30.10, C20: 28.69, C7: 25.25, C4:    

19.58, C27: 13.14.    

     
   4.2.   ESTUDOS IN SILICO    

    

Os estudos computacionais foram feitos em colaboração com aluna de 

Iniciação Científica Sophia Mikiko.    

    

4.2.1.  Simulações de docking molecular entre os pró-fármacos   

dendriméricos e esterase inespecífica    

    

Nesta etapa do projeto, pretendeu-se avaliar, com a estratégia de docking 

molecular, as interações entre os dendrímeros G0-Iso e G0-Pq, bem como G1Iso 

e G1-Pq e a butirilcolinesterase, esterase inespecífica capaz de clivar ligações 

ésteres/amidas no organismo humano (STOK et al., 2004). Estes resultados 

serão úteis, portanto, para a previsão da hidrólise destes compostos in vitro. 

Ressaltam-se que as carbonilas de interesse foram nomeadas como C1 (do 

dendrímero G1 ou próxima ao dendrímero G0) e C2 (próximas aos fármacos no 

dendrímero G0) e C3 (próximas aos fármacos no dendrímero G1).    

    
Figura 23. Pró-fármacos dendriméricos potencialmente ativos em malária ou 

tuberculose. Representaram-se as gerações 0 (esquema 1) e 1 (esquema 2). 
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Destacaram-se nos quadrados: a) isoniazida succinoilada e b) primaquina succinoilada. 

As carbonilas de interesse estão realçadas em vermelho e verde na figura.    

    

4.2.2. Re-docking no programa GOLD (Verdonk et al, 2003)    

Nas simulações de re-docking, compararam-se as interações do 

liganteproteína resultantes dos cálculos com as provenientes dos dados de 

cristalografia. Como resultado, selecionou-se a função ASP devido à maior média 

de interações entre o ligante e a proteína, quando comparados com o padrão 

proveniente do PDB. Escolheu-se, então, a pose com maior número destas 

interações. Mesmo ocupando o quinto lugar no ranking de score, definiuse o 

confôrmero 4 como melhor resultado (Quadro 1), visualizado na Figura 27.    

            

    

      

     

       Figura 24. Confôrmero 4 do re-docking do ligante na enzima 2H7C.    

Sabe-se que o valor desejável para Root Mean Square Deviation (RMSd), 

o qual compara a similaridade entre a disposição dos átomos no espaço do 

modelo gerado com os da estrutura referência, é em torno de 1,5 Å (MAIOROV 

& CRIPPEN,1994). Não se observou valores próximos a 1,5 Å nas funções de 
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score utilizadas, uma vez que se tratam de ligantes peptídicos, com alta 

flexibilidade das ligações químicas (YAN, ZHANG & HUANG, 2017).     

        

    

Tabela 4. Resultados obtidos no re-docking realizados programa GOLD (Verdonk et al,   

2003)    

    

Score    

Número médio 

de    

interações 

com a 

esterase    

     

Confôrmero   

Interações comuns 

em relação ao ligante 

cristalografado    

Ranking no 

score    

RMSd (Å)    

      

ChemScor   

e    

      

4,4    

1    6    30º    11.9812    

9    6    14º    12.2085    

14    6    9º    13.2515    

27    6    17º    13.6043    

      

ASP    

      

4,53    

  

4    6    5º    9.5287    

1    5    24º    9.4263    

3    5    14º    9.3413    

8    5    12º    9.5587    
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Para a confirmação do RMSd do Dock 4, este desvio foi calculado em três 

programas diferentes: o Discovery Studio, Chimera e Pymol. Conforme os 

resultados na tabela 5, todos os valores de RMSd estavam fora do desejável por 

se tratar de um ligante peptídico, uma molécula com elevado grau de 

flexibilidade.    

        

Tabela 5. Melhor pose obtida no re-docking com o programa GOLD e confirmação do  
RMSd    

Confôrmer  

o    

  

ASP    

Interações comuns em relação ao 

ligante cristalografado    

  RMSd    

Discovery    

RMSd   

Chimera    

RMSd     

Pymol    

4    -923,753    6    9.5287    9.786    4.836    

    

4.2.3.  Resultados de docking no programa GOLD (Verdonk et al, 

2003)    

    

A seleção dos resultados gerados pelo programa GOLD (Verdonk et al, 

2003) foi feita com base, principalmente, na distâncias entre os carbonos das 

carbonilas dos dendrímeros (C1, C2 e C3) e o oxigênio da hidroxila da Serina 

221, conforme Quadro 3. Importante mencionar que este valor deve ser inferior 

a 3 Å, possibilitando, assim, o ataque nucleofílico da Serina 221 na carbonila de 

interesse (ARANTES, 2008).    

Como mostrado na Figura 3, o mecanismo geral da catálise da 

serinoprotease inicia-se pelo ataque nucleofílico na carbonila do substrato pela 

serina, auxiliado pela histidina que age como catalisador ácido-base, gerando um 

intermediário tetraédrico. Este último composto é instável e, ao final do processo, 

há a liberação de ácido carboxílico e a regeneração da enzima (HEDSTROM, 

2002).    
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Figura 25. Mecanismo geral da catálise da serinoprotease (HEDSTROM, 2002).    
Tabela 6. Resultados dos 30 confôrmeros obtidos pelo docking da G0-Iso, G1-Iso, G0Pq 

e G1-Pq no programa GOLD (Verdonk et al, 2003).    
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4.2.4. G0-Iso    

Obtiveram-se menores distâncias para a C2 quando analisado o 

dendrímero de geração 0 contendo isoniazida (Tabela 7). Indicam-se, assim, que 

as chances do derivado sofrer hidrólise enzimática na periferia podem ser 

maiores em relação à C1 (carbonila próxima ao dendrímero). Os confôrmeros 24 

e 10 (Figura 29) ficaram entre os cinco melhores em relação ao score (valores 

de -310.080 e -297.450, respectivamente), corroborando com a hipótese de que 

a hidrólise enzimática pode acontecer em C2. As distâncias da Serina 221 e C2 

foram de 1,943 Å e 2,482 Å, para os Dock 24 e 10, respectivamente.    

    

      

Figura 26. Confôrmeros 24 (esquerda) e 10 (direita) resultantes das simulações de 

docking da G0-Iso na enzima 2H7C. As distâncias entre a Serina 221 e as carbonilas C2 

estão destacadas em vermelho.    

    

Tabela 7. Melhores resultados de docking da G0-Iso na enzima 2H7C. C1 e C2 estão  
destacadas em vermelho na estrutura.    
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Confôrmeros    

   Distâncias (Å)        

Score (ASP)    

C1     C2    

24    4,581     1.943    

  

-310.080    

10    

   

3.791    2.482    -297.450    

    

    

4.2.5.  G1-Iso    

Na análise do pró-fármaco G1-Iso, observa-se, na tabela 6, que os 

resultados dos 30 confôrmeros apresentaram certa tendência à ação enzimática 

ocorrer em C1, uma vez que esta região apresentou maior número de resultados 

inferiores a 3 Å. Assim, conforme dados apresentados na tabela 8, o confôrmero 

17 (Figura 30), está entre os cinco melhores em relação ao score (valor de 

1255,790), cuja carbonila com menor distância foi a C1 (1,355 Å). Já os 

confôrmeros 7 e 2 (Figura 31) estavam entre os dez melhores (score iguais a 

1200,560 e -1174,380, respectivamente). Nestes dois últimos confôrmeros, as 

distâncias observadas para C1 foram de 4.298 Å e 1.706 Å, respectivamente.    
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Estimam-se, então, maiores chances da hidrólise enzimática ocorrer em C1.    

      

     
Figura 27. Confôrmero 17 resultante das simulações de docking da G1-Iso na enzima 

2H7C.A distância entre a Serina 221 e C1 está destacada em vermelho.    

    

     
Figura 28. Confôrmeros 7 (esquerda) e 2 resultantes das simulações de docking da 

G1Iso na enzima 2H7C. As distâncias entre a Serina 221 e C1 estão destacadas em 

vermelho.    
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Tabela 8. Resultados obtidos pelo docking da G1-Iso no programa GOLD (Verdonk et 

al, 2003). As carbonilas C1 e C2 estão destacadas em vermelho.    
   

    

   

    

Confôrmeros    

   
Distâncias (Å)    

   

    

Score (ASP)    
         

   C1    C2    C3       

7    
4.298    1.292    2.964    

-1200.560    

17    
1.355    4.396    6.159    

-1255.790    

2    1.706    4.025    6.166    -1174.380    

4.2.6.  G0-Pq    

De forma geral, observaram-se 8 resultados menores que 3 Å tanto para 

C1, quanto para C2 (Tabela 6). Porém, entre os cinco melhores confôrmeros 

obtidos, a carbonila C2 apresentou resultados ligeiramente melhores, como 

verificado no Quadro 6.     

Os confôrmeros 5 e 10 estão entre os cinco melhores em relação ao score        

(-717.754 e -575.206, respectivamente) e os confôrmeros 4 e 11 ficaram entre 

os dez melhores neste ranking (scores de -540.484 e -575.206, 

respectivamente). Com base somente nestes achados, existe, portanto, maior 

possibilidade de C2 periférica sofrer hidrólise enzimática em comparação com a 

C1.    

    
Tabela 9. Resultados obtidos pelo docking da G0-primaquina no programa GOLD   
(Verdonk et al, 2003)    
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Confôrmeros    

  Distâncias (Å)           

Score (ASP)    

C1     C2    

4    4.222    1.259    -540.484    

10    3.715    1.490    -575.206    

5    1.832    3.389    -717.754    

11    

2.478    2.068    

-528.367    
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4.2.7. G1-Pq    

Observando-se os resultados gerados para o pró-fármaco G1-Pq na 

Tabela 6, é possível notar a relevante diferença entre C1, C2 e C3. Para C1 

obteve-se 16 resultados desejáveis, sendo o maior valor o do confôrmero 26 

(2,994 Å) e menor o do confôrmero 24 (0,960 Å). Enquanto para C2, entre os 9 

resultados mais interessantes, houve variação entre 0,848 Å (confôrmero 16) a  

2,880 Å (confôrmero 15). Apenas dois resultados de C3 mostraram-se 

satisfatórios, o do confôrmero 12 (2,932 Å) e do confôrmero 18 (2,897 Å). 

Importante mencionar que essa proporção foi mantida na Tabela 10, no qual 

foram selecionadas as quatro melhores poses. Os confôrmeros 3 e 12, cujas 

distâncias foram de 1,052 Å e 1,114 Å, respectivamente, ficaram entre os cinco 

melhores no ranking do score (valores calculados iguais a -2312,700 e 2117,130, 

respectivamente) e o 24, de distância 0,960 Å, entre as dez melhores (valor de 

score calculado foi de -2041,710). Dessa forma, acredita-se que a hidrólise 

enzimática, possivelmente, ocorrerá em C1.    

    

Tabela 10. Resultados obtidos pelo docking da G1-Pq no programa GOLD (Verdonk et 

al, 2003)    

   

    

   

    

Confôrmero    

   Distâncias (Å)         

Score (ASP)    
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C1    C2    C3    

16    1.834    0.848    4.267    -1828.390    

  

24    0.960    3.005    6.359    -2041.710    

3    1.052    3.749    3.731    -2312.700    

 

12    5.071    1.114    

   

-2117.130    2.932    

 

    

4.2.8. Resultados AutoDock (Trott et al., 2010)    

    

Com o intuito de validar e comparar os dados obtidos no Gold, utilizou-se 

o programa AutoDock. Conforme ilustra a Tabela 11, observaram-se que 

nenhum dos resultados das distâncias de C1 e C2 em relação à Serina 221 foram 

próximo de 3 Å. Todos foram superiores a 12 Å. Logo, estes dados mostraram 

que não houve interação entre qualquer uma das estruturas com o sítio ativo. 

Provavelmente, não aconteceu a acomodação do ligante na enzima. Posteriores 

investigações utilizando outros padrões de parametrização serão, portanto, 

necessárias.     

Tabela 11. Resultados das simulações de  docking resultantes do  programa AutoDock  
(Trott et al., 2010).    

Estrutura    Confôrmero    Carbonila mais próxima da Serina    

221    

Distância    

(Å)    

Affinity (kcal/mol)    

    

G0-Iso    

19    C2    12.687    -5.6    
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13    C2    12.847    -5.8    

4    C1    14.340    -6.8    

    

G1-Iso    

12    C2    13.643    -5.8    

7    C3    14.180    -5.9    

10    C3    14.225    -5.8    

    1    C2    14.335    -9.1    

G0-Pq    3    C2    14.555    -8.5    

2    C2    14.370    -8.6    

    3    C3    13.945    -5.8    

G1-Pq    4    C3    14.079    -5.8    

2    C3    14.165    -6.0    
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4.2.9. Simulações de docking molecular entre a CIso-Suc e a   

catalase-peroxidase    

    

O objetivo desta etapa do trabalho foi analisar modo de interação das 

CIso-Suc, chamadas aqui de Iso_Cic5 para a de 5 membros e Iso_Cic6 para a 

de 6 membros, em comparação com a isoniazida, na enzima Katg, catalase 

peroxidade envolvida no mecanismo de ação da isoniazida. Alemjava-se enteder 

se estes derivados ciclizados poderiam ter ação per se.     

Considerando a impossibilidade da realização do re-docking, uma vez que 

a enzima escolhida não estava cristalografada com um ligante, fizeram-se as 

avaliações dos resultados computacionais em relação às interações com 

aminoácidos da proteína, expressos como distâncias médias (em Å) (Tabela 12).    

    

        
Tabela 12. Resultados obtidos no programa Gold (Verdonk et al, 2003) para as funções 

de scores ChemScore e ASP e as distâncias médias (em Å) entre os ligantes e o ferro 

do grupo heme.    

    
    

Pode-se constatar que a distância média em relação ao ferro do grupo 

heme foi mais próxima entre a isoniazida e a Iso_Cic5 (10,226 e 10,984, 
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respectivamente, Tabela 13), apesar de Iso_Cic6 não ter apresentado resultado 

tão diferente (11,319, Tabela 13).    

    

Tabela 13. Distância média das estruturas em relação ao ferro do grupo heme (em Å).    

    Isoniazida    Iso_Cic5    Iso_Cic6    

Distância média (Å)    10,226    10,984    11,319    

    

As análises dos 30 confôrmeros provenientes das simulações de doking 

molecular com a isoniazida mostrou que o aminoácido ASP137 parece ser 

interessante para a interação com a Katg. Ademais, de modo geral, a Iso_Cic6 

apresentou mais interações em comum com a isoniazida, além de um de seus 

confôrmeros apresentarem uma interação a mais, com o aminoácido VAL230, 

em relação à isoniazida (Figura 2).    

Foram poucas as interações dos confôrmeros de isoniazida, Iso_Cic5 e 

Iso_Cic6 com os aminoácidos THR314, ALA139 e ALA281. Ademais, apesar de 

não se verificar para a isoniazida, com os aminoácidos SER315, GLU233 e 

ASN231 paracem ser importantes para Iso_Cic5 e Iso_Cic6. Por outro lado, 

sugerem-se que PRO136 e ARG104 são interessantes para a isoniazida. Já 

LEU227 teve quantidade de interações com a isoniazida semelhantes à Iso_Cic5 

e Iso_Cic6. Todos estes dados estão apresentados na Tabela 14.    

    

         
Tabela 14. Principais aminoácidos envolvidos nas interação de Iso_Cic5 e Iso_Cic6 com 

o alvo molecular, comparados com a isoniazida.    



80    

    

    
    

Em destaque na Tabela15, nota-se a importância da PRO232 e da   

LEU205, tanto para a isoniazida, quanto para Iso_Cic5 e Iso_Cic6. Estes 

amináciodos parecem, portanto, serem interessantes para a interação 

ligantereceptor. Os valores encontrados foram de 10, 23 e 11, para PRO232 e 
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isoniazida, Iso_Cic5 e Iso_Cic6, respectivamente. Já em relação à LEU205, 

observaram-se 11, 17 e 11 interações com isoniazida, Iso_Cic5 e Iso_Cic6, 

respectivamente.     

    

Tabela 15. Comparação entre quantidade de interações das estruturas com os  
aminoácidos.    

    

Aminoácido    

Quantidade de interações (total = 30 poses de cada estrutura)    

Isoniazida    Iso_Cic5    Iso_Cic6    

PRO136    7    0    0    

 

PRO232    10    23    11    

ASP137     28    4    5    

 

LEU205    11    17    11    

LEU227    

5    6    2    

ARG104    13    0    1    
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SER315    8    15    18    

ASN231    3    1    15    

THR314    3    0    1    

ALA139    1    0    0    

ALA281    1    1    3    

GLU233    1    10    2    

H2O    

5    8    2    

HEME    5    13    12    

VAL230    0    0    1    

    

As melhores poses da isoniazida, Iso_Cic5 e Iso_Cic6 (Figuras 32, 33 e 

34, respectivamente) foram escolhidas considerando as os aminoácidos 

ASP137, PRO232 e LEU205, conforme importância discutida previamente.    
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Figura 29.  Dock (número 2) da isoniazida na enzima PDB 1SJ2.    
    

        

    

Figura 31. Dock (número 17) da Iso_Cic5 na enzima 1SJ2.    
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Figura 30. Dock (número 17) da Iso_Cic6 na enzima 1SJ2.    

4.3.   ESTUDOS DE ESTABILIDADE QUÍMICA DA CIso-Suc (NAJLAH et al, 2006)    

Esta etapa do projeto teve a colaboração do aluno de Iniciação Científica 

José Carlos V. L. dos Reis.    

    

4.3.1. Desenvolvimento do método analítico    

    

O desenvolvimento do método teve início com a escolha de uma coluna 

cromatográfica mais próxima daquela descrita pela farmacopeia brasileira. Para 

tanto, foram selecionadas colunas de Octadecilsilano (5μm), tanto de 250mm x 

4,6 mm, quanto de 150 mm x 4,6 mm de marcas distintas.    

Os testes foram realizados com amostras de isoniazida de concentração 

igual a 1,82 x 10-3 M, preparadas em fase móvel conforme descrito na 

Farmacopeia, tomando como parâmetros de aceitação o Fator de cauda, número 

de pratos teóricos, pureza dos picos e tempo de retenção. A média das cinco 

análises, para cada coluna, estão apresentadas na Tabela 16.    

    

Tabela 16. Colunas cromatográficas testadas.    
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Coluna    Fator de Cauda    N° pratos 

teóricos    
Pureza do 

pico    
Tempo de 

retenção    

(min)    

C18 - MERK        

250mm    

     2,38    2289,23    puro    3,88    

C18 -    

LICHROSPHERE   

250mm    

1,95    2283,33    puro    7,81    

C18 - ACE        

150mm    

     2,48    691,47    puro    3,59    

C18 - XBridge      

150mm    

1,31    4679,87    puro    3,37    

    

Com base nos resultados apresentados na Tabela 16, a coluna C18 –  

Xbridge (5μm) –150 mm x 4,6 mm foi escolhida como a mais adequada dentre 

as verificadas, uma vez que apresentou o menor fator de cauda e maior número 

de pratos teóricos. Esses dados indicam maior eficiência na separação dos 

componentes de uma mistura.     

A otimização do método prosseguiu com a determinação do pH da fase 

móvel a ser empregada. Tal determinação teve como objetivo encontrar um valor 

onde a maioria das espécies analisadas encontrava-se eletricamente neutra, 

visando uma melhor interação com a coluna cromatográfica. Para tanto, fora 

realizada a determinação do pKa das espécies CIso-suc, Iso-suc e isoniazida a 

partir de simulações com o software MarvinSketch.     

Com base nos resultados apresentados acima, tanto a CIso-suc quanto a 

isoniazida encontram-se, predominantemente, na forma molecular no valor de 

pH de 6,9, conforme proposto pela metodologia inicial da Farmacopeia. 

Entretanto, a Iso-suc mostra-se carregada negativamente e, visando melhorar 

sua interação com a coluna cromatográfica, foram realizados testes adicionando 

0,1% de trietilamina (TEA) ou 0,1% de ácido trifluoracético (TFA) à fase móvel.    

Embora não tenham sido observadas variações significativas no tempo de 

retenção médio dos analitos, uma melhor simetria dos picos fora constatada com 

o emprego de 0,1% de TFA, sendo este, portanto, o componente acrescido a 

fase móvel.     
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A etapa seguinte de desenvolvimento do método envolveu a determinação 

da proporção de tampão fosfato e metanol que melhor permitia a separação dos 

analitos em questão. Como ponto de partida, foram feitas análises na proporção 

95:5 (v/v), conforme descrito na farmacopeia. Com o objetivo de melhor 

separação dos picos de Iso-suc e isoniazida, fora necessário diminuir a 

proporção de solvente orgânico para 97,5:2,5 (v/v), para que fosse aumentada a 

interação destes analitos com a coluna. A média das cinco análises dos tempos 

de retenção obtidos, para cada proporção, estão apresentadas na Tabela 17.    

        

Tabela 17. Determinação da proporção entre os solventes tampão fosfato e metanol.    

Analito    Tempo de Retenção   
(min)    

95:5 (v/v)    97,5:2,5 (v/v)    

CIso-suc    4,952    6,610    

Iso-suc    2,413    2,685    

isoniazida    3,332    3,930    

    

O planejamento do método teve continuidade com o aumento da 

temperatura do forno de ambiente (~25 °C) para o valor constante de 35 °C, com 

os propósitos de se padronizar a temperatura de análise e melhorar em 0,76 a 

simetria dos picos. Sabe-se que o aumento de temperatura, dentro dos limites da 

coluna, favorece a interação dos analitos com a fase estacionária.    

A penúltima etapa do desenvolvimento do método foi o ajuste do fluxo de 

fase móvel durante a análise. A escolha de se modificar o fluxo surgiu da 

necessidade em se aumentar os parâmetros de fator de cauda e número de 

pratos teóricos. Pretendeu-se, então, assegurar a manutenção destes valores 

acima dos mínimos ao longo de todo o estudo de estabilidade, uma vez que as 

numerosas análises poderiam desgastar a coluna e inviabilizar sua utilização 

durante o ensaio.     

Para esta finalidade, foi escolhido trabalhar com um gradiente de fluxo de 

fase móvel, entretanto, por não se tratar de uma prática frequente, poucas 

referências foram encontradas acerca deste assunto, de modo que os testes 

foram realizados empiricamente e os ajustes foram sendo feitos a partir dos 

resultados gerados. Após serem realizados ensaios testando diversos gradientes 
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de fluxo, achou-se a melhor condição (relatada na Tabela 18). Esse gradiente de 

fluxo apresentou, quando comparado aos fluxos constantes de 0,8 mL/min e 1 

mL/min, a melhor resolução dentre os gradientes testados (aumento médio de   

0,53 em relação aos demais). Essa comparação pode ser observada na Tabela   

19.    

        

    

    

Tabela 18. Gradiente de fluxo escolhido.    

Tempo    

(min)    

Fluxo 

(mL/min)    

0,01    0,6    

2,0    0,8    

5,0    1,0    

6,0    1,3    

    

Tabela 19. Comparação entre o fluxo constante e o gradiente de fluxo.    

Analito    Parâmetro      Fluxo       

0,8 mL/min    1,0 mL/min    Gradiente    

CIso-suc    Tempo de 

retenção    
7,639    6,234    5,828    

Fator de cauda    1,701    1,203    1,197    

Número de  
pratos teóricos    

4681,051    6690,351    13489,695    

Iso-suc    Tempo de 

retenção    
3,175    2,612    3,190    

Fator de cauda    1,380    1,278    1,315    

Número de  
pratos teóricos    

3206,873    3683,531    4330,149    

Isoniazida    Tempo de 

retenção    
4,711    3,760    4,237    

Fator de cauda    1,589    1,362    1,364    
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Número de  
pratos teóricos    

4762,223    5609,857    6612,388    

    

Por fim, a última etapa de desenvolvimento do método envolveu o ajuste 

dos volumes de amostra e de injeção, com o propósito de se adequar a 

quantidade de analito que chega ao detector dentro limites de detecção. Para 

tanto, fora necessário, primeiramente, determinar qual a concentração de 

CIsosuc a ser empregada no ensaio de estabilidade.    

Por uma questão de praticidade e de redução da incerteza atrelada a 

pesagem, a massa inicial de CIso-suc fora estabelecida como 6 mg, os quais 

foram dissolvidos em 15 mL de fase móvel, resultando em uma concentração 

molar de 1,82 x 10-3 mol/L. Uma vez determinada a concentração inicial e, 

conhecendo-se o comportamento do detector disponível, foi estabelecido 1 mL 

como volume de amostra no interior do vial (~2 mL) e 60 µL como volume de 

injeção para respeitar o limite de detecção do equipamento.    

    

4.3.2. Estudos de estabilidade química    

    

As informações principais dos resultados dos estudos de estabilidade 

química de CIso-Suc mostraram que CIso-Suc pode se converter Iso-Suc. Por 

outro lado, a quebra da ligação entre o ácido succínico e a isoniazida 

praticamente não foi observada, uma vez que praticamente não há sinais 

correspontes desta nos crimatogramas. Isso pode ser explicado pelo anel 

heterocíclico pirrolidiona da CIso-suc, o qual é menos estável, quando 

comparado à cetohidrazona da Iso-suc (CLAYDEN et al, 2012).    

    

 Soluções tampão pH 1,2 e 6,0    

    

Os experimentos demonstraram que o anel cilcizado da CIso-Suc de 

manteve realtivamente manteve estável nas faixas de soluções tampões de pH 

de 1,2 e 6,0 durante 24 horas, mesmo sob agitação e aquecimento a 37 °C, uma 

vez que o sinal da CIso-Suc foi menor do que os outros dois pH. Tal constatação 

pode ser vantajosa pensando na administração oral do pró-fármaco, uma vez 

que não haverá hidrólise durante o trânsito gastrointestinal.    
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Ademais, observa-se uma variação irregular da área de Iso-suc na 

primeira hora de ensaio, o que reflete a dificuldade de se quantificar analitos em 

concentrações muito próximas do limite de detecção do equipamento utilizado.    

As Figuras 35 e 36 foram feitas com base nos dados das Tabelas 20 e 21.    

            

    

    
Tabela 20. Média das áreas de CIso-suc e Iso-suc ao longo do ensaio em solução  
tampão pH 1,2.    

Número da Amostra    Área média de CIso-suc   
(unidades de área)    

Área média de Iso-suc   
(unidades de área)    

T0    24282334    0    

T1    25210251    7258    

T2    23261969    0    

T3    25494918    316070    

T4    22601230    280079    

T5    14103048    0    

T6    18649172    128193    

T7    17647228    167130    

T8    19940223    612957    

T9    19144319    710516    

T10    18768167    837559    

T11    15489071    4173326    

T12    13917164    4293758    
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Figura 32. Gráfico da variação da área do pró-fármaco ao longo de 24 horas em solução 

tampão pH 1,2.    

    

    
Tabela 21. Média das áreas de CIso-suc e Iso-suc ao longo do ensaio em solução  
tampão pH 6,0.    

Número da Amostra    Área média de CIso-suc   
(unidades de área)    

Área média de Iso-suc   
(unidades de área)    

T0    14668571    1830878    

T1    12821106    0    

T2    15975284    231857    

T3    15467310    12028    

T4    15566218    272838    

T5    15819410    526685    

T6    13181978    143555    

T7    15204397    867150    

T8    13394802    767540    

T9    14973192    1458216    
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T10    14872890    1191123    

T11    10765658    8254535    

T12    9746752    8831036    

    

 

Figura 33. Gráfico da variação da área do pró-fármaco ao longo de 24 horas em solução 

tampão pH 6,0.    
    

Considerando os ensaios com CIso-Suc em solução tampão pH 1,2, ao se 

comparar os cromatogramas do tempo 0 (T0) com o tempo 24 horas (T13) , é 

possível notar  o aumento da amplitude do sinal da Iso-Suc (tempo de retenção 

próximo de 3,371 minutos, área sob a curva inicial de 0 e final de 4293758), a 

diminuição de CIso-Suc (tempo de retenção próximo de 6,525 minutos, área sob 

a curva inicial de 24282334 e final de 13917164) (Cromatogramas 1 e 2).    
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Cromatograma 1. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 1,2 (T0). Condições 

cromatográficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporção de 

solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de 

onda: 261 nm.    

   
Cromatograma 3. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 1,2 (T13). Condições 

cromatográficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporção de 

solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de 

onda: 261 nm.    

Em relação à solução tampão pH 6,0, do mesmo modo que em pH 1,2, ao se 

comparar os cromatogramas do tempo 0 (T0) com o tempo 24 horas (T12), 

verifica-se o aumento da amplitude do sinal da Iso-Suc (tempo de retenção de 

próximo de 3,345 minutos, área sob a curva inicial de 1830878 e final de 

8831036), a diminuição de CIso-Suc (tempo de retenção de 6,525 minutos, área 

sob a curva inicial de 14668571 e final de 9746752) (Cromatogramas 3 e 4).     
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Cromatograma 2. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 6,0 (T0). Condições 

cromatográficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporção de 

solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de 

onda: 261 nm.    

   

Cromatograma 4. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 6,0 (T13). Condições 

cromatográficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporção de 

solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de 

onda: 261 nm.    

    

 pH 7,4 e 8,5    

    

Assim como nos experimentos com soluções pH 1,2 e 6,0, os 

experimentos em pH 7,4 e 8,5 demonstraram que a ligação entre a isoniazida e 

o transportador se manteve estável em 24 horas, uma vez que não fora 

observado sinal de isoniazida dentro do limite de detecção do equipamento. Por 
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outro lado, é possível observar que, tanto em pH 7,4, quanto 8,5 ocorre a 

conversão de CIso-Suc para Iso-Suc, evidenciado pela queda na média das 

áreas sob a curva de CIso-suc e aumento de Iso-suc (Figura 34 e Figura 35). 

Importante mencionar que os pH 7,4 e 8,5  representam, respectivamente, o 

sangue e as partes distais do intestino.      

        

    
Tabela 22. Média das áreas de CIso-suc e Iso-Suc ao longo do ensaio em pH 7,4.    

Número da Amostra    Área média de CIso-suc    

(unidades de área)    

Área média de Iso-suc    

(unidades de área)    

T0    26200865    1793247    

T1    25900463    615393    

T2    26433645    1071884    

T3    24442601    973887    

T4    24934870    1780307    

T5    24953983    2141859    

T6    24345718    2386693    

T7    22158901    2798471    

T8    20529808    3221222    

T9    19915539    3843329    

T10    16727201    3448101    

T11    9543599    14317749    

T12    9099986    14608956    

T13    7523524    15993041    
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Figura 34. Gráfico da variação da área do pró-fármaco ao longo de 24 horas em solução tampão pH 7,4.   

    
Tabela 23. Média das áreas de CIso-suc e Iso-Suc ao longo do ensaio em pH 8,5.    

Tempo de coleta da 

mostra    
Área média de   

CIsosuc    

(unidades de área)    

Área média de Iso-suc    

(unidades de área)    

T0    16604510    1366383    

T1    17345057    1324008    

T2    16210976    714749    

T3    16149613    1046567    

T4    17501925    1720601    

T5    18118573    2304926    

T6    17704015    2601910    

T7    15529743    3028890    

T8    14601338    3664896    

T9    14144228    4614864    
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T10    14361243    5490075    

T11    5816111    19335696    

T12    5047512    18611643    

T13    3223828    7523524    

    

    

 

Figura 35. Gráfico da variação da área do pró-fármaco ao longo de 24 horas em solução tampão pH 8,5.   

A liberação mais eficientes nesses meios podem ser demonstradas através 

do coeficiente linear da curva da Iso-Suc que para o pH 7,4 é de 1 x 106 e para o 

pH 8,5 é de 2 x 106. Esses valores são 2 vezes e 4 vezes maior que o pH 6. Os 

cromatogramas 5 e 6 referentes ao pH 7,4 e os cromatogramas 7 e 8 referente 

ao pH 8,5 mostram que após 24 horas o pico que representa a CIsoSuc já tem a 

sua porcentagem em área muito menor quando comparado ao T0, antes do início 

da incubação. No pH 7,4 a média da área correspondente ao IsoSuc (tempo de 

retenção 3,116 minutos) sobe de 1793247 no T0 para 15993041 no útimo tempo 
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de coleta (T13). A média da área da CIso-Suc (tempo de retenção 5,704 minutos) 

cai de 26200865 no T0 para 7523524 no T13. Já no pH 8,5, o a média da área 

da Iso-Suc sobe de 1366383 para 7523524 (T0 e T13) e a média da área de 

CIso-Suc cai de 16604510 para 3223828).     

    

     

Cromatograma 5. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 7,4 (T0). Condições 

cromatográficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporção de 

solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de 

onda: 261 nm.    

        

     

Cromatograma 6. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 7,4 (T13). Condições 

cromatográficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporção de 

solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de 

onda: 261 nm.    
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Cromatograma 7. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 8,5 (T0). Condições 

cromatográficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporção de 

solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de 

onda: 261 nm.    

    

     

Cromatograma 8. Cromatograma resultante do estudo de estabilidade em pH 8,5 (T13). Condições 

cromatográficas: Solvente A (0,1% TFA/Tampão fosfato pH 6,9, v/v); solvente B (Metanol). Proporção de 

solvente 95% de A e 5% de B. Gradiente de fluxo de 0,6 a 1,3 mL/min por 10 minutos. Comprimento de 

onda: 261 nm.    

    

É importante destacar que, na condição com solução tampão pH 7,4, 

apareceu um pequeno pico referente á isoniazida (tempo de retenção de 3,928) 
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indicando uma pequena liberação do ativo, mesmo que pequena quando 

comparada à Iso-Suc (tempo de retenção 5,324). Já em solução tampão de pH 

8,5, os picos mostraram-se mais assimétricos, característica relacionada com os 

valores de pKa dos hidrogênios ligados ao nitrogênio das moléculas, os quais 

são de 8,6 (nitrogênio 8, Figura 36, a esquerda) na CIso-Suc, considerando a de 

5 membros e 9,0 para a Iso-Suc (nitrogênio 5, Figura 36, a direita). Assim, estas 

moléculas encontram-se nas formas ionizadas e não ionizadas, aumentando o 

fator de cauda, distorcendo o pico.     

       

Figura 36. Estruturas da CIso-Suc (esquerda) e Iso-Suc (direita).    
    

    

5. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS    

    

Pelos resultados de infravermelho, RMN de 1H e 13C, possivelmente, 

sintetizaram-se os intermediários Iso-Suc, Pq-suc, bem como os pró-fármacos 

dendriméricos de G0 (G0-Iso e G0-Pq) e de G1 (G1-Iso e G1-Pq). A análise da 

espectroscopia de massas revelou a presença de um intermediário de síntese 

CIso-Suc que pode estar ligada ao uso do EDC e DMAP para as sínteses EDC 

e DMAP. Foi identificado o potencial como pró-fármaco desse intermediário e 

usou-se então a metodologia analítica desenvolvida para os estudos de 

liberação. Esses ensaios revelaram que o pró-fármaco é consideravelmente mais 

estável em meio ácido (pH’s 1,2 e 6,0) e libera com uma taxa maior em meios 

neutros/básicos (pH 7,4 e 8,5). Esses dados foram importantes para indicar uma 

possível estabilidade oral dessa molécula. Por fim, foram analisados via estudos 

in sílico a sua inibição direta no alvo da isonizida que revelou que é possível 

prever a sua ligação, mas não a sua atividade biológica. Para comprovar a 

atividade biológica per si da CIso-Suc serão necessários estudos da sua 

atividade biológica que já estão em processo de execução. Ainda com relação 
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aos estudos computacionais, a carbonila C2 do dendrímero G0-Iso e G0-Pq, 

parece ser a mais interessante para a ação enzimática. Já para o pró-fármaco 

G1-Iso e G1-Pq, a carbonila C1 foi a mais promissora.    
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ANEXOS    
Anexo I    

RMN de 1H e 13C dos materiais de partida    
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Espectro I: RMN de 1H da primaquina.    

   

  
H14: 8.54 (d, J = 4.0 Hz, 1H), H13: 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 1H), H17: 7.43 (dd, J = 8.2, 4.1 Hz, 1H), H6: 

6.48 (d, J = 1.6 Hz, 1H), H12: 6.27 (s, 1H), H0 6.13 (d, J = 8.5 Hz, 1H), H18: 3.93 – 3.55 (m,   

3H), H1 e H11: 3.48 – 1.70 (m, 3H), H3 e H16: 2.73 – 1.39 (m, 4H), H4: 1.22 (d, J = 6.2 Hz, 3H).    

   
    

    

 
    

1   H   -   RMN (DMSO), 300 MHz,        =     ppm      
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Espectro II: RMN de 1H do pentaeritritol.    

    

   

 H14:  
4.01 (t, J = 5.3 Hz, 4H), H12; 3.28 – 3.13 (m, 12H).    

   
    

    

    

    

    

    

 

    

    
    

1   H   -   RMN (DMSO), 300 MHz,        =     ppm      
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Espectro III: RMN de 13C do pentaeritritol.    

   

   
C12: 61.66, C13: 45.94.    

   
    

    

    

    

    

    

     

1   H   -   RMN (DMSO), 75 MHz,        =     ppm      
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4.41 (s, 

8H), 

H12: 

3.87 (s, 

8H), 

H11: 

3.33 – 

2.92 (m, 

16H), 

H10: 

0.82 (s, 

12H).    
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Espectro V: RMN de 13C do G1.    

   

   
C14: 174.12, C11: 63.77, C12: 61.86, C16: 50.40, C13: 42.50, C10: 16.72.    

   
    

    

    
    

    

        

1   H   -   RMN (DMSO), 75 MHz,        =     ppm      
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Anexo II    

Atividade de Intercâmbio na University of Groningen    

    

    

        EXPRESSÃO, PURIFICAÇÃO E COCRISTALIZAÇÃO DE  ANÁLOGOS 

COM POSSÍVEL INIBIÇÃO DE MtPtpA E MtPtpB  PARA O TRATAMENTO 

DE TUBERCULOSE    

    

    
1. Introdução     

A tuberculose é uma doença infecciosa causada pela bactéria Mycobacterium 

tuberculosis, uma bactéria flexível e que tem como principal vantagem frente ao sistema 

imune do hospedeiro a capacidade de se adaptar a ambientes desfavoráveis criados 

pelas células de defesa humana. Esse patógeno é transmitido por gotículas de saliva 

humana, o que torna lugares com grande concentração de pessoas locais de alto risco 

de transmissão (KNECHEL, 2009).     

Segundo dados dos relatórios anuais da Organização Mundial da Saúde (OMS) 

a prevalência de tuberculose em 2017 foi de 10,4 milhões de pessoas no mundo, com 

uma incidência média de 140/100 mil habitantes. Apesar de ter casos relatados na 

Europa e América do Norte, a maioria foi reportada no sudeste asiático (45%) e África    

(25%), o a que aproxima, epidemiologicamente, das doenças negligenciadas. A Figura 

1 ilustra a incidência global de tuberculose no ano de 2017. No mesmo ano, a OMS 

registrou mortalidade de 1,3 milhões de pessoas em pacientes HIV-negativo. Desse 

número de mortes, 82% aconteceram nas mesmas regiões onde a incidência é maior: 

o sudeste asiático e a África (WHO, 2018).      
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Figura 1. Incidência global de tuberculose para cada 100 mil habitantes em 2017.     

     

Ao entrar nos alvéolos do hospedeiro, a micobactéria é rapidamente capturada 

por macrófagos que, posteriormente, induzem a migração de células T para o local da 

infecção. Mesmo dentro dos macrófagos, essas bactérias conseguem se multiplicar, 

aumentando a quantidade de macrófagos e células T, criando, assim, um granuloma 

entorno do local infeccionado. Esse granuloma gera um ambiente na tentativa de limitar 

o crescimento bacteriano, causando a lise dos macrófagos e necrose tecidual. Mesmo  

com um baixo pH, hipóxia e com uma quantidade limitada de nutrientes, a micobactéria 

consegue mudar o seu fenótipo e sobreviver, ainda que em período de latência 

(KNECHEL, 2009).       

Os tratamentos de primeira escolha consistem em combinações de quatro 

fármacos: rifampicina, pirazinamida, etambutol e isoniazida. O tratamento é demorado, 

entorno de 6 meses, resultando em baixa de adesão do paciente. Outro problema grave 

que tem colocado, novamente, a tuberculose como um dos problemas de saúde mais 

monitorados no mundo é a resistência aos antibióticos de primeira escolha. Já há 

relatos de multirresistência contra os quatro fármacos ao mesmo tempo, o que expõe a 

falta de opção de medicamentos disponíveis, bem como a a falta de investimento no 

desenvolvimento de novos compostos (RABAHI et al, 2017).      

O desenvolvimento de novos fármacos é um processo extremamente complexo 

e caro. A busca de um líder, ou seja, uma molécula com potencialidade para se tornar 

um fármaco, é demorada. Primeiramente, é necessário determinar o tipo de estratégia 



118    

    

de planejamento a ser utilizada, a baseada no alvo, chamada de Structure Based Drug 

Design (SBDD), ou no ligante Ligand Based Drug Design (LBDD) (GUIDO; 

ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). Aproximadamente 70% de compostos líderes falham 

nas primeiras etapas de ensaios pré-clínicos, devido, principalmente, a toxicidade e 

problemas farmacocinéticos (FAKUNLE; LORING, 2012). O SBDD, por sua vez, é uma 

importante ferramenta baseada na estrutura química cristalografada de um alvo, enzima 

ou receptor para entender, principalmente, quais são e quais as características dos 

aminoácidos presentes nos bolsões de ligação. A partir dessas informações é possível 

fazer estudos computacionais como o docking, técnica que simula o encaixe de uma 

molécula no sítio de ligação do alvo, podendo inferir como seria essa interação, 

auxiliando, assim, no desenvolvimento de novos ligantes (KALYAANAMOORTHY, 

CHEN, 2011).      

Dentre os novos alvos estudados para a tuberculose, destacam-se duas 

tirosinas fosfatases de micobactéria: a mtPtpA e a mtPtpB. A primeira impede a ligação 

entre o fagossomo e o lisossomo, bem como na modulação da indução de apoptose 

por células de defesa. Já a segunda está relacionada com a sobrevivência dentro dos 

macrófagos. Nos últimos anos, foram relatadas as primeiras moléculas com potencial 

inibição dessas enzimas, entre elas estão os derivados de ácido salicílico, as chalconas 

e os derivados de isoxazois (CHATTERJEE et al, 2015).     

Tendo em vista ao exposto, fica clara a necessidade de alternativas de 

tratamento para a tuberculose. Com isso, o desenvolvimento de inibidores de mtPtpA e 

mtPtpB são ótimas alternativas para se chegar a novas moléculas bioativas que tenham 

potencial de se tornarem medicamentos.      

 2. Objetivos     

No laboratório do Professor Matthew Groves, da University of Groningen, 

pretende-se, primeiramente, expressar as enzimas mtPtpA e mtPtpB e, posteriormente, 

fazer a cocristalização dessas enzimas com as moléculas sintetizadas pelo Professor 

Alexander Domling, também da University of Groningen. Estes compostos 

apresentaram, em estudos prévios, resultados promissores em simulações de docking 

molecular. Pretende-se, ainda, analisar os cristais para o planejamento de análogos 

com estruturas químicas otimizadas.     

     

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359644611002194#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359644611002194#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359644611002194#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359644611002194#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359644611002194#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359644611002194#!
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3. Metodologia     

3.1 Expressão das enzimas mtPtpA e mtPtpB (WAUGH et al, 2005)     

A expressão de mtPtpA foi feita em células de Escherichia coli Rosetta 2 (DE3), 

próprias para a produção de proteínas, utilizando o vetor pETM carregando o gene   

RV2234 que consiste em um promotor T7-lac, 6-His tag e o sítio de clivagem do TEV    

(vírus do mosaico do tabaco). Foi adicionado ao meio de cultura IPTG (isopropil 

βD1tiogalactopiranosídeo) que serve de indutor da expressão de genes, os quais não 

são característicos da bactéria utilizada. As bactérias foram mantidas em meio de 

cultura suplementadas por 0,5% de glicose, por 16 a 18 horas. A extração da proteína 

foi feita, primeiramente, centrifugando as bactérias a 5000 rpm a 4 ºC por 30 minutos. 

O precipitado é ressuspendido usando o tampão de lise (50 mM de Tris-HCl, 300 mM 

de NaCl, pH 8.0) e na presença de lisozima e um inibidor de protease. Essa mistura foi 

suspendida utilizando sonicamento em ultrassom. O lizado de células foi, então, 

centrifugado a 18000 rpm por 45 minutos e em uma temperatura de 4 ºC. O 

sobrenadante foi separado para a purificação. Essa purificação foi feita usando uma 

coluna de purificação com um tampão A (50 mM de Tris-HCl, 300 mM de NaCl, pH 8,0) 

e um tampão B (50 mM de Tris-HCl, 300 de mM NaCl, 500 mM de imidazol) e a corrida 

foi feita usando um gradiente de imidazol. Após essa primeira etapa, os eluentes com 

pico único no cromatograma foram injetados em uma coluna cromatográfica de troca 

aniônica usando um tampão A (50 mM de Tris-HCl, pH 8,5) e um tampão B (50 mM de 

Tris-HCl, 1 M de NaCl, pH 8,0). Após a coluna de troca aniônica os produtos eluidos 

foram injetados em uma coluna por exclusão de tamanho usando uma coluna HiLoad 

16/60 Superdex 75 pré equilibrada com um tampão SEC (10 mM de Tris-HCl, 100 mM 

de NaCl, pH 8,0). A expressão e purificação do MtPtpB foi feita do mesmo modo, porém, 

utilizando o plasmídeo contendo o gene RV0163.     

 3.2 Cocristalização dos ligantes com as enzimas mtPtpA e mtPtpB e análise computacional  

(GRUDNER et al, 2007)     

As enzimas mtPtpA e mtPtpB foram, primeiramente, adicionadas às soluções de 5 

mM dos análogos selecionados. Após o tempo necessário para a ligação, as enzimas são 

separadas e diluídas a 16 mg/mL no caso da MtPtpB e 6,6 mg/mL para a MtPtpA.   

Em cada uma foram utilizados kits de cristalização como MIDAS, MORPHEUS, PACT, 

JCSG+ e HT-INDEX e a purificação foi feita utilizando 10 mM de Tris-base com pH 7,5 e 

NaCl.      

As análises dos cocristais foi feita através do programa Scorpion onde foram 

estudadas as ligações de cada um dos análogos com as enzimas para elucidar o 

mecanismo de inibição de cada um e planejar melhorias estruturais das moléculas para 

o planejamento de novos ligantes.     
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4. Resultados e discussão    

 A biblioteca FS contendo inibidores covalentes à base de acrilamida foi a primeira 

testada contra PtPA. Os resultados mostraram alguns acertos como FS185, FS137 e 

FSGOI, este último já mostrou atividade contra o PtPB. A Figura 2 mostra as curvas de 

cada composto e a Figura 3 mostra a porcentagem de ativação do PNPP dos melhores 

compostos. Alguns compostos como FS217 e FS155 parecem ativar a enzima, 

provavelmente isso está acontecendo porque eles alteram o pH, aumentando a 

atividade de PtPA e não por ativação direta.    

        

    
Figura 2: Curva de atividade para cada inibidor testado.     
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Figura 3: Porcentagem de ativação de PNPP pelos principais inibidores encontrados    

 Também foram rastreados os compostos à base de ácido borônico que foram 

planejados para serem inibidores competitivos, uma vez que há uma indicação 

de que essa fração possa imitar o fosfato e, portanto, se ligar à enzima. A triagem 

mostrou três ocorrências: TAT106, DMNT10 e MIS55. As Figura 4 e Figura 5 

mostram as curvas para cada composto e a porcentagem de ativação desses 

compostos.    

   
Figura 4: Curva de atividade para cada inibidor competitivo testado.    
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Figura 5: Porcentagem de ativação de PNPP para os melhores análogos encontrados.    

Após encontrar os hits em cada biblioteca, eles foram testados novamente em 

triplicado para confirmar sua atividade. Após o teste, o composto 4 foi escolhido 

para medir o IC50: TAT106, FS213, DMNT10 e FS137. As Figura 6 e Figura 7 

ilustram as curvas para cada composto testado em triplicado e a porcentagem de 

ativação de PNPP para as melhores moléculas.    
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Figura 7: Porcentagem de ativação dos melhores análogos testados em triplicata.      A 

medição de IC50 em PtPA e PtPB não mostrou bons resultados, como pode ser 

visto na Figura 8. A dose inicial de 1 mM parece inibir a proteína, mas em 0,5 

mM já é possível notar alguma atividade e, portanto, o valor calculado de IC50 é 

alto (0,415 mM). Estes dados e a baixa solubilidade na água de todos esses 

análogos podem indicar que a proteína está sendo morta por outros    
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Figura 8: Curva de IC50 do análogo TAT106.    

 Os outros compostos mostraram o mesmo padrão de curva, por isso era 

necessário verificar se as porções básicas que foram projetadas para se ligarem 

às proteínas podem de fato se ligar aos alvos. Assim, foi testada a afinidade de 

ligação da acrilamida, o componente básico dos inibidores covalentes (FS BB), 

ácido bórico e citrato (esses dois últimos funcionariam como inibidores 

competitivos). Todos os compostos são mostrados na Figura 9.    
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Figura 9: Estruturas base testadas contra PtPA e PtPB.    

 Os resultados em PtPB não mostraram atividade de nenhuma das moléculas 

como pode ser observado na Figura 10. No entanto, para o PtPA, tanto a acrilamida 

quanto o FS BB apresentaram uma boa atividade, principalmente o FS BB (curva 

cinza). A Figura 11  mostra as curvas de atividade para cada composto contra 

PtPA.    

    

    

Figura 10: Atividade dos compostos precursores contra PtPB     
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Figura 11: Atividade dos compostos precursores contra PtPA.    

    

Este resultado indica que a acrilamida pode se ligar à cisteína do 

local ativo de PtPA. Para confirmar o teste de ligação, foi feita uma 

medida de IC50. A Figura 12 mostra que a curva, diferente dos hits das 

bibliotecas, tem um perfil de inibição direta. Ademais, o valor IC50 (0,163 

mM) é um bom ponto de partida para um building block.    
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Figura 12: Curva de IC50 do FSBB.     

Após estabelecer que a acrilamida poderia se ligar à proteína, uma nova 

série de análogos foi planejada com base na estrutura da tirosina. Utilizando o 

anel aromático ligado diretamente à acrilamida, esperava-se aumentar a afinidade 

com as fosfatases. Os dois primeiros análogos FS440 e FS441 foram 

sintetizados seguindo essa estratégia. A Figura 13 ilustra a lógica por trás da 

nova série de análogos.    

   

Figura 13: Planejamento dos análogos FS440 e FS441 baseado na estrutura da tirosina.    
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 Os novos análogos foram então testados para verificar sua afinidade com o 

PtPA. Os resultados mostraram que ambos, como esperado, inibiram a enzima 

em uma concentração de 250 µM, como pode ser visto na Figura 14.    

    

   

Figura 14: Curva de atividade dos compostos FS440 e FS441 contra PtPA.    

    

Após confirmar que o FS440 e o FS441 podem se ligar ao PtPA, foram calculadso 

os seus respectivos IC50. Para o FS440, a curva (Figura 15) a curva saiu dentro do 

esperado e o valor diminuiu substancialmente (0,065 mM). Isso pode indicar que 

os novos análogos podem se ligar melhor à enzima do que o building block, o que 

indica um ganho de especificidade. Novos análogos serão desenvolvidos para 

diminuir ainda mais o valor do IC50.    
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Figura 15: Curva de IC50 para o análogo FS440.    

    

 Os ensaios de cristalização não ocorreram como esperado. Os primeiros ensaios 

usando os kits de cristalização formaram alguns cristais no C12 do kit JCSG. No 

entanto, após a refração de Raio-X, descobriu-se que eram cristais de zinco e não 

proteínas. Mesmo as triagens usando o método dos artigos não resultaram na 

formação de cristais. No entanto, os exames mostraram que as proteínas não 

sobreviveram em altas concentrações de PEG (acima de 12% de PEG 6000) e baixo 

pH (abaixo de 6,5). Os próximos passos estão tentando cristalizar a proteína e 

absorver os análogos projetados recentemente (FS440 e FS441) para ajudar a 

orientar o planejamento das próximas moléculas.    

    

    

        

5. Conclusão e perspectivas    

    

 As bibliotecas de compostos testadas inicialmente indicaram alguns hits que poderiam inibir 

as enzimas PtPA e PtPB, porém não foi possível indicar que qualquer delas tinham a 

capacidade de inibir diretamente as fosfatases. Com isso, foi necessário testar se a hipótese 

de que os compostos derivado de acrilamida podiam reagir covalentemente com a cisteína 

presente no bolsão catalítico das fosfatases. Assim, testou-se a acrilamida e o building block 

utilizado na síntese da biblioteca original, além de borato e citrato como possíveis inibidores 

competitivos. Os resultados mostraram que tanto a acrilamida quanto o  building block eram 
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capazes de inibir PtPA, porém não PtPB. A partir disso, foram desenhados dois outros 

compostos utilizando a acrilamida e a estrutura geral da tirosina (FS440 e FS441). Ambos 

compostos mostraram uma capacidade de inibição de PtPA, e o composto FS440 teve um 

IC50 abaixo de 0,1 mM, o que é um importante ponto de partida para o planejamento de 

compostos ainda mais específicos e com uma atividade melhor. Como perspectiva, além do 

planejamento de melhores análogos está a critalização do PtPA e posteriormente 

cocristalização dos compostos para auxiliar no desenvolvimento de novas moléculas.     
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