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Resumo 

A tuberculose (TB) é uma doença transmissível persistindo atualmente como um 

importante problema de saúde pública. É causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis. Os 

tratamentos eficazes foram desenvolvidos pela primeira vez na década de 1940. No entanto, o 

Mycobacterium tuberculosis, desenvolveu várias resistências aos tratamentos existentes. Esta 

bactéria possui um envelope celular muito complexo, constituído por ácidos micólicos, que 

interfere na sensibilidade da bactéria aos antibióticos hidrofóbicos. Assim, são urgentemente 

necessários novos medicamentos ativos contra M. tuberculosis resistente a fármacos que possam 

ser usados em regimes terapêuticos curtos e em se possível em doses mais baixas do que o habitual. 

Em trabalhos de investigação anteriores sobre a tuberculose, observou-se que alguns ácidos 

fracos tinham atividade significativa no Mycobacterium tuberculosis e que os álcoois de cadeia 

longa (LCA) usados em pró-fármacos como transportadores também tinham atividade relevante. 

Surgiu então a ideia de obter pró-fármacos mútuos contendo estas duas moléculas ativas unidas por 

uma ligação éster. Com a síntese destes pró-fármacos pretendia-se obter compostos que pudessem 

ter potencialmente uma ação sinérgica e melhor capacidade de entrada nas micobactérias devido à 

sua adequada lipofilia. A fim de obter compostos que pudessem sobreviver durante a fase de 

transporte, sintetizamos outros ésteres e as amidas lipofílicos derivados de ácidos fracos, estudamos 

a sua atividade contra M. tuberculosis, a sua estabilidade em tampão fosfato, no plasma e no 

homogenato micobacteriano.  

De entre os derivados sintetizados no grupo os derivados de ácidos fracos contendo o grupo 

nitro foram especialmente interessantes em termos de atividade e toxicidade, havendo indicações 

que poderão funcionar por um mecanismo diferente dos compostos de partida. Por essa razão esta 

tese focou-se sobre compostos contendo grupos nitro e também incluiu obtenção de tioésteres e 

amidas ampliando a biblioteca de compostos já sintetizados no grupo e o estudo da sua atividade, 

estabilidade e ativação. 

Os nitrocompostos são moléculas bioativas utilizadas como agentes antimicobacterianos. 

Nos últimos anos, essas moléculas têm sido amplamente estudadas em diversas áreas, como 

química medicinal, química orgânica, bioquímica, toxicologia e eletroquímica. O modo de ação da 

maioria dos nitrocompostos envolve a biotransformação do grupo nitro, libertando intermediários 

no processo redox. Alguns desses intermediários reagem com enzimas, membranas e DNA, 

fornecendo a base para a sua atividade biológica e efeitos adversos. Nesta dissertação são 

explorados alguns aspetos relativos à atividade biológica, mecanismo de ação e toxicidade dos 

nitrocompostos, objetivando a pesquisa de novos derivados bioativos com baixa toxicidade. 

Para o efeito, sintetizámos os ésteres, tioésteres e as amidas derivados de ácido benzóico, 

ácido 4-nitrobenzóico, ácido 3,5-dinitrobenzóico e ácido 3-nitro-5-trifluorometilbenzóico, 

contendo comprimentos de cadeia linear de 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 átomos de carbono e 

caracterizámos os compostos quanto a sua estabilidade em tampão de fosfato, plasma humano e 

homogenato de micobactéria, e atividade sobre Mycobacterium tuberculosis . Os resultados 

obtidos permitem concluir que as nitroamidas lipofílicas são os compostos mais ativo, e que destas 

as amidas dinitrosubstituidas são as que possuem maior atividade.  

Palavras-chave: Tuberculose, Pró-fármacos, Nitroamidas, Ácidos fracos, Estabilidade, 

Atividade 
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Abstract 

Tuberculosis (TB) is a spreading disease that is a major cause of public health problems. It 

is caused by the bacillus Mycobacterium tuberculosis. Effective drug treatments were first 

developed in the 1940s. However, Mycobacterium tuberculosis has developed resistance to existing 

treatments. Thus, new drugs that are active against drug-resistant M. tuberculosis and useful for 

short-term therapeutic regimens at the lowest necessary doses are urgently needed. 

Following research on tuberculosis, it was found that some weak acids had significant 

activity in Mycobacterium tuberculosis and that the long-chain alcohols (ACL) used in prodrugs as 

carriers also had relevant activity. The idea of obtaining mutual prodrugs arises from the point that 

prodrags containing the two promises linked by an ester bond these compounds can potentially 

have a synergistic action and an improvement in the penetration of mycobacteria due to their 

adequate lipophilia. However, the most promising compounds were quickly degraded in the 

presence of serum. In order to obtain compounds that could survive during the transport phase in 

blood, we synthesized the lipophilic esters and amides derived from weak acids, we studied their 

activity against M. tuberculosis, their stability in the phosphate buffer, in plasma and in the 

mycobacterial homogenate. 

Due to the fact that derivatives of weak acids containing the nitro group were especially 

interesting in terms of activity and toxicity, this work will focus on obtaining esters and amides 

derived from weak acids containing nitro groups, expanding the range of derivatives already 

obtained, and study its activity, stability and activation and going further on the exploration of the 

mechanism of action of the compounds. 

To assess our approach, we synthesized the esters, thioesters and the amides derived from 

benzoic acid, 4-nitrobenzoic acid and 3,5-dinitrobenzoic acid, containing linear chain lengths of 4, 

6, 8, 10, 12, 14 and 16 carbon atoms and evaluate their stability in phosphate buffer, human plasma 

and mycobacteria homogenate. The results show that lipophilic amides are more active than the 

corresponding esters, and amongests dinitrosubstituted amides have greater activity. 

Keywords: Tuberculosis, Prodrugs, Nitro compounds, Weak acids, Stability, Activity 
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1. Introdução 

A tuberculose (TB) é uma doença antiga - estudos de esqueletos humanos mostram que ela 

afeta humanos há milhares de anos – mas a sua causa permaneceu desconhecida até 24 de março 

de 1882, quando o Dr. Robert Koch anunciou a descoberta do bacilo posteriormente denominado 

M.tuberculosis. 

A TB é uma doença transmissível que é uma das principais causas de problemas de saúde, 

sendo referenciada como uma das principais causas de morte em todo o mundo (encontra-se entre 

as 10 primeiras) e a principal causa de morte por um único agente infecioso (classificação acima 

de HIV/AIDS). É causada pelo bacilo M. tuberculosis, que se transmite quando as pessoas com 

tuberculose expelem bactérias para o ar; por exemplo, tossindo. Normalmente afeta os pulmões 

(TB pulmonar), mas também pode afetar outros locais (TB extrapulmonar). Cerca de um quarto 

da população mundial está infetada com M. tuberculosis, portanto, em risco de desenvolver 

tuberculose.1 

Uma proporção relativamente pequena (5–10%) de pessoas das que se estima estarem infetadas 

(1,7 biliões) com M. tuberculosis desenvolverão a doença durante a sua vida. No entanto, a 

probabilidade de desenvolver tuberculose é muito maior entre as pessoas infetadas com HIV; 

também é maior entre pessoas afetadas por outros fatores de risco como subnutrição, diabetes, 

tabagismo e consumo de álcool.1 

Sem tratamento, a taxa de mortalidade por TB é alta. Estudos sobre a história natural da 

tuberculose na ausência de tratamento com medicamentos anti-TB (realizados antes que os 

tratamentos com medicamentos se tornassem disponíveis) mostraram que cerca de 70% dos 

indivíduos com tuberculose pulmonar com baciloscopia positiva morreram 10 anos após o 

diagnóstico. 1 

Os tratamentos eficazes com medicamentos foram desenvolvidos pela primeira vez na década 

de 1940. O M. tuberculosis, desenvolveu várias resistências aos tratamentos existentes. Essa 

bactéria possui um envelope celular muito complexo, constituído por ácidos micólicos, que 

interfere na sensibilidade da bactéria aos antibióticos hidrofóbicos. O tratamento atualmente 

recomendado para casos de TB suscetíveis a medicamentos é um regime de seis meses com quatro 

medicamentos de primeira linha: isoniazida (3), rifampicina (4), etambutol (7) e pirazinamida (8). 

No entanto, surgiram estirpes resistentes a alguns destes fármacos, dando origem a dois outros 

tipos da doença: a tuberculose multirresistente e a tuberculose extensivamente multirresistente. 

Nestes casos, o tratamento envolve outro tipo de fármaco de 2ª e 3ª linha. Estes medicamentos são 

mais caros com vários efeitos colaterais.1,8 

O surgimento da tuberculose resistente e multirresistente justifica a  necessidade urgente  de 

descobrir fármacos que possam ser usados em  regimes terapêuticos mais curtos e em  doses mais 
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baixas do que os atualmente existentes. 

Em trabalhos de investigação anteriores sobre a tuberculose2,3,4,5, observou-se que alguns 

ácidos fracos tinham atividade significativa no M. tuberculosis e que os álcoois de cadeia longa 

(LCA) usados em pró-fármacos como transportadores também tinham atividade relevante. Surgiu 

então a ideia de obter pró-fármacos mútuos contendo as duas partes ativas unidas por uma ligação 

éster. Esses compostos podem ter potencialmente uma ação sinérgica e uma melhor 

permeabilidade entrando mais facilmente nas micobactérias devido à sua adequada lipofilia. 

Os pró-fármacos são compostos que não são biologicamente ativos, ou seja, precisam de ser 

ativados por meio de reações químicas ou enzimáticas. Esse tipo de composto é sintetizado quando 

a substância ativa apresenta propriedades indesejáveis, como baixa absorção, rápida degradação 

por enzimas, pouca permeabilidade nas células de micobactérias, entre outras. 

Os pró-fármaco precisam de ser estáveis durante a fase de absorção e transporte, mas 

suficientemente lábeis com as esterases micobacterianas para serem ativados. Nesse sentido, é 

necessário sintetizar pró-fármaco estáveis à hidrólise por enzimas, plasma e fígado do hospedeiro, 

que penetram na membrana celular da bactéria, portanto lipofílicos e que são ativos contra a 

bactéria M. tuberculosis. 

Como as micobactérias são ricas em atividade esterásica, é possível usar a esterase 

micobacteriana para libertar fármacos no local de ação. Estudos anteriores demonstraram que os 

ésteres são facilmente ativados por esterases micobacterianas, mas são estáveis na presença de 

plasma humano5. Diferentes compostos com atividade relevante na tuberculose foram também 

sintetizados: derivados do ácido benzóico6, ácido pirazinóico2,5 ou o grupo das quinolonas7,8. 

Visto que dados preliminares obtidos no nosso laboratório mostraram que ésteres de ácido 

benzóico se tornam mais resistentes à hidrólise no plasma à medida que o comprimento da cadeia 

do grupo alcoxi aumenta, decidimos testar se a mesma abordagem poderia ser usada para aumentar 

a estabilidade de pró-fármacos derivados de outros ácidos fracos. Paralelamente, e para além dos 

ésteres decidimos incluir no estudo as amidas. Além destas os tioésteres também foram incluídos 

para avaliar a sua atividade e estabilidade. 

Devido ao fato de que derivados de ácidos fracos contendo o grupo nitro foram especialmente 

interessantes em termos de atividade e toxicidade9, esta tese irá concentrar-se na obtenção de 

derivados do LCA (aminas, tiois) e ácidos fracos contendo grupos nitro, ampliando a gama de 

compostos já obtidos, no estudo da sua atividade, estabilidade e ativação e na exploração do 

mecanismo de ação dos compostos. 

Neste trabalho, derivados de ácido benzóico, ácido 4-nitrobenzóico, ácido 3,5-dinitrobenzóico 

e ácido 3-nitro-5-trifluorometilbenzóico foram sintetizados, contendo comprimentos de cadeia 

linear de 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 átomos de carbono. Os derivados sintetizados são ésteres, tioésteres 
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e amidas porque são mais lipofílicos, portanto, penetram nas micobactérias mais facilmente do 

que o ácido correspondente. Para que os compostos sejam ativos, é necessário que atinjam o local 

de ação sem sofrer alterações em sua estrutura. Assim, é necessário que esses compostos sejam 

resistentes à hidrólise por enzimas humanas.  

O grupo nitro é considerado um grupo funcional versátil e único em química medicinal. Apesar 

de uma longa história de uso em terapêutica, o grupo nitro tem problemas de toxicidade e é 

frequentemente classificado como um alerta estrutural ou toxicóforo. Em geral, os fármacos 

contendo grupos nitro têm sido amplamente associados à mutagenicidade e genotoxicidade.10 

Nesse contexto, as relações estrutura-mutagenicidade ou estrutura-genotoxicidade têm sido 

estudadas. 

Todos os derivados foram sintetizados partindo dos ácidos benzóicos substituídos 

correspondentes, os quais, após conversão nos respetivos cloretos de ácido ou após a protonação 

do ácido carboxílico reagiram com diferentes álcoois (tiois, aminas). 

Os estudos de atividade foram realizados na estirpe H37Rv do M. tuberculosis. Nestes estudos, 

foram analisadas as concentrações mínimas necessárias para inibir 90% e pelo menos 50% do 

crescimento bacteriano. Observou-se aqui que as amidas lipofílicas são mais ativas do que os 

ésteres ou tioésteres derivados, entre as quais as amidas dinitrosubstituidas e 3-nitro-5-

trifluorometilsubstituidas possuem maior atividade.  

Os estudos de estabilidade foram realizados em homogenato de micobactéria, em plasma 

humano e em tampão fosfato pH 7,4. Os estudos em plasma humano permitiram observar se os 

compostos são suscetíveis à hidrólise enzimática por partes das enzimas presentes neste 

compartimento corporal. Os testes em tampão fosfato pH 7,4 foram realizados para avaliar a 

estabilidade química dos compostos. Os estudos  em homogenato de micobactéria foram 

realizados para avaliar a reação de hidrólise enzimática em micobactéria. 

Verificou-se que novos pró-fármacos com base em ésteres lipofílicos ativos contra M. 

tuberculosis suscetível têm estabilidade adequada na presença de plasma. As amidas são mais 

estáveis no plasma e têm maior atividade contra M. tuberculosis. A razão provavelmente está na 

velocidade de ativação de ambos os tipos de pró-fármacos; enquanto os ésteres são facilmente 

ativados por esterases micobacterianas, as amidas são resistentes à ativação e não se convertem em 

ácidos correspondentes a uma velocidade adequada. Avaliando a estabilidade e atividade de ambos 

os tipos de compostos surgiu ideia que os compostos não necessitam ativação enzimática para atuar. 

 Os tioésteres possuem atividade e estabilidade semelhante com ésteres. 

Também foi feita uma comparação entre as constantes cinéticas de hidrólise enzimática e 

hidrólise química para avaliar se a hidrólise química tem impacto nos estudos de estabilidade em 

plasma humano. Verificou-se que para todos os compostos esse tipo de hidrólise não tem impacto. 
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Com base neste estudo, pretende-se desenvolver novos fármacos com atividade contra a tuberculose, 

a fim de combater estirpes resistentes aos tratamentos atuais. 

Futuramente, serão necessários mais estudos com esse tipo de derivados, como testes de 

toxicidade, estudos de modelagem, estudos com homogenato de fígado, entre outros. Além disso, é 

necessário compreender o mecanismo que leva à inibição do crescimento bacteriano pelos derivados 

do ácido benzóico substituído. 

1.1 Tuberculose 

1.1.1 Epidemiologia 

Em todo o mundo, cerca de 10 milhões de pessoas adoecem com tuberculose (TB) a cada ano. A 

maioria das pessoas que desenvolvem TB (cerca de 90%) são adultos. A proporção de homens para 

mulheres é de 2:1, e as taxas de casos a nível nacional variam de menos de 50 (Emirados Árabes 

Unidos) a mais de 5000 (África do Sul) por 1 milhão de habitantes por ano. Quase 90% dos casos a 

cada ano ocorrem em 30 países com alta taxa de TB. Estima-se que 1,7 biliões de pessoas em todo o 

mundo estejam infetadas com M. tuberculosis e, portanto, em risco de desenvolver a doença.1,11  

Com um diagnóstico e tratamento adequados com antibióticos de primeira linha durante 6 meses, 

a maioria das pessoas que desenvolvem TB podem ser curadas e a transmissão da infeção reduzida. 

O número de casos de TB que ocorrem a cada ano (portanto, o número de mortes relacionadas com 

TB) também pode ser diminuído pela redução da prevalência de fatores de risco (por exemplo, 

tabagismo, diabetes e infeção por HIV), fornecendo tratamento preventivo para pessoas com infeção 

latente e ação multissetorial sobre os determinantes mais amplos da infeção (como, por exemplo, 

pobreza, qualidade de vida e subnutrição).1 

A tuberculose continua a ser um grave problema de saúde pública, especialmente em países em 

desenvolvimento, voltando a ocupar um papel de destaque entre as principais doenças infeciosas. 

Muitos foram os fatores que contribuíram para isso, podendo-se destacar a desigualdade social, os 

aglomerados populacionais, os movimentos migratórios, o envelhecimento da população, o 

aparecimento, cada vez mais comum de estirpes de bacilos resistentes aos fármacos conhecidos, e o 

surgimento, na década de 80, da “Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (SIDA)” ou “Acquired 

Immuno Deficiency Syndrome (AIDS)”.11 

1.1.2 Etiologia e Patogénese 

A tuberculose surge quando um individuo saudável inala provenientes de pessoas com 

tuberculose ativa. As gotículas inaladas devido ao seu pequeno tamanho penetram nos alvéolos 

terminais dos pulmões, onde são fagocitadas por macrófagos pulmonares e células dendríticas. Se os 

macrófagos  forem incapazes de destruir as micobactérias, elas continuam a multiplicar-se até à 
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rutura dos mesmos.  Os bacilos libertados são posteriormente ingeridos por macrófagos sanguíneos 

inativados e atraídos para o pulmão por fatores quimiotáticos.12 Nos pulmões, o M. tuberculosis 

também pode infetar células endoteliais, células M e células epiteliais tipo 1 e 2, o que significa que 

M. tuberculosis pode infetar células não fagocíticas também.12,13 

A forma extrapulmonar, que atinge outros órgãos que não o pulmão, ocorre mais frequentemente 

em pessoas infetadas com o HIV, especialmente entre aquelas com comprometimento 

imunológico.14 

Na fase inicial da infeção, a bactéria internalizada atravessa a barreira epitelial-endotelial e a 

captação de M. tuberculosis pelas células epiteliais alveolares desencadeia a liberação de 

quimiocinas1, criando um gradiente responsável pela migração dos fagócitos mononucleares 

infetados. A liberação de quimiocinas (principalmente MCP-1) pelas células epiteliais alveolares cria 

um gradiente entre o lado alveolar e o lado endotelial, resultando na estimulação da migração de 

monócitos.  A migração de monócitos através da barreira epitélio-endotelial alveolar depende não 

apenas da produção de quimiocinas, mas também da presença de moléculas de superfície tanto nas 

células epiteliais alveolares quanto nas células endoteliais. Figura 1 mostra um esquema da 

translocação de M. tuberculosis através da parede alveolar.15 

 

Figura 1 Representação esquemática dos estágios de translocação do M. tuberculosis 

através da parede alveolar.15 

                                                 
1 Quimiocinas ou citocinas quimiotáticas, são uma família de pequenas citocinas ou proteínas sinalizadoras 

secretadas por células que induzem o movimento direcional de leucócitos, bem como outros tipos de células, 

incluindo células endoteliais e epiteliais. 
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1.1.3 Micobactérias 

As micobactérias são bacilos Gram-positivos finos (0,2 - 0,4 × 2 - 10 µm), imóveis, aeróbios e 

que não formam esporos. A parede celular contém peptidoglicano semelhante ao de outros 

organismos Gram-positivos. Ligado ao peptidoglicano está uma miríade de polissacarídeos de cadeia 

ramificada, proteínas e lípidos. Os ácidos gordos de cadeia longa chamados ácidos micólicos são de 

particular importância. Estes ácidos que dão nome às micobactérias, constituem mais de 60% da 

massa total da parede celular e são definidos para cada espécie.13 

O género Mycobacterium compreende mais de cento e cinquenta espécies reconhecidas, a maioria 

das quais reside no meio ambiente e muitas podem ser patogénicas para mamíferos.16 

Essas bactérias são divididas em 2 grupos: Micobactérias não tuberculosas (NTM) e complexo 

Mycobacterium tuberculosis (MTC). A categoria das micobactérias não tuberculosas (NTM) inclui 

todas as micobactérias que podem causar outras doenças, mas não a tuberculose.17,18 Espécies como 

M. avium, M. smegmatis e M. ulcerans pertencem a este grupo.19 Por outro lado, as micobactérias 

pertencentes ao MTC são as que transmitem a doença da tuberculose. Este grupo inclui: M. 

tuberculosis, M. bovis e M. caprae.8,20 Além desta distinção, também se utiliza outra classificação 

baseada na velocidade de crescimento das bactérias. Assim estas podem ser classificadas em 

bactérias de crescimento rápido (como, por exemplo, M. smegmatis) e bactérias de crescimento lento 

(como, por exemplo, M. bovis e M. tuberculosis). As espécies de micobactérias com maior 

significado clínico estão descritas na Tabela 1.13,21  

Tabela 1 Classificação das espécies micobacterianas atendendo à sua patogenicidade 

para o Homem. 25 

 

*- Micobactérias de crescimento rápido; (1 )-Micobactérias pertencentes ao complexo M. tuberculosis; (2 )- 

Micobactérias pertencentes ao complexo M. avium. 
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As micobactérias incluem uma ampla gama de espécies patogénicas para humanos 

e animais. Algumas, como M. tuberculosis, ocorrem exclusivamente em humanos em 

condições naturais. Outras, como M. intracellulare, podem infetar vários hospedeiros, 

incluindo humanos, mas também existem no estado de vida livre. A maioria das 

espécies não patogénicas são muito abundantes no meio ambiente. As doenças causadas 

por micobactérias desenvolvem-se geralmente lentamente, seguem um curso crónico e 

provocam uma resposta granulomatosa. A infectividade de espécies patogénicas é 

bastante alta, mas a virulência para humanos saudáveis é baixa. As bactérias mais 

patogénicas desse género são o M. tuberculosis, causador da tuberculose, o M. leprae, 

causador da hanseníase, e o M. ulcerans, causador da úlcera, infeção superficial grave.13 

O M. smegmatis pode ser encontrado principalmente no solo, água e plantas.166 Em 

termos metabólicos, o M. smegmatis é um organismo aeróbio, que realiza a fosforilação 

oxidativa, de modo a obter a energia necessária para o seu crescimento. Este 

microorganismo é ainda quimiolitotrófico, utilizando compostos inorgânicos como o 

monóxido de carbono do solo, como fonte de carbono e energia.21,217 

Esta micobactéria é frequentemente usada como modelo para o estudo da 

tuberculose, visto ser uma bactéria de crescimento rápido, não entrar em células 

epiteliais e não ser patogénica. 217  

O M. bovis é uma bactéria aeróbia, de crescimento lento e que causa a tuberculose 

em bovinos.218 Esta micobactéria é semelhante ao M. tuberculosis, no que diz respeito 

ao metabolismo e estrutura celular.21 Estirpes atenuadas de M. bovis têm sido utilizadas 

em vacinas antituberculose BCG desde a década de 1920.284 

1.1.3.1 Mycobacterium tuberculosis 

O M. tuberculosis é uma bactéria aeróbia e necessita de elevados níveis de oxigénio 

para sobreviver. A reativação geralmente ocorre em áreas do corpo com níveis de 

oxigénio relativamente altos e baixa drenagem linfática, mais frequentemente no ápice 

pulmonar.13   

O bacilo M. tuberculosis pertence ao género Mycobacterium, família 

Mycobacteriaceae, sub-ordem Corynebacteriaceae, ordem Actinomycetales.23,24 O M. 

tuberculosis é um bacilo (estrutura bacilar ou cocobacilar) reto ou ligeiramente curvo 

(Figura 2).24,25  
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Figura 2 M. tuberculosis observado por uma microscópia eletrónica.26  

As colónias dessas micobactérias ou apresentam uma coloração castanho-brilhante 

ou não são pigmentadas e dificilmente podem ser coradas pelo método de Gram. (Figura 

3) No entanto, são consideradas como bactérias Gram-positivas pela estrutura básica da 

parede celular, que é típica destas bactérias: uma membrana plasmática interna 

recoberta por uma camada espessa de peptidoglicano e ausência de membrana 

externa.24,26,27  

 

Figura 3 Colónias de M. tuberculosis em meio Lowenstein-Jensen.26  

Além destas características, as bactérias do complexo formam agrupamentos de 

ramos alongados e tortuosos mais conhecidos como “cordas”.24 Os ácidos micólicos do 

envelope são lípidos alfa-ramificados únicos encontrando-se também na parede celular 

de Corynebacterium. Pensa-se que os ácidos micólicos sejam determinantes na 

virulência do M. tuberculosis. Provavelmente, eles previnem o ataque à micobactéria por 
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proteínas catiónicas2, lisozimas3 e radicais de oxigénio no granulo fagocítico.26,28 O 

tempo de geração de M. tuberculosis em animais infetados é normalmente de 24h. O 

estado de latência em que o bacilo permanece inativo dentro do tecido infetado resulta 

da resposta imune mediada por células que não são capazes de erradicar a infeção. Para 

prevenir o crescimento do M. tuberculosis durante infeções persistentes, a estratégia 

utilizada pelo hospedeiro consiste na formação de granulomas (agregados de células 

imunes em redor dos tecidos infetados).285 As micobactérias podem permanecer nesse 

estado de latência durante décadas e, posteriormente, uma falha do sistema imunológico 

pode permitir o seu renascimento e a ativação da doença.8, 29 

1.1.3.1.1 Estrutura da parede celular e permeabilidade aos fármacos 

 

Figura 4 Representação esquemática do envelope celular do M. tuberculosis.  

Como já mencionado, as micobactérias possuem uma parede celular com 

características bastante particulares, que influencia diretamente a permeabilidade a 

                                                 
2 proteínas catiónicas - também conhecida como ribonuclease 3, é uma proteína básica localizada na 

matriz primária dos eosinófilos e possui atividades neurotóxicas, helminto-tóxicas e ribonucleolíticas. 
3 Lisozima é uma proteína que destrói o esqueleto glicosídico do peptidioglicano, ou seja, destrói a 

camada protetora de muitas bactérias. 
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alguns fármacos. A parede celular é altamente hidrofóbica o que diminui a 

permeabilidade a muitos compostos (Figura 4).22,31,37-39 É composta por dois 

segmentos, superior e inferior. A camada seguinte é constituída por peptidoglicano 

(PG) ligado covalentemente ao arabinogalactano (AG), que por sua vez está ligado aos 

ácidos micólicos.32,34 Este conjunto é denominado núcleo da parede celular do 

complexo micolil arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP). O segmento superior é 

fino e hidrofóbico, rico em ácidos micólicos e em ácidos gordos ramificados.32 Os 

ácidos micólicos representam um terço (massa seca) desse envelope que para além 

destes também é constituído por  ácidos gordos β-hidroxi α-ramificados 

excecionalmente longos (até 90 átomos de carbono).33 O folheto externo dessa 

membrana consiste em lípidos menores e extraíveis.35 A membrana externa apresenta 

baixa fluidez com temperaturas de transição de fase de até 70 ° C e é uma barreira de 

permeação extremamente eficiente protegendo a célula de compostos tóxicos.36  

Os ácidos micólicos são de grande importância na estrutura e manutenção da parede 

celular, visto que constituem a zona interna da bicamada lipídica e possuem baixa 

fluidez, que contribui para a baixa permeabilidade da parede celular microbiana e para 

a sua resistência natural a fármacos.21,40  

Estes micróbios produzem uma diversidade fascinante de lípidos. O elevado 

conteúdo lipídico da parede celular micobacteriana constitui uma barreira na difusão 

dos antimicrobianos. Por exemplo, a natureza hidrofóbica da parede celular e a sua 

constituição em ácidos micólicos e glicolípidos de cadeia longa, permite que fármacos 

hidrofóbicos se difundam com alguma facilidade.40 No entanto, o mesmo não acontece 

com os antimicrobianos hidrofílicos. Para a absorção de pequenos nutrientes 

hidrofílicos, as micobactérias possuem canais especiais que cruzam a membrana 

externa, geralmente chamados porinas. As porinas podem ser definidas como canais 

proteicos que predominam na parede das micobactérias e que são responsáveis pelo 

influxo de solutos hidrofílicos, e antibióticos a uma baixa velocidade de absorção.30,40 

Além, de permitirem a passagem de substâncias, a existência de porinas também 

influencia o crescimento micobacteriano e a resistência a fármacos. A concentração de 

porina em Mt é baixa , o que provavelmente reduzirá a vulnerabilidade e a taxa de 

crescimento.22  Deste modo, por vezes, o crescimento micobacteriano é perturbado 

devido à passagem lenta de solutos hidrofóbicos por difusão passiva.30 
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Tendo em consideração a arquitetura de parede celular, prevê-se que todas as 

micobactérias precisam de porinas para superar a barreira de permeabilidade de 

membrana externa (ME) a solutos hidrofílicos. Estas porinas são consideradas cruciais 

para a eficácia do fármaco porque os três fármacos importantes – isoniazida (3), 

etambutol (7) e pirazinamida (8) - são pequenas moléculas polares, que podem 

facilmente entrar dentro da micobactéria através do canal de porina.22,41  

O M. tuberculosis  e o M. smegmatis apresentam divergência na sequência das 

porinas o pode realmente refletir diferenças estruturais e funcionais destas estruturas. 

As porinas são as primeiras portas da célula bacteriana e, como tal, devem permitir o 

influxo de nutrientes necessários  ao crescimento e, ao mesmo tempo, proteger as 

células de concentrações potencialmente prejudiciais de compostos tóxicos.42  

1.1.4 Tratamento 

Os princípios básicos para o tratamento da tuberculose incluem a associação 

medicamentosa adequada, com doses corretas e uso por tempo suficiente, além da 

supervisão da toma dos medicamentos. Se o esquema terapêutico for seguido de forma 

adequada a cura é garantida em praticamente 100% dos casos assim como a redução do 

período de transmissibilidade da doença.23  

As micobactérias responsáveis pela tuberculose são patógenos intracelulares. No 

interior dos macrófagos os bacilos multiplicam-se de forma lenta, já que as condições 

são desfavoráveis, devido ao pH ácido do meio, à ação enzimática da célula e à 

deficiente oferta de oxigénio. 23 Como crescem mais devagar do que outras bactérias, 

os antibióticos mais ativos contra as células de crescimento rápido mostram-se 

relativamente ineficazes. As células de micobactérias também podem ficar latentes e, 

assim, totalmente resistentes a muitos fármacos ou morrer de modo muito lento. A 

parede celular das micobactérias rica em lípidos é impermeável a muitos agentes. As 

espécies de micobactérias são patógenos intracelulares, e os organismos que residem 

dentro dos macrófagos são inacessíveis aos fármacos que penetram mal nessas 

células.43 Dessa forma, no interior dos macrófagos, os fármacos mais ativos são os que 

se difundem em meio intracelular e atuam em pH ácido, que são: rifampicina (4), 

pirazinamida (8) e etambutol (7).23 

As micobactérias apresentam grande capacidade em desenvolver resistência. A 

prevalência de mutantes resistentes a isoniazida (3) é de cerca de 1 em 106 bacilos. 
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Como as cavidades de TB podem conter até 107 a 109 microorganismos, pode-se esperar 

resistência preexistente nas cavidades pulmonares de TB de pacientes não tratados. 

Esses mutantes espontâneos podem ser selecionados e amplificados pela monoterapia 

com isoniazida (3).  Assim, para obviar o aparecimento de mutantes espontâneos são 

geralmente usados dois ou mais agentes. Como as mutações que resultam em resistência 

aos medicamentos são acontecimentos independentes, a probabilidade de resistência a 

dois agentes antimicobacterianos é pequena, cerca de 1 em 1012 (1 × 106 × 106), 

probabilidade baixa considerando o número de bacilos envolvidos.43,44  

A quimioterapia da tuberculose iniciou-se em 1944 com introdução da 

estreptomicina (SM) (1), um antibiótico aminoglicosído efetivo no tratamento da 

tuberculose, que foi isolado de cultura de Streptomyces griseus.45,46  Vários agentes 

foram descobertos desde então, incluindo o ácido para-aminossalicílico ( PAS) (12), 

isoniazida (INH) (3), pirazinamida (PZA) (8), cicloserina (11), etionamida (9), 

rifampicina (RMP) (4) e etambutol (EMB) (7).47  

 

Figura 5 Estrutura dos fármacos de primeira linha utilizados no tratamento da 

tuberculose. 
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Figura 6 Estrutura dos fármacos de segunda linha utilizados no tratamento da 

tuberculose.  

Por volta de 1955 adotou-se a combinação da estreptomicina (1) com isoniazida (3) 

e o ácido p-aminosalicílico (12), de modo a evitar possíveis resistências resultantes de 

monoterapias. Com o aparecimento de multi-resistências surgiu outro regime de 

tratamento  envolvendo um primeiro tratamento durante dois meses com 4 fármacos: 48  

- etambutol (7), isoniazida (3), rifampicina (4)  e pirazinamida (8). 

seguindo-se posteriormente um tratamento durante quatro meses com isoniazida (3) 

e rifampicina (4).48  

Os pacientes que seguem esse esquema tornam-se não infeciosos após as primeiras 

semanas, mas os meses restantes são cruciais para erradicar uma fração de crescimento 
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lento dos bacilos e também para dar tempo para a ação do sistema imunológico do 

hospedeiro alcançar a cura clínica.48 

A seleção dos fármacos a usar, o tempo de tratamento e eventuais procedimentos 

dependem da idade, das comorbilidades, da possível resistência aos fármacos, da forma de 

tuberculose (latente ou ativa) e da localização da infeção no organismo. 

As estirpes de tuberculose (TB) resistentes aos medicamentos (TB-DR) são mais difíceis 

de tratar do que as estirpes sensíveis aos medicamentos. 

Regime para tuberculose suscetível à rifampicina e resistente à isoniazida. Em 

pacientes com tuberculose confirmada suscetível à rifampicina, resistente à isoniazida, 

o tratamento com rifampicina, etambutol, pirazinamida e levofloxacina é recomendado 

por um período de 6 meses.  

Regime mais curto contendo para TB-MR ou TB-RR. Em pacientes com 

tuberculose multirresistente ou rifampicina (TBMR/RR) em regimes mais curtos como 

regimes padronizados com duração prevista de 9 a 12 meses, incluindo 4 a 6 meses de 

canamicina, moxifloxacina, protionamida, clofazimina, pirazinamida, etambutol e 

isoniazida em alta dose, seguidos por 5 a 8 meses de moxifloxacina, clofazimina, 

pirazinamida, etambutol e, opcionalmente, protionamida.   

Regimes mais longos para TB-MR ou TB-RR. Em pacientes com tuberculose 

multirresistente ou rifampicina (TBMR/RR) em regimes mais  longos como regimes 

individualizados que incluíam uma fluoroquinolona de última geração e um injetável 

de segunda linha entre pelo menos cinco medicamentos anti-TB. A duração total do 

tratamento é de 18 a 20 meses. Pode ser modificado dependendo da resposta do paciente 

à terapia. 

Os medicamentos atuais para TB podem ser divididos em duas categorias: 

medicamentos bacteriostáticos e bactericidas. Os fármacos bacteriostáticos incluem 

EMB (7) e PAS (12), enquanto os fármacos bactericidas incluem INH (3), RIF (4), SM 

(1) e FQ (fluoroquinolonas) (Figura 7). No entanto, a distinção entre fármacos 

bacteriostáticos e bactericidas é apenas relativa, porque alguns fármacos 

bacteriostáticos podem ser bactericidas em algumas condições (como concentrações 

mais altas do fármaco, inóculo menor). Por exemplo, PZA (8) pode mostrar atividade 

bactericida contra um pequeno número de bacilos que não crescem em pH ácido, mas 

mostra principalmente atividade bacteriostática para bacilos em crescimento com 
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metabolismo ativo. 48,49 Os fármacos atuais para TB também podem ser classificados 

como fármacos de primeira ou de segunda linha. Os fármacos de primeira linha incluem 

INH (3), RIF (4), PZA (8) e EMB (7); os medicamentos de segunda linha incluem SM 

(1), canamicina (14), amicacina (13), capreomicina (17), cicloserina (CS) (11), PAS 

(12), ETH (9) / PTH (10), tiacetazona (15) e FQ (Figura 7). De acordo com a sua 

especificidade, os medicamentos para TB também podem ser agrupados como 

medicamentos específicos para TB ou micobactérias, como INH (3), PZA (8), EMB 

(7), PAS (12), ETH (9) e tiacetazona (15), e os antibióticos de amplo espectro, como 

RIF (4), SM (1), canamicina (14), amicacina (13), capreomicina (17), CS (11) e FQ 

(Figura 7). Pelo seu mecanismo de ação esses medicamentos podem ser agrupados 

como inibidores da síntese da parede celular, inibidores da síntese de ácido nucleico, 

inibidores da síntese de proteínas e inibidores da síntese do ATP (Figura 8).50 

 

Figura 7 Estrutura dos fármacos de segunda linha utilizados no tratamento da 

tuberculose (fluoroquinolonas).  
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Figura 8 Fármacos antituberculose agrupados de acordo com os mecanismos de ação 

possíveis. 44 

1.2 Pró-Fármacos  

Para otimizar as propriedades físico-químicas de um fármaco, podem-se derivatizar certos 

grupos funcionais polares através de processos biorreversíveis com pequenas moléculas 

orgânicas, mascarando tais características sem alterar permanentemente as propriedades da 

molécula. Esta estratégia tem sido aplicada com sucesso a grupos funcionais tais como 

álcoois e ácidos fracos, que, convertidos em ésteres, podem ser regenerados in vivo por via 

química ou enzimática nos álcoois e ácidos fracos iniciais. Este processo é também 

denominado latenciação de fármacos.75 O termo “latente” significa presente ou existente, mas 

não manifestado, exibido ou desenvolvido.74 

Em 1958, Adrien Albert definiu pró-fármaco como qualquer composto que sofre 

biotransformação antes de manifestar os seus efeitos farmacológicos.75,76  Outra definição 

mais alargada considera como pró-fármacos, derivados inativos, obtidos por transformação 

química do fármaco e que são  convertidos por reação química, enzimática ou ambas no 

fármaco matriz no organismo, antes ou após alcançar o seu local de ação (Figura 9).59,74 Para 

se conseguir um pró-fármaco ideal é importante garantir que o pró-fármaco seja efetivamente 

convertido no fármaco ativo depois de absorvido na corrente sanguínea, mas também é 

importante garantir que os grupos clivados da molécula não sejam tóxicos para o 

organismo.60,62 
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Figura 9 Representação esquemática do conceito de pró-fármaco.74  

A indústria farmacêutica usa o desenvolvimento de pró-fármacos como estratégia para 

melhorar características desfavoráveis de algumas moléculas que possam impedir a aplicação das 

mesmas.69 Essa característica de favoráveis podem ser farmacêuticas, farmacocinéticas ou 

farmacodinâmicas. Assim, propriedades farmacêuticas que podem ser melhoradas com esta 

estratégia são, por exemplo, estabilidade química insuficiente, baixa solubilidade, odor e sabor 

desagradável ou irritação e dor. As propriedades farmacocinéticas que podem ser melhoradas são, 

por exemplo, baixa absorção oral do fármaco, acentuada metabolização pré-sistémica, curta 

duração de ação ou distribuição desfavorável no organismo. Por fim, as propriedades 

farmacodinâmicas que podem ser melhoradas, estão relacionadas com a toxicidade.66,67 Desta 

forma, o desenho de pró-fármacos permite melhor a formulação, aumentar a solubilidade, a 

estabilidade química,  a biodisponibilidade, a absorção, a distribuição e a seletividade para 

determinados órgãos/locais do organismo. Também pode permitir prolongar o tempo de ação, 

diminuir os efeitos secundários e melhorar  a adesão à terapêutica por parte do doente.60,61,66,68  

De acordo com a sua composição ou estratégia de ação os pró-fármacos podem ser 

classificados como clássicos, bioprecursores, mistos ou dirigidos.65
 

Clássicos: 

São formados pelo fármaco e um transportador. Neste caso a molécula ativa está ligada a um 

grupo transportador que pode ser removido enzimaticamente, como, por exemplo, um éster que é 

hidrolisado ao fármaco ativo contendo um ácido carboxílico. A ligação ao grupo transportador 

deve ser suficientemente lábil de modo a permitir a libertação eficiente do fármaco in vivo, e o 

grupo transportador deve ser não tóxico e biologicamente inativo,  ao mesmo tempo que altera as 
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propriedades físicas do fármaco ou permite a sua distribuição seletiva.67,70 Este transportador pode, 

também, ter atividade biológica por si só, sendo nesse caso chamado pró-fármaco mútuo.71 

Bioprecursor: 

Os bioprecursores são compostos que são convertidos num novo composto através do 

metabolismo ou por métodos químicos sendo o novo composto o princípio ativo. Esse tipo de 

fármaco é naturalmente inativo, não apresentando, dessa forma, transportador. Um exemplo de 

ativação de bioprecursores através do metabolismo é o caso de fármacos que são ativados pelo 

sistema REDOX hepático.73 A, maioria dos compostos contendo o grupo nitro requer a redução 

enzimática para exercer a sua atividade biológica. (1.2.4.1) No entanto a ativação de pró-fármacos 

usando reações comuns do metabolismo (hidrólise, descarboxilação, oxidação, redução, entre 

outros) depende das enzimas presentes enquanto os métodos químicos não dependem de 

enzimas.66,72 

Mistos: 

São compostos pelo fármaco e um transportador, porém, após a quebra, o fármaco permanece 

inativo. Há necessidade, então, de outra reação para tornar esse fármaco ativo. Isto é, apresentam-

se como moléculas biologicamente inativas, que necessitam de  sofrer diversas reações químicas 

para se converterem na forma ativa, aumentando a concentração do fármaco ativo num local de 

ação específico.74 

Dirigidos: 

Apresentam um transportador com a função de transportar seletivamente o fármaco até um 

sítio de ligação específico para reduzir, assim, a ação inespecífica de alguns fármacos. Esse 

transportador deve ser específico para determinados recetores ou enzimas existentes apenas no 

local de ação do fármaco.74 

Curiosamente, entre os agentes de primeira e segunda linha disponíveis atualmente para 

tratamento da tuberculose a, INH (3), PZA (8) e etionamida (9) (ETH) são pró-fármacos que 

exercem o seu efeito por meio da ativação metabólica micobacteriana.80 PZA (8) entra nos bacilos 

por difusão passiva e convertida na sua forma ativa, ácido pirazinóico (POA), pela pirazinamidase 

(PZase)/nicotinamidase (Figura 10).52,81,82 O INH (3) é ativado pela catalase/peroxidase (KatG), 

gerando um radical isonicotinoílo, que então se liga ao NADH,83 dando origem a um aduto INH-

NADH, que é um potente inibidor de InhA (Figura 11).78 ETH (9) é estruturalmente semelhante à 

INH (3), e S-oxigenação da porção ETH tioureia está envolvida na bioativação de um metabólito 

hepatotóxico conhecido por reter atividade total contra TB.80,84,85 A conversão de ETA (9) mediada 

por monooxigenase (EthA) resulta na formação do sulfóxido correspondente (Figura 12).78 Além 
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da etionamida (9), vários outros pró-fármacos de tioamida e provavelmente a tiacetazona (TAZ) 

são ativados pela EthA.54, 55  

 

Figura 10 Mecanismo de ação da PZA (8).  

 

Figura 11 Metabolismo e ativação da isoniazida (3).44 
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Figura 12 Mecanismo de ação da etionamida (9).  

O principal problema relacionado com o uso de pró-fármacos bioativados por 

micobactérias é o surgimento de estirpes resistentes devido a mutações no gene que 

codifica o ativador. É o caso do INH (3) e do ETH (9).84 Os principais mecanismos de 

resistência a esses dois fármacos são mutações nos genes katG e ethA, que impedem a 

formação dos aductos INH-NAD ou ETH-NAD. Por exemplo, a mutação KatG 

(S315T) é encontrada em cerca de  94% dos isolados clínicos de M. tuberculosis 

resistentes a INH (3).84 Esse problema ainda não foi resolvido, apesar de a INH (3) ser 

atualmente o antitubercular mais utilizado.77 

1.2.1 Hidrólise 

A reação de hidrólise refere-se à quebra de ligações químicas por adição de uma 

molécula de água. Os pró-fármacos sintetizados como ésteres e/ou amidas podem ser 

ativados por hidrólise enzimática ou por hidrólise química.  

1.2.1.1 Hidrólise Química 

A hidrólise química de derivados carboxílicos pode ser catalisada por um ácido ou 

uma base, sendo o mecanismo de adição - eliminação por meio de um intermediário 

tetraédrico. Um esquema geral de hidrólise de ésteres apresentado aqui na Figura 13 e 

amidas na Figura 14.112 
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Figura 13 Esquema de hidrólise química de ésteres: (a) catálise ácida (b) catálise 

básica.111  

 

Figura 14 Esquema de hidrólise química de amidas: (a) catálise ácida (b) catálise 

básica.111  

Na hidrólise catalisada por H+ (catálise ácida específica) (Figura 14a), a protonação 

do átomo oxigénio do carbonilo leva a formação um de um intermediário tetraédrico 

em que o carbono é mais eletrofílico facilitando a adição do nucleófilo, isto é, uma 

molécula de H2O. A hidrólise catalisada por ácido de ésteres é reversível porque o 

álcool ou fenol é nucleofílico.64,114 

Na hidrólise catalisada por hidroxilo (hidrólise catalisada por base específica) 

(Figura 14b), o intermediário tetraédrico é formado pela adição de um ião HO- 

nucleofílico. Em seguida, o intermediário desloca o par de eletrões do ião alcoxilo, 

formando o ácido carboxílico com a saída do grupo abandonante. Depois, a 
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transferência de um protão leva aos produtos da reação. Esta reação é irreversível para 

ésteres, visto que o ião carboxilato formado é desprotonado em soluções básicas e, 

portanto, não pode adicionar o álcool nucleofílico ou fenol.111,115 

A reatividade do éster em relação a um nucleófilo particular depende de 1) da 

capacidade relativa de doação ou eliminação de eletrões dos substituintes no grupo 

carbonilo devido ao efeito indutivo, e 2) da capacidade relativa da porção -OR para 

atuar como um grupo abandonante. Assim, substituintes eletronegativos aceleram a 

hidrólise.64 

1.2.1.2 Hidrólise Enzimática 

Uma hidrólise enzimática consiste numa reação química catalisada por uma enzima 

(uma hidrólase) que utiliza água (H2O) para quebrar uma molécula em duas outras 

moléculas. A hidrólise enzimática de derivados de ácido carboxílico é muito mais eficaz 

que a hidrólise química, uma vez que ocorre um decréscimo da energia de Gibbs, o que 

permite que a barreira de energia no estado de transição seja ultrapassada.64 

As hidrólases incluem as seguintes três características catalíticas no sítio ativo que 

aceleram enormemente a taxa de hidrólise. Primeiro, cada um contém um componente 

eletrofílico, que aumenta a polarização do grupo carbonilo no substrato (Z+ na Figura 

15). Em segundo lugar, cada um tem um nucleófilo (Y: na Figura 15) para atacar o 

átomo C do carbonilo, levando à formação de um intermediário tetraédrico. E, 

finalmente, cada um tem um doador de protões (H – B na Figura 15) para transformar 

a porção –OR num grupo de saída melhor.111,116 

 

Figura 15 Grupos catalíticos comuns de hidrólases envolvidos na hidrólise da ligação 

éster. 

Z + = componente eletrofílico polarizando o grupo carbonilo; Y: = grupo 

nucleofílico atacando o átomo C da carbonilo; H – B = doador de protões 

transformando a porção –OR num grupo de saída melhor. 64 
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Essas três funcionalidades catalíticas são semelhantes em todas as enzimas 

hidrolíticas, mas os grupos funcionais reais que as realizarão diferem entre as 

hidrólases.111 

 

Figura 16 Esquema simplificada para a hidrólise de ésteres com o exemplo da 

carboxilesterase1 (3.1.1.1) como um protótipo.117 

As hidrólases na sua forma clássica catalisam a conversão de um éster/amida num 

ácido carboxílico e um álcool/amina por uma reação de hidrólise, utilizando uma tríade 

catalítica de uma serina nucleofílica, histidina de base geral e ativando o resíduo ácido 

(Glu (Figura 16) ou Asp (Figura 17)).86 O mecanismo catalítico das serina hidrólases é 

semelhante ao das treonina hidrólases e cisteína hidrólases. Todas as serina hidrólases 

possuem uma tríade catalítica (Ser-Asp-His ou Ser-Glu-His; ver Figura 16 e Figura 17), 

e uma chamado bolsa de oxianião (Z+ na Figura 15) formado por grupos NH da estrutura 

principal.118 
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Figura 17 Esquema detalhada para a hidrólise de amidas pela serina hidrólases com 

o exemplo da quimiotripsina peptidase (EC 3.4.21.1) como um protótipo.111 

O ciclo catalítico começa com a formação de um complexo de Michaelis não covalente entre 

a enzima e o substrato (Figura 17 Etapa a.), seguido de ataque nucleofílico ao substrato carbonil 

C-átomo pelo grupo -OH da serina catalítica (Ser195 na Figura 16; Y: na Figura 15) forma um 

intermediário tetraédrico covalente (Figura 17 Etapa b). A transferência do átomo H de hidroxi 

Ser195 para um átomo N de imidazol de His57 é essencial. Esta transferência é facilitada pelo 

Asp102, o grupo carboxilato orienta adequadamente His57, garante a sua forma tautomérica 

apropriada e estabiliza a forma carregada positivamente de His57 no estado de transição. Os 

grupos NH de cadeia principal de Gly193 e Ser195 (a bolsa de oxianião) polarizam o grupo 

carbonilo, facilitando ainda mais o ataque nucleofílico e, em seguida, estabilizando o oxianião 

resultante. Na etapa C (Figura 17), o átomo H imidazólio (H-B na Figura 15) é transferido para 

o átomo N da ligação amida, que é então clivada, formando um intermediário acil-enzima. A des-

acilação, a próxima etapa nesta sequência (Figura 17 Etapa d), ocorre quando uma molécula de 

H2O entra na reação e substitui o componente amina. Assim, o imidazol ativa a molécula de H2O 

por catálise básica geral levando a outro intermediário tetraédrico (Figura 17 Etapa e). Este 

intermediário tetraédrico se decompõe por sua vez e liberta o ácido carboxílico e a enzima livre 

(Figura 17 Etapa f).64 
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1.2.2 Ésteres como pró-fármacos 

A derivatização sob a forma  de pró-fármacos de ésteres é uma ferramenta comum para 

superar as desvantagens tipicamente associadas à formulação e distribuição de fármacos, 

fornecendo uma estratégia clássica para mascarar as funcionalidades polares do álcool e do 

ácido carboxílico e melhorar a permeabilidade celular.61,108 Quando a ligação éster do pró-

fármaco é clivada, o fármaco ativo é liberto. Conforme mostrado na Figura 18, a clivagem 

da ligação éster ocorre normalmente por hidrólise (Figura 18, via A) ou oxidação (Figura 

18, via B). Tradicionalmente, os ésteres foram projetados para serem ativados por esterases 

humanas ubiquitárias; no entanto, com uma compreensão mais profunda da especificidade 

do substrato, essas funcionalidades podem agora ser ajustadas para os direcionar para 

esterases humanas específicas ou para mudar a localização da ativação dos pró-fármacos.108-

110 As esterases mais importantes incluem carboxilesterase, acetilcolinesterase, 

butirilcolinesterase, paraoxonase e arilesterase (Tabela 2). A clivagem por oxidação de pró-

fármacos à base de éster é catalisada pelo citocromo P450s.63 

 

Figura 18 Vias para clivagem de ligação de éster.63 

Via A: Esterases ou proteínas com atividade esterase. Via B: Citocromo P450s 

 

Tabela 2 Principais enzimas envolvidas na bioconversão de pró-fármacos à base de 

éster. 

Tipo 
Número 

EC 
Localização Referências Enzimas 

hidrolíticas 

Esterases A    

Paraoxonase 3.1.8.1 Plasma, fígado, cérebro, rim, pulmão 91,92 

Esterases B    

Carboxilesterase

  
3.1.1.1 

Sangue, fígado, cérebro, rim, pulmão, músculo, intestino, 

estômago, pele, coração, mama, ovário, colo do útero, 

testículo, bexiga, sálvia, pâncreas, tireóide, tecido nasal / 

respiratório / adiposo, placenta, timo, tumor 

93,94,95 

Acetilcolinesterase 3.1.1.7 
Plasma, fígado, cérebro, músculo, nervo, rim, intestino, 

retina, placenta timo 
96,97,98,99 

Colinesterase 3.1.1.8 
Plasma, fígado, cérebro, músculo, rim, intestino, retina, 

placenta 
97,98,99,100 
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Tipo 
Número 

EC 
Localização Referências Enzimas 

hidrolíticas 

Enzimas 

oxidativas 
   

Citocromo P450s  
Fígado, cérebro, rim, pulmão, intestino, adrenal, testículo, 

pele, baço, placenta, mucosa olfatória, tecido ocular, tumor 
101,102,103,104 

Uma vez que as esterases,  se encontram amplamente distribuídas por todo o corpo, a ligação éster 

é bastante instável in vivo.63 Os pró-fármacos à base de éster aumentam a biodisponibilidade oral da 

terapêutica da TB em estudos pré-clínicos e potencialmente oferecem benefícios adicionais 

relativamente a outras estratégias possíveis de derivatização.79  

Uma desvantagem dos pró-fármacos éster é a suposição de que as hidrólases humanas não 

específicas removerão quaisquer grupos de proteção do tipo éster antes da internalização celular, 

retirando assim a seletividade terapêutica adicional dada pelo pró-fármaco. Existem, no entanto, 

exemplos de sondas moleculares, derivatizadas sob a forma de ésteres, que se mostraram resistentes 

à ativação por uma ampla gama de hidrólases de mamíferos, mostrando deste modo que é possível 

selecionar determinados grupos de éster ortogonais4.87 Além de alterações nas propriedades físico-

químicas, os pró-fármacos de éster podem ser desenhados para serem ativados especificamente pela 

esterases microbianas. Estes pró-fármacos do éster direcionados são capazes de atravessar a parede 

das células bacterianas e veicular o composto intracelularmente. No interior da célula bacteriana o 

pró-fármaco é hidrolisado à forma ativa por esterases bacterianas intracelulares. Frequentemente 

estes pró-fármacos demonstram melhorias significativas na atividade biológica quando comparados 

com o composto não modificado.86 O M. tuberculosis contém um número significativo de hidrólases 

de serina (186 que correspondem aproximadamente a 4% do proteossoma)88 enquanto que nas 

bactérias comuns ou mesmo nos humanos o seu número corresponde apenas a cerca ∼1% do 

proteossoma.89,90  

A taxa de bioconversão dos ésteres pode ser difícil de prever e por consequência os, efeitos 

farmacológicos ou toxicológicos dos pró-fármacos também. Este facto pode ser um problema, 

sobretudo quando se usam taxas de bioconversão obtidas em animais de experiência para prever a 

bioconversão em humanos. As diferenças entre espécies estão relacionadas com a existência de 

diferentes tipos de esterases interespécies e diferenças nas respetivas especificidades de substrato.105 

Mesmo dentro da mesma espécie, a taxa de hidrólise nem sempre é previsível devido à variabilidade 

entre indivíduos. Além disso, a bioconversão pode ser afetada por outros fatores, como idade, sexo 

e doença.100,106,107   

                                                 
4 grupos ortogonais - grupos protetores que  exibem sensibilidade a um subtipo de enzimas e estabilidade 

a outro subtipo, o que determina a seletividade da ação dos pró-fármacos. 
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1.2.2.1 Enzimas envolvidas na hidrólise de ésteres. 

Hidrólases de éster carboxílico (CEHs) catalisam a hidrólise de ligações éster nos respetivos  

álcoois e ácidos carboxílicos e são onipresentes ao longo da vida. Muitos CEHs têm dobras α/β 

hidrólase padrão, que são compostas por três camadas α/β/α, com a segunda folha β sendo 

antiparalela a geralmente sete outras nas folhas β (Figura 19). Os membros deste grupo de enzimas 

que hidrolisam diferentes substratos e formam produtos diferentes têm nomes diferentes tais como: 

Carboxilesterases (EC 3.1.1.1), lípases de triacilglicerol (EC 3.1.1.3), fosfolipases A2s (EC 3.1.1.4), 

lisofosfolipases (EC 3.1.1.5), acetilcolinesterases (EC 3.1.1.7), butirilcolinesterases (EC 3.1.1.8), 

aminoacil ‐ tRNA hidrólases (EC 3.1.1.29) e cocaína esterases (EC 3.1.1.84).113 

 

Figura 19 Apresentação esquemática da α/β- hidrólase. Folhas β (1–8) são mostradas 

como setas azuis, hélices α (A – F) como colunas vermelhas.113  

As esterases usualmente catalisam a conversão de um éster num ácido carboxílico e num álcool 

através de uma reação de hidrólise, utilizando uma tríade catalítica constituída por uma serina 

(nucleófilo), ativada pela histidina (base) que por sua vez é ativada pelo resíduo ácido de ácido 

aspártico (Figura 20).86 No entanto, esta generalização da atividade da esterase esconde a diversidade 

e complexidade desta superfamília de enzimas, com membros capazes de catalisar seletivamente a 

hidrólise de diversas ligações químicas, incluindo ésteres, tioésteres, fosfoésteres, amidas e 

epóxidos.130-133 As esterases microbianas também possuem a capacidade de hidrolisar ésteres, 

tioésteres e fosfoésteres.86,134,135 Os resíduos catalíticos também variam, desde tríades de Ser‐His‐

Asp e Ser‐Ser‐Lys até diades catalíticas de Ser‐Lys, Ser‐His e Ser‐Asp.90,136,137 

Carboxilesterase. Carboxilesterases (CEs, EC 3.1.1.1) são membros da superfamília das α/β 

hidrólases de serina e podem hidrolisar com eficiência uma variedade de xenobióticos contendo 

éster, amida e carbamato nos seus respetivos ácidos livres.109 Embora as carboxilesterases mostrem 

atividade e especificidade de substrato variáveis, dependendo da espécie e da localização, elas estão 

presentes praticamente em todo o corpo, incluindo intestinos, sangue, cérebro, pele e tumor. Existem 

várias isoenzimas diferentes de carboxilesterases; com base na homologia de sequência e semelhança 

de características, as isoenzimas foram classificadas em cinco subfamílias, CES1, CES2, CES3, 
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CES4 e CES5.120 As carboxilesterases estão envolvidas na ativação de vários pró-fármacos 

antivirais, anticancerigenos e antibióticos124 

A CES1 existe abundantemente no fígado e adipócitos, com menor quantidade no rim, monócitos, 

pulmão, intestino, testículo, coração e macrófagos.125 A nível intracelular está presente no retículo 

endoplasmático, citosol e lisossomas.64,126 Por outro lado, a CES2 é expressa principalmente no 

intestino delgado e cólon, mas também nos rins, fígado, coração, cérebro e testículo. CES3 localizado 

na membrana nuclear e retículo endoplasmático, CES4 localizado no citosol e CES5 secretado no 

sistema reprodutor masculino.125  

Deste grupo de hidrólases destacam-se também as lipases (EC 3.1.1.3),64 enzimas que hidrolisam 

ésteres de cadeia longa, como acilgliceróis constituintes dos triglicéridos e originam ácidos gordos 

de cadeia longa, que são tipicamente insolúveis ou pouco solúveis em meio fisiológico.117,125,127-129  

Acetilcolinesterase. A acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) pode hidrolisar rapidamente o 

neurotransmissor acetilcolina nas sinapses colinérgicas e nas junções neuromusculares. A AChE é 

uma enzima localizada na membrana externa das células no sítio da sinapse. É responsável pela 

metabolização da ACh libertada na transmissão pré-sináptica em resposta a um potencial de ação e 

é fundamental para a manutenção da função colinérgica normal.63,121  

A AChE é amplamente expressa em muitos tecidos do corpo incluindo músculo esquelético, 

muitos tipos de neurónios nos sistemas nervosos central e periférico e vários outros tipos de células 

que são enervadas pelo sistema colinérgico, como glândulas endócrinas e exócrinas, células 

musculares lisas e cardíacas e órgãos sensoriais inseridos em epitélios. Em humanos, a AChE 

também é expressa em outro tipo de células, como eritrócitos e linfócitos.96 

Butirilcolinesterase. A butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) é relativamente abundante no 

plasma e às vezes é chamada colinesterase sérica. No entanto, o seu papel fisiológico permanece 

obscuro. A BChE pode degradar um grande número de compostos contendo éster, incluindo pró-

fármacos de éster.122 A estrutura geral 3-D da BChE é muito semelhante à das AChEs. No entanto, 

a BChE não forma o mesmo tipo de dímero observado em estruturas de AChE de Torpedo 

californica, murganho e humanos.63,122 A BChE tem uma especificidade de substrato mais ampla do 

que AChE, e essa diferença na especificidade pode ser explicada pelo facto da  BChE ter uma bolsa 

de ligação do grupo acilo maior, para além de diferenças nos resíduos de aminoácidos. A BChE 

existe predominantemente no plasma, bem como em vários tecidos, como cérebro, músculo, rim, 

intestino, retina e placenta.122 

Paraoxonase. Paraoxonase (PON, EC 3.1.8.1) é uma família de hidrólases que inclui PON1, 

PON2 e PON3. PON1 é uma esterase importante que pode catalisar a hidrólise de várias 

organofosforados. PON2 e PON3 compartilham ∼60% de identidade de sequência com PON1, mas 

têm atividades de arilesterase muito limitadas. Por outro lado, PON2 e PON3 exibem alta atividade 
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da lactonase. A PON1 humana é sintetizada no fígado e libertada na corrente sanguínea, enquanto a 

PON3 é expressa, predominantemente no fígado e em níveis baixos no rim.91 Nos últimos anos, foi 

demonstrado que PON1 e a suas duas isoenzimas Q e R conhecidas possuem atividades arilesterase 

e organofosfatase, e desempenham papéis importantes no metabolismo de fármacos e na prevenção 

da aterosclerose.123 

CIP 450. Além de hidrólise enzimática a ligação éster do pró-fármaco pode ser clivada por 

oxidação catalisada pelo citocromo P450. As enzimas do citocromo P450 (CYPs) são os grupos 

enzimáticos da fase I mais importantes e responsáveis pela biotransformação, ou seja, a oxidação 

clássica de muitos xenobióticos como ésteres. Caracteristicamente, os ésteres do ácido carboxílico 

originam um aldeído e um ácido ao invés de um álcool e um ácido. (Figura 18: Via B) As CYPs 

estão presentes praticamente em todo o corpo, incluindo nas células tumorais.63 

1.2.2.1.1 Esterases M. tuberculosis 

Com mais de 40 esterases identificadas por análise computacional, as esterases de M. tuberculosis 

exemplificam a diversidade de esterases microbianas e os seus diversos papéis biológicos.86,88 O 

aumento da atividade das esterases em M. tuberculosis em comparação com humanos ou outras 

bactérias está provavelmente associada às suas diversas vias metabólicas, à sua aptidão de 

metabolizar os lípidos da célula hospedeira para obter energia e à capacidade única de transitar entre 

os estados de crescimento ativo e latente.88,138 

A maioria dessas 40 esterases identificadas pertencem à família de proteínas α/β-hidrólases 

tradicionais, com uma dobra estrutural composta por oito folhas β formando uma folha β canhota, 

superelicamente torcida rodeada por hélices α (Figura 20).86,88,138,139 

 

Figura 20 Estrutura e função da esterase bacteriana.  

(a) Estrutura clássica da α/β‐hidrólase presente em muitas esterases bacterianas no exemplo de 

LipS. (b) Close-up da tríade catalítica de LipS.86 

Apenas um número limitado de estruturas tridimensionais de esterases micobacterianas foi 

determinado, mas todas elas possuem esta dobra de proteína α/β-hidrólase clássica.140-142 Exemplos 

destas estruturas tridimensionais são as estruturas de LipW e Rv0045c, duas hidrólases metabólicas 

de M.tuberculosis (Figura 21). Cada uma dessas enzimas mostra dobras estruturais de α/β-hidrólase 
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sobrepostas, mas os domínios cap/lid e bolsas de ligação de substrato são diferentes o que lhes 

confere especificidade para o substrato.86,140,143 

 

Figura 21 Estrutura e função da esterase bacteriana.  

Duas esterases M. tuberculosis com especificidade de substrato variável e estruturas de bolso de 

ligação. (a) LipW; (b) Rv0045c.141,143 

Uma classe de esterases de M. tuberculosis com um papel importante na virulência de M. 

tuberculosis são as esterases contendo domínios de prolina-glutamato (PE) e prolina-prolina-

glutamato (PPE).86,144 A família de domínios PE e PPE é uma família de proteínas específicas de 

micobactérias que é nomeada com base nos seus motivos N-terminais de PE ou PPE. A família de 

domínios PE e PPE está presente em espécies de micobactérias patogénicas, com 167 proteínas de 

domínio PE/PPE identificadas no M. tuberculosis de crescimento lento, mas apenas dois membros no 

organismo micobacteriano não patogénico de crescimento rápido, M. smegmatis.86,144 As proteínas 

de domínio PE e PPE estão associadas à antigenicidade, regulação imunológica e virulência de M. 

tuberculosis.145 Dentro da família de domínio PE e PPE, oito membros da família foram identificados 

computacionalmente como contendo uma dobra de proteína α/β-hidrolase.86,146 Estes membros da 

família foram confirmados como esterases contendo uma tríade catalítica clássica.86,147-149 O mais 

bem estudado desta família - PE11 (Rv1169c ou LipX) - desempenha um papel no crescimento do 

biofilme, cria uma resposta imunogénica e afeta os níveis de lípidos relacionados com a 

virulência.147,150 Curiosamente, o efeito no crescimento do biofilme varia com base na expressão de 

PE11 em M. tuberculosis ou M. smegmatis.86,150 Como a maioria dos membros da família do domínio 

PE e PPE estão ligados à membrana ou libertados nas vesículas da membrana externa, estas esterases 

de domínio PE-PPE podem ser usadas como ativadores de pró-fármacos éster e estão a ser exploradas 

com este objetivo.86 

Outra classe de esterases M. tuberculosis que são alvos antibacterianos confirmados e estão 

localizadas extracelularmente são as esterases que hidrolisam lípidos endógenos do hospedeiro, 

especialmente aqueles que constituem fontes de nutrientes essenciais para M. tuberculosis como o 

triacilglicerol (TAG).139,151,152  O TAG é uma boa fonte de energia quer para o M. tuberculosis latente, 

quer para a reativação do M. tuberculosis, tornando as enzimas envolvidas nestas reações alvos 
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promissores sobretudo nos casos  de  infeção por TB latente.153 A primeira  TAG esterase identificada 

foi a LipY (Rv3097c).86,151 A LipY contém um domínio PE que modula a sua atividade e direciona 

LipY para secreção pela via ESX-5.154-156 A deleção de LipY interfere na degradação dos lípidos 

armazenados intracelularmente e na restauração do crescimento dos bacilos latentes.86,156 A LipY 

também está envolvida na resposta imune ao M. tuberculosis, já que a sobrexpressão de LipY levou a 

uma resposta imune mais forte e diminuiu a eficácia da vacina M. bovis BCG.157,158 A LipY pode ser 

uma enzima adequada para a hidrólise de pró-fármacos ésteres porque apesar de ter uma grande 

especificidade de substrato, também tem as relações estrutura-atividade bem definidas.86,152,159,160 

Recentemente, a Msh1 (hidrólase secretada por micobactérias) foi identificada como uma segunda 

esterase hidrolisante de TAG, específica para a hidrólise de lípidos do hospedeiro.161 Por ter como 

alvo os lípidos do hospedeiro, catalisa a hidrólise dos ésteres fora do M. tuberculosis e regulada 

positivamente durante as condições de hipoxia, daí que a Msh1 também possa representar um novo 

alvo.86,161 

1.2.3 Amidas como pró-fármacos 

A função amida é menos reativa quimicamente em condições fisiológicas que a função éster,  

além disso, excetuando o caso das proteínas geralmente as amidas são menos suscetíveis a hidrólise 

enzimática que os ésteres correspondentes. Por essa razão esta abordagem pode ser usada não só para 

aumentar a estabilidade de pró-fármacos, mas também para conseguir obter uma distribuição 

direcionada e alterar a lipofilia dos compostos.278 Os fármacos com ácido carboxílico ou grupo amina 

podem ser convertidas em pró-fármacos de amida. Esta estratégia geralmente  tem uma utilidade 

limitada devido à alta estabilidade in vivo.267 

Os pró-fármacos de amida podem ser convertidos nos fármacos originais por amidases não 

específicas ou por ativação enzimática específica, como, por exemplo, através da γ ‐ glutamil 

transpeptidase renal. 267 

1.2.3.1 Enzimas envolvidas na hidrólise de amidas. 

As amidases, catalisam a clivagem hidrolítica da ligação entre o carbonilo e o nitrogénio em 

amidas. Estão presentes nos tecidos de animais e plantas, em microrganismos e estão envolvidas no 

metabolismo do azoto. As amidases incluem: a urease, arginase, asparaginase, hipurase,  e 

purinadeamidases.279 

As amidases (EC 3.5.1.4) podem ser divididas em dois tipos. O primeiro tipo inclui amidases 

alifáticas que hidrolisam apenas amidas alifáticas de cadeia curta e o segundo tipo inclui amidases 

que hidrolisam amidas alifáticas de cadeia média, algumas arilamidas, α-aminoamidas e α-

hidroxiamidas.270 
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Muitas das amidases atualmente conhecidas foram encontradas e descritas em bactérias de muitos 

géneros: Rhodococcus, Corynebacterium, Mycobacterium, Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, 

Brevibacterium, Nocardia, Streptomyces, Blastobacter, Arthrobacter, Alcaligenes, Helicobacter, 

Lactobacillus e Methylophilus.270 

As amidases também podem se classificadas  com base na atividade catalítica, na sequência de 

aminoácidos e relação filogenética.270-273 A classificação com base na atividade catalítica leva em 

consideração o perfil de especificidade do substrato e, em seguida, classifica-a em seis classes (Figura 

22).268 

 

Figura 22 Classificação de amidase.268 

As amidases (AS) pertencem à família das hidrólases, que atuam em ligações carbono-

nitrogénio diferentes das ligações peptídicas, maio especificamente nas amidas lineares. Assim, os 

dois substratos dessa enzima são amida de ácido monocarboxílico e H2O, enquanto os produtos são 

o monocarboxilato e NH3.
 268 

Estas enzimas contêm um local conservado de aproximadamente 130 aminoácidos conhecidos 

como sequência AS. As enzimas AS catalisam a hidrólise das ligações amida, embora as famílias 

variem muito em especificidade e funções de substrato. No entanto, essas enzimas mantêm uma 

estrutura alfa/beta/alfa central, onde as topologias das metades N- e C-terminais são semelhantes. As 

enzimas AS possuem caracteristicamente uma região C-terminal altamente conservada, rica em 

resíduos de serina e glicina, mas sem resíduos de ácido aspártico e histidina, diferem, portanto, das 

serinas hidrólases clássicas. Possuem uma tríade catalítica de Ser-Ser-Lys exclusiva e altamente 

conservada, usada para a hidrólise da amida, embora o mecanismo catalítico para a formação de 

intermediários acil-enzima possa diferir entre as enzimas (Figura 23).274
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Figura 23 Mecanismo proposto para a hidrólase de amida de ácido gordo (FAAH).274 

Na natureza, as enzimas de metabolização de amida desempenham papéis significativos na 

formação de ligações C – N e reações de clivagem em organismos eucarióticos e procarióticos para 

a produção de substâncias naturais, como auxina e biotina, etc., metabolismo de nutrientes, 

degradação de compostos cianogénicos tóxicos.275 Embora as atividades do metabolismo do nitrilo 

sejam relativamente raras em plantas e animais, elas são comumente observadas em bactérias que 

metabolizam as amidases como fonte única de carbono e azoto.276 

As amidases, em geral, catalisam quatro tipos diferentes de atividades, nomeadamente atividade 

de amidotransferase, atividade de aciltransferase, atividade de transferase de ácido e atividade de 

transferase de éster. O mecanismo de hidrólise da amida envolve dois substratos (amida e água) e 

dois produtos (carboxilato e amina).268 

O mecanismo de hidrólise catalisada por amidase e a reação de transferência de acilo são 

apresentados na Figura 24. Em 1997, Kobayashi e colegas277 propuseram um mecanismo 

hidrolítico em que o grupo carbonilo da amida sofre ataque nucleofílico, resultando na formação 

de um intermediário tetraédrico. O intermediário tetraédrico é convertido num complexo acil-

enzima com remoção imediata de amónia (amina); o complexo acil-enzima é então hidrolisado a 

ácido após a adição de uma molécula de água (Figura 24).268
 

 

Figura 24 Mecanismo de reação de transferência do grupo acil de amida para 

hidrazina, hidroxilamina e água.   
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As amidases são enzimas amplamente distribuídas na natureza, com diversas capacidades 

bioquímicas. Os estudos até agora mostraram que algumas dessas enzimas têm ampla 

especificidade de substrato, enquanto outras são exclusivamente enantio e/ou estereosseletivas. 

A análise molecular contínua e os estudos de estrutura/função irá melhorar ainda mais a nossa 

compreensão dessas enzimas e aumentar a sua capacidade biotecnológica para biocatálise e 

biorremediação.268 

1.2.4 Fármacos contendo grupo nitro. 

Os nitrocompostos são agentes químicos que se caracterizam pela presença de um ou mais 

grupos nitro (NO2).
168 O grupo nitro está presente em moléculas bioativas e fármacos tais como 

agentes antibacterianos, antiparasitários e antitumorais. 165 E considerado um grupo funcional 

versátil e único em química medicinal. Apesar de uma longa história de uso em terapêutica, está 

muitas vezes associado a problemas de toxicidade e é frequentemente classificado como um 

alerta estrutural ou toxicóforo, pelo que as evidências relacionadas com fármacos contendo 

grupos nitro são bastante contraditórias.10 

O grupo nitro é um grupo fortemente atrator de eletrões que por essa razão cria sítios com 

deficiência de eletrões localizados dentro das moléculas. Estes sítios electrofílicos  interagem 

com os nucleófilos biológicos presentes nos sistemas vivos, como proteínas, aminoácidos, 

ácidos nucléicos e enzimas. A interação pode ocorrer por adição nucleofílica e por transferência 

de eletrões envolvendo oxidação e redução, ou simplesmente por complexação molecular.169,170 

Moléculas contendo grupos nitro que antes eram evitados em programas de descoberta de 

fármacos devido a potenciais problemas de toxicidade, estão agora a ser usadas com sucesso, 

como antineoplásicos,171 antibióticos,172-175 e agentes antiparasitários,162,164,176,177 bem como 

tranquilizantes, fungicidas, inseticidas e herbicidas: por exemplo, a nitazoxanida está aprovada 

para tratamento da giardíase e criptosporidiose;181 metronidazol para tricomoníase, giardíase e 

amebíase;182 e nifurtimox para DC e HAT. Além disso, os compostos contendo um grupo 

nitroaromático são usados para tratar doença de Parkinson, angina e insónia.178-180 Os grupos 

nitro podem sofrer redução e servir como pró-fármacos devido à sua bioativação por redução 

enzimática, gerando espécies reativas que produzirão efeitos biológicos.10 

Na última década foram estudados vários compostos contendos grupos nitro como 

potenciais  agentes anticancerígenos, antituberculosos e antiparasitários. Estes compostos têm 

diversos mecanismos de ação, causando ações de morte celular, como a inibição da 

topoisomerase, 183-186 inibição da histona desacetilase, 187,188 alquilação do DNA,189 ou inibição 
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da polimerização da tubulina,190,191 e  demonstraram efeitos induzidos por hipóxia que são 

atribuídos à sua capacidade de ativação bioredutiva.189,192-195 Por exemplo, o nitroimidazol é 

amplamente utilizado para exercer vários efeitos biológicos e é frequentemente considerado um 

agente bioredutor.198-200 Isso é claramente evidenciado pelo número de nitroimidazois 

clinicamente aprovados, principalmente para tratamento de doenças infecciosas.174,175,200-208   

1.2.4.1 Bioativação dos compostos que contêm grupos nitro. 

Muitos compostos nitroaromáticos requerem bioativação para exercer a sua ação. Os 

nitrocompostos podem ser metabolizados e degradados por microorganismos, como bactérias e 

fungos,  que os utilizam até mesmo como fonte de azoto e carbono.168,169  No entanto, a 

bioativação indesejada também pode causar efeitos secundários tóxicos.164 A toxicidade sempre 

foi um problema com medicamentos, especialmente aqueles que contêm grupos nitro, e a 

carcinogenicidade, hepatotoxicidade, mutagenicidade e supressão da medula óssea foram os 

principais efeitos adversos encontrados com tais agentes.212  

A passagem transmembranar dessas moléculas ocorre por difusão passiva e aumenta à medida 

que os radicais livres, vindos do processo de biorredução, desestabilizam a membrana celular. 

Assim, devido ao aumento da concentração intracelular de nitrocompostos, mais radicais livres 

são gerados e, consequentemente, maior é o dano causado pelo stress oxidativo.215 É consensual 

que o mecanismo de ação desta classe de compostos está ligado ao processo de redução in vivo 

do grupo nitro e à subsequente interação dos produtos formados, a partir desta reação, com 

biomoléculas essenciais de bactérias, fungos e parasitas.214,216  No entanto, em alguns casos, pode 

também resultar da interação desses compostos com recetores, sem que a redução catalítica do 

grupo nitro seja o elemento essencial da bioatividade do composto. 165 

1.2.4.1.1 A capacidade de redução. 

A capacidade de redução de certos sistemas enzimáticos em microrganismos aeróbios atinge 

valores de - 0,35 V, ao contrário dos anaeróbios que conseguem reduzir compostos nitro em 

valores de - 0,5 V. Esta diferença de potencial de redução entre os vários nitrocompostos resulta 

numa base importante para a compreensão da toxicidade seletiva para os microrganismos. Além 

disso, a ativação redutiva em anaeróbios só é possível numa faixa limitada de potencial de 

determinados sistemas enzimáticos, o que comprova a seletividade de alguns compostos.215,219 

Os valores dos potenciais de redução de alguns nitrocompostos podem ser observados na Figura 

25. 
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Figura 25 Intervalo de variação do potencial de redução dos nitrocompostos e do 

oxigénio.165
 

A facilidade de redução de alguns nitrofuranos (Figura 25) mostra que o grupo nitro é reduzido 

por microrganismos aeróbios e anaeróbios, justificando a perda de seletividade destes compostos. 

Neste contexto, a nitrofurantoína, por exemplo, apresenta nitrorredução eficiente (cerca de -0,3 V) 

em meio contendo alta concentração das enzimas do citocromo P-450, dependente de NADPH, de 

mamíferos, comprovando a falta de seletividade de alguns nitrocompostos contra bactérias e 

humanos.220  

1.2.4.1.2 Nitrorredutases 

Em sistemas biológicos maioria dos nitrocompostos requerem redução enzimática para induzir 

os efeitos terapêuticos e citotóxicos.168 As nitrorredutases são enzimas capazes de catalisar a redução 

do grupo nitro e utilizam mononucleótido de flavina (FMN) ou dinucleótido de flavina e adenina 

(FAD) como grupo prostético e nicotinamida adenina dinucleótido (NAD(P)H) como agente 

redutor.230,231 Estruturalmente, as nitroreductases são proteínas homodiméricas, com subunidades 

constituídas por α-hélice e estruturas β, sendo que as subunidades se unem formando uma cavidade 

hidrofóbica onde ficam localizados o grupo  prostético e o sítio ativo da enzima.231,232 

1.2.4.1.2.1 Classificação das nitrorredutases 

Dois grupos de nitrorredutases foram bioquimicamente caracterizados: as nitrorredutases 

insensíveis ao oxigénio (tipo I) que realizam uma redução sequencial do nitrocomposto transferindo 

dois eletrões do NADPH ou NADH para o grupo NO2
-, levando à formação de intermediários 

nitroso, hidroxilamina e aminas primárias;232,233 e as nitrorredutases sensíveis ao oxigénio (tipo II), 

que catalisam a redução sequencial do nitrocomposto pela transferência de um eletrão dos agentes 

redutores para o grupo NO2
-, produzindo um radical nitroanião que reage com oxigénio e origina 
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superóxido, regenerando o nitrocomposto original (Figura 30). Este "ciclo fútil" pode causar “stress” 

oxidativo ao produzir grande quantidade de superóxido.235,236 As nitrorredutases do tipo I participam 

na redução de uma variedade de nitrocompostos, incluindo nitrofuranos, nitrobenzenos, nitrofenóis, 

nitrobenzoatos, nitrotoluenos, nitroimidazóis, entre outros.220 As nitrorredutases de tipo II são menos 

estudadas. 

As nitrorredutases compreendem uma família de proteínas conservadas evolutivamente e 

originalmente identificadas em eubactérias.220 As nitrorredutases do tipo I ou insensíveis ao oxigénio, 

podem ser classificadas em duas famílias ou grupos principais representadas pelas nitrorredutases de 

Escherichia coli NfsA (grupo A) e NfsB (grupo B), respetivamente (Figura 26), sendo que estes 

grupos possuem baixa similaridade entre si.220,237  

As nitrorredutases são amplamente distribuídas entre as bactérias. Pelo contrário, as 

nitrorredutases em eucariotas são bastante restritas. Em mamíferos existem algumas enzimas 

funcionalmente semelhantes às nitrorredutases do tipo I, como a NAD(P)H-quinona oxidoredutase 

(DT - diaforase) e a xantina desidrogenase. No entanto, ambas as enzimas não são filogeneticamente 

relacionadas e não possuem o domínio característico da família.238 Entretanto, uma proteína com 

domínio de nitrorredutases foi descrita em humanos, a iodotirosina deiodinase, envolvida na 

produção da hormona da tiroide.239, 167  

 

Figura 26 Árvore das nitrorredutases do tipo I ou insensíveis ao oxigénio.220 

1.2.4.1.2.2 Estrutura das nitrorredutases 

As estruturas cristalinas de muitas nitrorredutases foram determinadas.239,240,242 Apesar da 

variação na sequência de aminoácidos, as estruturas 3D das nitrorredutases é muito semelhante 
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(Figura 27A). As nitrorredutases não possuem metais na estrutura da enzima ou do grupo sulfidrilo 

no sítio ativo.243 Além disso, compartilham uma estrutura globular homodimérica, dobra α + β das 

subunidades, com massa molecular monomérico de 20-30 kDa. Possuem um núcleo hidrofóbico 

central consistindo em folhas beta em cadeia circundadas por hélices alfa onde estão localizados os 

domínios conservados para a ligação FMN (Figura 27A) e o sítio ativo da enzima para interação com 

NAD(P)H e substratos (Figura 27B).243 

 

Figura 27 Estrutura das nitrorкedutases.167 

(A) Dobra global do homodímero de NfsB; o grupo prostético FMN é mostrado 

como esferas de "Wan der Waals". As α-hélices (vermelho) são marcadas de 1 a 

12 e β- folhas (amarelo) são representados de 1 a 5. (B) O sítio ativo é loteado na 

interface do dímero, e os resíduos de monómeros (cadeia A em vermelho e a 

cadeia B em azul) contribuem para a ligação ao FMN. 

Os grupos prostéticos FMN estão ligados em bolsas profundas na interface do dímero e interagem 

com resíduos de ambos os monómeros, formando ligações de hidrogénio com uma subunidade e 

contatos hidrofóbicos para ambos (Figura 27B e Figura 28A).243 Este conjunto de interação com 

FMN é bem conservado em todas as nitrorredutases e envolve resíduos idênticos ou semelhantes.242  

 

Figura 28 Estrutura das nitrorredutases. 167  

(A) A estrutura do NfsB complexado com ácido nicotínico. A superfície da proteína, 

mostrada ao fundo, é colorida conforme o seu potencial eletrostático. Azul indica 

mudança positiva, vermelho indica carga negativa e carga branca neutra. (B) Figura 

enfatizando a alfa-hélice 8 (com resíduo Phe124 em vermelho) em contato com o sítio 

ativo da nitrorredutase NfsB. 
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Figura 29 Estrutura das nitrorredutases. 167 

A interação iónica e a ligação de hidrogénio estabilizam o FMN no sítio ativo. Os 

resíduos de aminoácidos representados estão bem conservados em todas as 

nitrorredutases (ou resíduos semelhantes). 

As nitrorredutases do grupo NfsA/Frp usam NADPH como fonte de eletrões, enquanto o 

grupo NfsB/FRaseI pode usar NADH ou NADPH.232,244 A especificidade de NADPH está 

associada a dois requisitos: o grupo 2`-fosfato de NADPH interage com Arg203 e o anel de 

nicotinamida de NADPH que está localizado próximo ao anel de isoloxazina de FMN para 

transferência de ião hidreto entre os dois anéis (Figura 28A).245 Nesse sentido, resíduos 

carregados positivamente, como arginina, lisina e histidina, estão envolvidos no 

reconhecimento do grupo 2`-fosfato do NADPH por meio de um átomo de hidrogénio.232,240 

Em NfsB, o anel de nicotinamida de NAD(P)H é colocado entre o anel de flavina 

isoaloxazina e o resíduo Phe124.243 Em NfnB de M. smegmatis o fosfato  2` faz apenas uma 

ponte salina com resíduo Arg105 (Phe124 em NfsB), o que pode explicar porque NfnB não 

mostra especificidade significativa para NADPH ou NADH. Um mecanismo semelhante 

deve ocorrer em outras enzimas do grupo B, explicando a plasticidade desses dois 

cofatores.241  

Além disso, o estado de oxidação do FMN influencia a orientação espacial do substrato 

no sítio ativo.232 Portanto, a distribuição de carga nos anéis FMN, que se altera com a redução, 

pode ser uma determinante chave da ligação ao substrato e reatividade em flavoproteínas com 

ampla especificidade de substrato.244 No NfsB, a ampla especificidade do substrato é 

explicada pela plasticidade inerente da hélice 8 que contém o resíduo Phe124 (ou semelhante 

em outras nitrorredutases), mostrando uma elevada variabilidade na posição para acomodar 
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substratos de tamanhos diferentes (Figura 28B).232,243 Além disso, a mutação de Arg203 em 

NfsA equivalente a Phe124 em NfsB afeta a especificidade do substrato.232,244 Estes e outros 

resíduos do sítio ativo variam entre as nitrorredutases, sugerindo que podem desempenhar 

um papel na determinação das preferências do substrato. 232,243 

A inspeção de estruturas de nitrorredutases sugere um modo de ligação de substrato 

comum: compostos nitro são todos posicionados com o seu empilhamento de porção 

nitrobenzeno (nitrofurano, nitroimidazol) paralelo ao anel de isoaloxazina FMN e grupo nitro 

poente em ~ 3,5 A para FMN. Devido ao espaço limitado entre o sítio ativo, o substrato inicial 

(NADPH/NADH) e o segundo substrato (composto nitro) não se podem ligar 

simultaneamente ao sítio ativo.243 Tal mecanismo implica que NAD(P)H e o segundo 

substrato deve se ligar ao sítio ativo da nitrorredutase de modo que o anel de nicotinamida 

reduzido de NAD(P)H se aproxime do anel de isoaloxazina de FMN suficientemente 

próximo para permitir a transferência eficiente de hidreto, reduzindo então o FMN. 

Posteriormente, o NAD(P)+ é liberto e o segundo substrato se liga na bolsa do sítio ativo, 

permitindo a transferência reversa de eletrões da porção de flavina para o efeito de 

redução.240,243,244  

O sítio ativo da proteína IYD é estruturalmente semelhante ao sítio ativo NfsB, onde o 

substrato monoiodotirosina (MIT) se liga de forma semelhante ao ácido nicotínico no sítio 

ativo NfsB (Figura 28B).239 A química promovida por esta enzima é provavelmente bem 

diferente das nitrorredutases insensíveis ao oxigénio porque sua função biológica parece 

envolver a degradação do FMN ligado pelo oxigénio molecular.239 Mecanismo semelhante 

ocorre na redução realizada pela enzima BluB (5,6-dimetilbenzimidazol sintase).246  

A análise da estrutura das nitrorredutases revela uma plasticidade inerente do sítio ativo 

para a ligação do substrato e variabilidade nos resíduos de aminoácidos que participam nas 

suas interações, explicando assim as diferentes atividades da nitrorredutase para 

nitroaromáticos e outros compostos e também sugere que essas enzimas podem participar em 

diferentes funções metabólicas nos organismos.167 

1.2.4.1.3 Mecanismo de redução por nitrorredutases 

Uma sequência generalizada para a via bioredutiva envolve a formação um derivado 

nitroso, um anião de radical nitro, um radical nitroxilo, hidroxilamina e uma amina primária 

(Figura 31). Problemas de toxicidade associados a compostos nitro foram atribuídos a cada 

um desses intermediários. O derivado de hidroxilamina são particularmente responsáveis 
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pela meta-hemoglobinemia, enquanto os efeitos cumulativos do anião de radical nitro, 

derivados nitroso ou hidroxilamina esterificada (por exemplo, derivados de sulfato) são 

considerados responsáveis pelas atividades mutagénicas e carcinogénicas. O anião 

superóxido, peróxido de hidrogénio e radicais hidroxilo formados durante o ciclo redox do 

anião do radical nitro também podem levar à carcinogenicidade.212 Além disso, há evidências 

que sugerem que as hidroxilaminas são convertidas em iões de nitrénio reativos, que podem 

reagir com o DNA.213  

A redução completa destes compostos (Figura 31) envolve 6 eletrões até o derivado 

amino, embora o intermediário hidroxilamina, envolvendo 4 eletrões, seja o produto final da 

biorredução de alguns nitrocompostos. 

 

Figura 30 Mecanismo geral de redução por nitrorredutases 

1.2.4.1.3.1 Mecanismo de redução por nitrorredutases. Rota anaeróbia 

 

Figura 31 Mecanismo biorredutivo de nitrocompostos. Rota anaeróbia. Continuação 

da Figura 30.  

Em condições anaeróbias, o anião radical formado na primeira etapa pode ser 

transformado na hidroxilamina. Ambos constituem os principais intermediários ou 



42 

 

metabólitos do processo de redução enzimática do grupo nitro até amino. O radical Ar-NO2
•- 

e o derivado hidroxilamina (Ar-NHOH) podem interagir com o DNA celular, o que resulta 

nos efeitos biológicos observados. Todavia,  outros intermediários também apresentam 

atividade biológica, entre as quais, a toxicidade ao DNA supostamente causada pelo radical 

Ar-NO2H
•+ e a inativação enzimática desempenhada pelo derivado nitroso (Ar-NO), foi 

apresentado como um eliminador eficiente de tióis essenciais na célula, sendo este último 

então submetido a uma /H+redução adicional à amina (Figura 31).165  

1.2.4.1.3.2 Mecanismo de redução por nitrorredutases. Rota aeróbica 

 

Figura 32 Mecanismo biorredutivo de nitrocompostos. Rota aeróbica. Continuação 

da Figura 30.  

Em condições aeróbicas, o anião do radical nitro reage com o oxigénio, presente no meio, 

para formar radical superóxido.214 Este radical, por sua vez, sofre ação de enzimas como a 

superóxido dismutase (SOD), formando peróxido de hidrogénio (H2O2) que pode 

desestruturar membranas biológicas e também reagir com enzimas ferrodoxinas, liberando 

espécies reativas (OH•) que são tóxicas para as células bacterianas e parasitárias (Figura 

32).214-216  

De acordo com a Figura 31 e a Figura 32, pode ser concluído que o processo de redução 

depende da estrutura do nitrocomposto e do meio onde ocorre. As bactérias podem conter os 

dois tipos de nitrorredutases, embora neste processo a receção de 1 eletrão a partir do primeiro 

passo de redução do grupo nitro, demonstrado pelo par Ar-NO2/Ar-NO2
•-, seja a etapa 

principal responsável pela ação biológica da maioria dos nitrocompostos (Figura 30).214-216   

1.2.4.1.4 Interação dos compostos que contêm grupo nitro com recetores. 

O efeito biológico, em alguns casos, pode também resultar da interação desses compostos 

com recetores específicos, sem que a redução catalítica do grupo nitro seja o elemento 
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essencial da bioatividade do composto. A porção nitro é um substituinte pequeno e 

moderadamente polar capaz de se ligar a hidrogênio.165  

 

Figura 33 Interações de contacto entre grupo nitro e funcionais grupos no centro 

ativo da enzima.163 

A maioria dos compostos nitrados, no entanto, apresenta o mecanismo de biorredução 

enzimática, o que resulta na formação de radicais livres com toxicidade preferencial para células 

bacterianas e parasitárias.165  

1.2.4.2 Problemas de Toxicidade 

Apesar dessas amplas aplicações, а metabolização de nitrocompostos pode levar à formação 

de intermediários tóxicos, genotóxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos209,210 e esta é 

indubitavelmente a razão para evitar estes compostos na maior dos casos. Muitos 

nitrocompostos podem gerar espécies reativas de oxigénio e de azoto (ERO e ERNs, 

respetivamente) que podem reagir com biomoleculas.211 Desta forma, esses compostos têm 

atraído considerável atenção devido ao seu risco potencial para a saúde humana.167 

Concomitantemente, a toxicidade seletiva com compostos nitroaromáticos e heteroaromáticos 

também forma a base da quimioterapia que resulta no envenenamento de bactérias, parasitas ou 

células tumorais sem prejudicar o organismo hospedeiro, ou as células normais.164 Оs químicos 

medicinais têm se esforçado constantemente  para explorar o potencial bioativo de compostos 

nitroaromáticos e heteroaromáticos em diversas aplicações, desde o tratamento de infeções 

parasitárias ao cancro e em muitas doenças dependentes da expressão de enzimas. Geralmente, 

as questões relacionadas com tais agentes são de fato contraditórias, visto que o grupo nitro é 

considerado tanto um farmacóforo, ou parte integrante do farmacóforo, quanto um toxicóforo 

ou alerta estrutural.162  
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O risco de mutagenicidade é uma das principais razões pelas quais os nitroarenos são menos 

preferidos na área de desenho de fármacos. O grupo nitro e a sua localização nos anéis 

aromáticos influenciam a ligação ao DNA e o perfil mutagénico de um composto aromático. 

Tem sido amplamente sugerido que a redução do grupo nitro desempenha um papel crítico na 

mutagénese, visto que os principais aductos de DNA formados com compostos nitroaromáticos 

foram isolados e caracterizados. No entanto, há uma diferença nas taxas de formação e nos 

locais onde podem ser introduzidos preferencialmente. Há uma assinatura característica de 

especificidade mutagénica associada a cada mutagénio e, portanto, eles exercem efeitos 

mutagénicos diferenciais.209 

Ao mesmo tempo, não todas as moléculas contendo um grupo nitro é mutagénico, e o 

campo de descoberta de medicamentos antituberculosos exemplifica isso. Delamanida (29), 

BTZ043 (31) e pretomanida (PA-824, 30) representam fármacos antituberculosos em 

desenvolvimento clínico que não foram considerados mutagénicos.221,222 

Numerosos estudos estão sendo conduzidos para resolver o problema de mutagenicidade de 

fármacos contendo grupos nitro. Um interessante estudo com o objetivo de mitigar a 

mutagenicidade de compostos nitro foi conduzido por Landge et al.223 A investigação levou à 

identificação de compostos à base de benzotiazol contendo grupos nitro que eram não 

mutagénicos e demonstraram perfis de segurança melhorados. Fatores eletrónicos e o 

posicionamento adequado de substituintes na vizinhança do grupo nitro (fatores 

estereoeletrónicos) foram considerados críticos na modulação do perfil mutagénico dos 

compostos.223  

Outros estudos foram realizados por Shamovsky et el. para determinar a relação estrutura-

genotoxicidade para aminas aromáticas. A investigação foi baseada num claro entendimento de 

que a ativação de ArNH2 é geralmente iniciada com N-hidroxilação pelas enzimas P450 

(CYP1A2). A mesma via é seguida pelos nitroarenos após sofrer nitrorredução por uma 

nitrorredutase bacteriana em hidroxilaminas. Além disso, a geração de iões nitrénio pela 

dissociação heterolítica de hidroxilaminas e os seus ésteres são catalisada por protonação em 

condições ácidas. Concluiu-se que alterações estruturais nas frações ArNH2 possibilitando o 

rompimento da compatibilidade geométrica com CYP1A2 dificultam a abstração de protões ou 

desestabilizam fortemente o ião nitrénio, evitando a genotoxicidade.224-226 Os grupos 

hidroxilamino, nitro e nitroso são capaz de gerar grupos amina por conversão metabólica. Além 

disso, a formação de N-hidroxilaminas por redução catalisada por enzimas microssomais e 

citosólicas também é responsável pela ativação inicial de hidrocarbonetos nitroaromáticos. 
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Nesse contexto, a nitrorredução microssomal também parece depender do complexo do 

citocromo P-450.227 Оs resultados desses estudos de estrutura-genotoxicidade podem ser úteis 

para a classe de compostos contendo grupos nitro, sendo essencialmente aminas mascaradas.   

Outro estudo foi conduzido por Boechat et al. avaliar uma série de nitroimidazóis quanto à 

genotoxicidade (o ensaio do cometa) e mutagenicidade (o ensaio salmonella/microssoma). Os 

resultados deste estudo indicaram que a colocação de um grupo nitro em C-4 e um grupo −CH3 

em C-2 em nitroimidazóis diminuiu os efeitos genotóxicos.229   

Apesar das preocupações de segurança válidas em torno dos compostos nitroaromáticos, há 

um interesse contínuo no seu uso como terapêutica, particularmente para doenças infeciosas e 

cancro. Nestes casos, o objetivo é desenvolver compostos que sejam seletivamente tóxicos de 

forma que o composto mate o agente infecioso/células cancerosas sem prejudicar o 

hospedeiro/células normais.162  

1.2.4.3 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro 

Têm sido feitos diversos estudos sobre agentes antituberculosos contendo grupos nitro, a 

maioria deles relacionados com a modificação da estrutura. Um estudo envolveu a substituição 

bioisostéra do grupo nitro numa tentativa de eliminar ou diminuir a toxicidade. Contudo, de 

modo geral os análogos sem o grupo nitro, mostraram ser menos ativos. Compostos como os 

nitroimidazóis e as benzotiazinonas mostraram grande potencial contra infeções por M. 

tuberculosis, incluindo delamanida (29)248,249 e pretomanida (30) (dois nitroimidazóis) e a 

benzotiazinona BTZ043 (31).51,250 Os nitrocompostos são geralmente ativados no M. 

tuberculosis por diferentes reações enzimáticas, levando a diferentes mecanismos de ação 

(Figura 34, Figura 39).  

1.2.4.3.1 Agentes antituberculosos ativados  pelas nitrorreductases 

micobacterianas .  

Pretomanid (30), possuindo uma  estrutura de 5-nitroimidazooxazina, e delamanida (29), 

contendo  um esqueleto de 5-nitroimidazooxazol, são potentes inibidores da replicação ativa de 

latente de M. tuberculosis. Os 4-nitroimidazóis bicíclicos PA-824 (30) e delamanida (29) são 

pró-fármacos metabolizados pelo M. tuberculosis e ativados por Ddn, uma nitrorredutase 

dependente de deazaflavina.251  O composto sofre biorredução do grupo nitro aromático a um 

intermediário anião de radical nitro reativo na célula e é assim ativado. A inibição da síntese de 

lípidos e proteínas da parede celular é considerada o principal mecanismo de ação do 

pretomanída (30), mas o seu efeito contra bactérias não replicantes indica que a inibição da 
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biossíntese da parede celular não é o único modo de ação.51,222 Delamanida (29) também é um 

pró-fármaco que precisa ser ativado pelo M. tuberculosis.248,238,249 Os intermediários reativos, 

formados durante a conversão para os principais desnitro-metabólitos, são considerados como 

tendo um papel vital na inibição da produção de ácido metoxicólico e cetomicólico em bacilos 

replicantes,252 enquanto a geração de espécies reativas de azoto é a principal causa da atividade 

anaeróbia dos compostos (Figura 34). 247,251 

 

Figura 34  Mecanismos de ativação e ação de nitroimidazóis e 

nitrotienopirimidinas.77  

O Ddn ativa os nitroimidazóis, que poderiam exercer a sua atividade antitubercular contra 

bacilos replicantes e não replicantes por meio de diferentes metabólitos intermediários da 

reação. Da mesma forma, Rv2466c ativa os nitrotiofenos, provavelmente libertando 

intermediários tóxicos. (Figura 34) Rv2466c é uma redutase tipo tiorredoxina que usa tióis 

intracelulares como substratos. 247 

Com base nos resultados pré-clínicos positivos obtidos com compostos de cloroquinolina 

ligados a 2-nitroimidazol, foi também investigado o potencial antituberculose de amidas e 

sulfonamidas com base em 3-nitrotriazol e 2-nitroimidazol contra M. tuberculosis H37Rv3 

aeróbico usando o ensaio de viabilidade celular BTG (BacTiter-Glo) de bactérias. Algumas 

das sulfonamidas (35) exibiram uma tendência positiva com o aumento da lipofilicidade; 

entretanto, não foi observada dependência entre a atividade antimicobcteriana e o potencial 

de redução de um eletrão. Em geral, os nitrotriazóis demonstraram atividade 

antimicobacteriana inalterada no ensaio BTG contra estirpes resistentes (Figura 35).253 A 

avaliação da atividade antituberculose desses compostos levou à identificação dos compostos 

36 e 37, que exibiram potencial contra o M. tuberculosis aeróbio e hipóxico e também 
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possuíam atividades bactericidas e antituberculosos intracelulares. Os compostos 38, 39 e 40 

foram considerados seletivamente ativos contra o M. tuberculosis aeróbio. O composto 39 

também exibiu boas características ADMET in vitro, demonstrando excelente 

permeabilidade, baixa taxa de efluxo, boa estabilidade microssomal e química e uma baixa 

hepatotoxicidade (Figura 35).200  

 

Figura 35 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro.10 

Baseados no núcleo de 4-nitropirrol foram sintetizados uma série de novos derivados 

1,3,4-oxadiazol como agentes antimicrobianos e antituberculosos. Os compostos 41, 

42, 43 e 44 mostraram  potencial antitubercular significativo, com valores CIM de 0,81 

μg/mL, 0,46 μg/mL, 0,72 μg/mL e 1,8 mg/mL, respetivamente. Entre eles, o composto 

41 foi quase equipotente à isoniazida (3) (0,40 mg/mL). Os resultados do estudo foram 

encorajadores, uma vez que todos os compostos foram considerados não tóxicos quando 

testados em células de mamíferos usando a linha celular VERO (Figura 36).254  

 

Figura 36 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro.10
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Também foi sintetizada uma série de conjugados 4-nitropirrol-semicarbazida, 

baseado no  biopotencial de alcalóides bromopirrol e derivados de semicarbazida para 

atividade antimicrobiana. Os híbridos  com NH do pirrol livre foram mais potentes 

contra o M. tuberculosis em comparação com os análogos N-metilados.  

As tiossemicarbazidas mostraram melhor atividade antitubercular do que as 

semicarbazidas. 

Entre os compostos sintetizados, os híbridos 45, 46 e 47 tiveram valores de CIM de 

0,50, 0,56 e 0,67 μM, respetivamente, contra M. tuberculosis H37RV (Figura 36).255 

Além disso, foram sintetizados os híbridos de triazóis ligados a nitrofuramida e 

avaliados quanto à sua atividade antitubercular contra M. tuberculosis H37Rv. Os 

resultados da investigação foram encorajadores, pois composto 48 (CIM = 0,25 μg/mL) 

mostrou ser muito ativo. A maioria dos outros compostos sintetizados no estudo 

apresentou baixa  citotoxicidade.256 

 

Figura 37 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro.10 

As nitrofuranilamidas também são alvos interessantes no desenvolvimento de novos 

medicamentos antituberculose. Assim foram sintetizados uma série de 

nitrofuranilamidas e feitos ensaios de screening contra a inibição da mutase UDP-Gal 

do M. tuberculosis. A avaliação biológica indicou que os valores de CIM não se 

correlacionaram com a inibição da mutase UDP-Gal, indicando que o potencial 

antitubercular dos compostos pode ser atribuído a um alvo celular primário alternativo. 

Com base nos resultados in vitro, os compostos promissores foram avaliados 

posteriormente em estudos in vivo num modelo de ratinho de infeção por tuberculose. 

Entre os compostos testados, o composto 49 demonstrou efeitos antituberculosos 

substanciais (Figura 37).257 

Karabanovich et al. sintetizaram uma série de estruturas de 1,3,4-oxadiazol e 1,3,4-

tiadiazol como substitutos bioisostéricos de tetrazóis 2,5-dissubstituídos que já tinham 
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mostrado atividade antitubercular. Foi demonstrada uma atividade substancial contra 

M. tuberculosis suscetível a fármacos e multirresistente pela maioria dos compostos, e a 

substituição 3,5-dinitro foi considerada indispensável para a atividade 

antimicobacteriana. Além disso, um efeito antimicobacteriano altamente seletivo foi 

demonstrado pelos compostos, uma vez que não possuíam efeitos inibitórios contra 

outras bactérias ou fungos. Baixas toxicidades in vitro contra quatro linhas de células 

de mamíferos e em hepatócitos humanos primários isolados, juntamente com a ausência 

de mutagenicidade estavam entre as conclusões importantes do estudo. O composto 

ativo (50) revelou um perfil de toxicidade favorável e exibiu uma potência comparável 

à da rifampicina contra a estirpe de M. tuberculosis 18b-Lux não replicante  sensível à 

estreptomicina (Figura 37).258 

Entre os compostos nitro ativados enzimaticamente recentemente descobertos, um 

dos mais promissores é a tienopirimidina TP053 (61), ativa contra células replicantes e 

não replicantes de M. tuberculosis.265 TP053 (61) é ativado por Rv2466c, um membro 

da superfamília tiol-dissulfeto oxidoredutase, e é responsável pela redução do grupo 

nitro (Figura 30). No entanto, embora o mecanismo de redução de TP053 (61) por 

Rv2466c tenha sido extensivamente investigado, seu modo de ação preciso permanece 

desconhecido. À semelhança de outros compostos nitro, a geração de radicais aniónicos 

tóxicos ou de outros compostos altamente reativos, como os derivados nitroso ou 

hidroxilamina resultantes da redução da porção nitro, ainda não foi excluída.265,266 
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Figura 38 Agentes antituberculosos contendo grupos nitro. Estrutura de TP053 

1.2.4.3.2 Agentes antituberculosos ativados pelo DprE1. 

Por outro lado, o mecanismo de ativação da benzotiazinona (BTZ) é muito diferente; 

uma vez oxidados pelo próprio alvo (DprE1), esses compostos, sendo inibidores 
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suicidas, ligam-se ao sítio ativo da enzima, bloqueando covalentemente a sua atividade. 

(Figura 39) 

 

Figura 39 Mecanismos de ativação e ação de benzotiazinonas.77  

A 1,3-Benzotiazin-4-onas (benzotiazinonas, BTZs) mostrarem grande atividade 

contra M. tuberculosis in vitro e in vivo. O composto BTZ-043 (31), um análogo da 

benzotiazina, demonstrou um potencial notável para matar M. tuberculosis in vitro, ex 

vivo e em modelos de ratinho de TB apresenta uma CIM de 1 ng/mL contra M. 

tuberculosis H37Rv. Este é um perfil de atividade extraordinário quando comparado 

com as terapêuticas existentes, como a isoniazida (3). As benzotiazinonas (BTZs) são 

inibidores suicidas da decaprenilfosforil-β-d-ribose oxidoredutase DprE1, uma enzima 

essencial envolvida na biossíntese da parede celular, levando à inibição da enzima pela 

conversão do grupo nitro em nitroso e uma ligação covalente subsequente com Cys387 

de DprE1.259,260 O estudo também indicou que BTZ-043 (31) e os outros compostos 

nitroaromáticos (51-54), apesar da sua diversidade estrutural, possuem um mecanismo 

de ação comum, representando assim uma nova família  de agentes antimicobacterianos 

(Figura 40A).261 
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Figura 40 Benzotiazinonas e heterociclos relacionados como pró-fármacos 

antituberculosos.10  

BTZ-043 (31) pode ser definido como um núcleo BTZ, contendo três substituintes (R1, R2 e R3). 

As relações estrutura-atividade indicam que as modificações em torno dos grupos R1 e R2, não são 

benéficas, mas que uma variação na estrutura do grupo R3 é viável. Baseando-se nestes SAR, 170 

compostos BTZ foram sintetizados por Karoli et al. Os grupos nas posições R1 e R2 permaneceram 

como NO2 e CF3, e foram feitas várias alterações na posição R3. Os ensaios biológicos levaram à 

identificação de vários compostos com melhor atividade contra MDR-TB. Além disso, os compostos 

apresentaram estabilidade microssomal, metabólica e plasmática favorável e baixa toxicidade 

(Figura 40B).262 

Tiwari et al. desenvolveu vários compostos do tipo sulfonamida nitroaromática, amida reversa5 e 

classes de éster de agentes anti-TB, usando uma estratégia de simplificação de estrutura. Os efeitos 

substanciais do BTZ-043 (31) levaram os autores a explorar a influência de fármacos funcionais, 

como sulfonamidas, amidas reversas e ésteres ligados a anéis nitroaromáticos, na atividade anti-TB. 

A avaliação biológica dos compostos sintéticos contra a estirpe H37Rv indicou que sulfonamidas 

simples e análogos de éster de ácido nitrobenzóico com substituintes dinitro foram mais ativos do 

que as amidas reversas, mas sua potência não foi próxima à de BTZ043 (31). A diferença no perfil 

de atividade foi atribuída ao anel aromático deficiente em eletrões nos nitroaromáticos, conforme 

evidenciado pela atividade dos compostos 55-57. O estudo concluiu que os anéis aromáticos 

                                                 
5 Amida reversa é uma amida com a ligação amida feita ao contrário. 
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deficientes em eletrões como, por exemplo, os nitroaromáticos foram fundamentais para 

potencializar a bioatividade (Figura 41).198 

 

Figura 41 Benzotiazinonas e heterociclos relacionados como pró-fármacos 

antituberculosos.10
 

Tiwari et al. desenvolveu e sintetizou novos agentes anti-TB, sucessores de BTZs e outros 

compostos nitroaromáticos. Os compostos sintetizados apresentaram potencial antitubercular 

promissor e não eram tóxicos. Uma revelação importante do estudo foi a suscetibilidade do carbono 

aromático não substituído entre os grupos que retiram eletrões dos compostos 58 e 31 à substituição 

por nucleófilos como tiolatos, cianetos e até hidretos. Isso mediou a redução não enzimática dos 

grupos nitro aos correspondentes intermediários nitroso por adição ao carbono aromático deficiente 

em eletrões não substituído presente nesses compostos. No geral, o estudo apresenta um possível 

mecanismo alternativo com o qual os compostos nitroaromáticos podem exercer efeitos 

antituberculosos. O mecanismo prossegue via tiol (ate) de cisteína ou uma fonte de hidreto no sítio 

ativo de DprE1, desencadeando uma redução do grupo nitro semelhante aos procedimentos de reação 

na reação de von Richter aos intermediários nitroso, iniciando assim a inibição de DprE1 (Figura 

41).264  

1.2.5 Objetivo do trabalho 

Estudos recentes com o objetivo de encontrar pró-fármacos ativas contra as formas resistentes e 

multirresistentes do M. tuberculosis3-5,37  mostraram que alguns ácidos fracos possuíam atividade 

significativa sobre o M. tuberculosis e que álcoois de cadeia longa (LCA) empregues em pró-

fármacos como transportadores também possuíam atividade relevante. Surgiu então a ideia de obter 

pró-fármacos mútuos contendo os dois componentes unidos por de uma ligação éster. Esses 

compostos podem ter potencialmente uma ação sinergística e uma melhora na penetração das 

micobactérias devido à sua lipofilia adequada. 

Devido ao fato dos derivados de ácidos fracos contendo o grupo nitro terem sido especialmente 

interessantes em termos de atividade e toxicidade,9,10,21 esta tese se concentrará na obtenção de 

derivados entre ácidos fracos contendo grupos nitro e LCA, ampliando a gama de ácidos fracos já 
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obtidos, no estudo da sua atividade, estabilidade e ativação e na exploração do mecanismo de ação 

dos compostos. Paralelamente, também foi decidido incluir no estudo pró-fármacos de amida, visto 

que as amidas são conhecidas por serem significativamente mais resistentes à hidrólise do que os 

ésteres.  

Este trabalho teve como principal objetivo a síntese de ésteres/amidas derivados de ácidos fracos 

contendo o grupo nitro e álcoois/aminas com cadeia longa. Foram sintetizados ésteres e amidas de 

ácido benzóico, ácido 4-nitrobenzóico, ácido 3.5-dinitrobenzóico e ácido 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzóico contendo comprimentos de cadeia linear de 4 a 16 átomos de carbono. 

Para além de síntese o trabalho compreendeu a avaliação da estabilidade dos compostos 

sintetizados em tampão fosfato a pH 7,4, em plasma humano e em homogenato de micobactéria. 

Com base nos estudos de estabilidade e atividade, pretende-se escolher compostos que sejam 

ativos nas micobactérias, e ao mesmo tempo, apresentem uma hidrólise lenta em plasma e uma 

ativação rápida na presença das micobactérias. Os compostos que apresentarem estas características 

poderão ser considerados potenciais pró-fármacos para o tratamento da tuberculose. 
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2 Resultados e Discussão dos Resultados 

2.1 Compostos testados 

Estudaram-se 20 ésteres (Tabela 3)  obtidos a partir do ácido benzóico (BA) ou de outros 

ácidos benzóicos substituídos e que foram divididos em 4 séries. A série 1 corresponde aos 

derivados benzoatos, a série 2 corresponde aos derivados 4-nitrobenzoatos, a série 3 corresponde 

aos derivados 3,5-dinitrobenzoatos e a série 4 corresponde aos derivados 3-nitro-5-trifluorometil-

benzoatos. Na série 1, sintetizaram-se os ésteres 1a, 1b, 1c e 1e; na série 2, os ésteres 2b e 2c; na 

série 3, os ésteres 3d e 3g na série 4, os ésteres 4a, 4b, 4c, 4d e 4e. Os ésteres 2a, 2e, 3a, 3b, 3c, 

3e e 3f pois existiam em laboratório. Os ésteres sintetizados de novo encontram-se  na Tabela 4. 

Também se estudaram e sintetizaram 20 amidas derivadas dos mesmos ácidos anteriormente 

descritos. A série 5 corresponde aos derivados benzamidas, a série 6 corresponde aos derivados 

4-nitrobenzamidas, a série 7 corresponde aos derivados 3,5-dinitrobenzamidas  e a série 8 

corresponde aos derivados 3-nitro-5-trifluorometilbenzamida (Tabela 5).  

Foram também estudados e sintetizados, 12 tioéteres. A série 9 corresponde aos derivados 

tiobenzoatos, a série 10 corresponde aos derivados 4-nitrotiobenzoatos, a série 11 corresponde 

aos derivados 3,5-dinitrotiobenzoatos e finalmente a série 12 corresponde aos derivados 3-nitro-

5-(trifluorometil)tiobenzoatos. A estrutura de todos os compostos estudados encontra-se na na 

Tabela 3 

Tabela 3 Estrutura molecular dos 20 ésteres, 20 amidas e 12 tioésteres de derivados 

dos ácidos fracos estudados.   

O

O

X

R

            

O

NH

X

R

    

O

S

X

R

 

1, X= H                                           5, X= H                                         9, X= H 

2, X= 4-NO2                                                        6, X= 4-NO2                                                   10, X= 4-NO2 

3, X= 3,5-NO2                                                   7, X= 3,5-NO2                                              11, X= 3,5-NO2 

4, X= 3-NO2, 5-CF3                                    8, X= 3-NO2, 5-CF3                                12, X= 3-NO2, 5-CF3 

ésteres X R amidas X R tioésteres X R 

 

 

H 

H  
 

 

H 

 

   

 

H 

 

1a C4H9 5a C4H9 9a C4H9 

1b C6H13 5b C6H13   

1c C8H17 5c C8H17 9c C8H17 

1e C12H25 5e C12H25 9e C12H25 
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ésteres X R amidas X R tioésteres X R 

  

 

4-NO2 

 

 

H  

 

4-NO2 

 

   

 

4-NO2 

 

 

2a C4H9 6a C4H9 10a C4H9 

2b C6H13 6b C6H13   

2c C8H17 6c C8H17 10c C8H17 

2e C12H25 6e C12H25 10e C12H25 

  

 

 

 

3,5-dNO2 

 

 

 

H   

 

 

 

3,5-dNO2 

 

 

 

   

 

 

 

3,5-dNO2 

 

 

3a C4H9 7a C4H9 11a C4H9 

3b C6H13 7b C6H13   

3c C8H17 7c C8H17 11c C8H17 

3d C10H21 7d C10H21   

3e C12H25 7e C12H25 11e C12H25 

3f C14H29 7f C14H29   

3g C16H25 7g C12H25   

  

 

3-NO2-5-

CF3 

H   

 

3-NO2-5-

CF3 

   

 

3-NO2-5-

CF3 

 

4a C4H9 8a C4H9 12a C4H9 

4b C6H13 8b C6H13   

4c C8H17 8c C8H17 12c C8H17 

4d C10H21 8d C10H21   

4e C12H25 8e C12H25 12e C12H25 

Foram realizados estudos de atividade antimicobacteriana e citotoxicidade para 

todos os compostos mencionados, bem como estudos de estabilidade em tampão fosfato 

e plasma humano. Além disso, foram realizados estudos de ativação pelas enzimas 

micobacterianas em homogenato de M.smegmatis.  

2.2 Síntese e Purificação dos Ésteres 

Neste trabalho, os ésteres foram sintetizados partindo dos ácidos correspondentes, 

os quais, após conversão nos respetivos cloretos de ácido (Método A) ou após a 

protonação do ácido carboxílico (Método B) reagiram com diferentes álcoois (butanol 

a hexadecanol). Recorrendo ao Método A foram testados duas condições de reação 

diferentes: no método A1, o ácido correspondente é dissolvido no álcool 

correspondente, após o qual é adicionado cloreto de tionilo. A reação ocorre sob refluxo 

durante 5h (temperatura); no método A2, o cloreto de ácido correspondente é formado 

por refluxo a 88 °C durante 3 horas. Depois da formação do cloreto de ácido é 

adicionado o álcool correspondente e diclorometano (DCM) mantendo-se a mistura 

reacional sob refluxo durante 24h (Figura 42). Pelo Método B, realizaram-se reações 

de esterificação de Fisher usando ácido sulfúrico como catalisador (Figura 42). 
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Figura 42 Esquema geral das sínteses dos ésteres de derivados de ácidos fracos. 

2.2.1 Ésteres de derivados do ácido benzóico.  

Todos os ésteres derivados de ácido benzóico foram sintetizados pelo método A1, exceto para 

os compostos 1b e 3g. O composto 3g pelo método A1 formou vários produtos e por consequência 

não era possível purificá-lo. A síntese de composto 3g foi repetido por método A2. Todos os ésteres 

se encontrarem puros de acordo com a caracterização RMN. Na Tabela 4 encontram-se descritos 

os rendimentos e pontos de fusão dos compostos sintetizados. 

Tabela 4 Sumário das características e rendimentos obtidos dos ésteres de derivados 

do ácido benzóico.   

Composto X R Método Aspeto Rendimento / η (%) Ponto de Fusão (ºC 

1a  

 

H 

C4H9 А1 Óleo Amarelo 79 - 

1b C6H13 A2 Óleo Amarelo 51 - 

1c C8H17 А1 Óleo Amarelo 86 - 

1e C12H25 А1 Óleo Amarelo 72 - 

2b 4-NO2 C6H13 A1 Óleo Amarelo 70 - 

2c C8H17 A1 Óleo Amarelo 88 - 

3d 3,5-

dNO2 

C10H21 А1 Sólido Amarelo 99 42-44 

3g C16H33 А2 Sólido Amarelo 28 72-74 

4a 3-NO2-

5-CF3 

C4H9 A1 Óleo Amarelo 80 - 

4b C6H13 A1 Óleo Amarelo 84 - 

4c C8H17 A1 Óleo Amarelo 51 - 

4d C10H21 A1 Sólido Branco 84 40-42 

4e C12H25 A1 Sólido Branco 95 44-46 
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Os ésteres foram obtidos com rendimentos que variaram entre 28% e 99%. O baixo 

rendimento de composto 3g pode ser justificado por dificuldades na purificação do composto.   

2.3 Síntese e Purificação das Amidas 

Na série 5, sintetizaram-se as amidas 5a, 5b, 5c e 5e; na série 6, as amidas 6a, 6b, 

6c e 6e; na série 7, as amidas 7a, 7b, 7c, 7d, 7e, 7f e 7g e na série 8, as amidas 8a, 8b, 

8c, 8d e 8e. 

As amidas foram sintetizados partindo dos ácidos correspondentes, os quais, após 

conversão nos respetivos cloretos de ácido (Método C)  reagiram com diferentes aminas 

(butilamina a hexadecilamina). Recorrendo ao Método C foram testadas duas condições 

de reação diferentes: C1, onde o ácido correspondente é dissolvido em DCM, após o 

qual a amina e cloreto de tionilo são adicionados à mistura. A reação ocorre sob refluxo 

a 50 ºC durante 24h; no método C2 o primeiro passo é igual ao passo 1 do método A2 

da esterificação, o cloreto de ácido é formado sob refluxo a 88 ºC durante 3 horas. 

Depois a amina reage à temperatura ambiente durante 5h (Figura 43). 
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 X = H, 4-NO2, 3,5-dNO2, 3-NO2-5-CF3         R = butilo a hexadecilo
 

Figura 43 Esquema geral das sínteses das amidas de derivadas de ácidos fracos. 

2.3.1 Amidas de derivadas do ácido benzóico.  

Todas as amidas derivados de ácido benzóico foram sintetizados pelo método C2, 

devido ao fato que o método C1 leva a formação vários compostos o que complica a 



58 

 

purificação. Todos as amidas se encontravam puras de acordo com a caracterização 

RMN.  

As características físicas  e os rendimentos obtidos encontram-se na Tabela 5.  

Tabela 5 Sumário das características e rendimentos obtidos das amidas de derivadas 

do ácido benzóico.  

Composto X R Método Aspeto Rendimento / η (%) Ponto de Fusão (ºC) 

5a  

 

H 

C4H9 С2 Óleo Amarelo 84 - 

5b C6H13 С2 Sólido Amarelo 85 36-38 

5c C8H17 C2 Sólido Branco 80 38-40 

5e C12H25 C2 Sólido Amarelo 78 66-68 

6a 4-NO2 

 

C4H9 С2 Sólido Branco 93 104-106 

6b C6H13 С2 Sólido Branco 40 84-86 

6c C8H17 C2 Sólido Branco 40 82-84 

6e C12H25 C2 Sólido Branco 50 96-98 

7a 3,5-

dNO2 

C4H9 C2 Sólido Branco 47 102-104 

7b C6H13 С2 Sólido Amarelo 59 86-88 

7c C8H17 С2 Sólido Amarelo 43 72-74 

7d C10H21 С2 Sólido Amarelo 41 82-86 

7e C12H25 С2 Sólido Amarelo 93 94-96 

7f C14H29 С2 Sólido Amarelo 20 96-98 

7g C16H33 C2 Sólido Amarelo 86 102-104 

8a 3-NO2-

5-CF3 

C4H9 C2 Sólido Amarelo 84 72-74 

8b C6H13 C2 Sólido Branco 30 60-62 

8c C8H17 C2 Sólido Amarelo 35 70-72 

8d C10H21 C2 Sólido Branco 30 90-94 

8e C12H25 C2 Sólido Branco 47 110-112 

As amidas foram obtidas com rendimentos entre 20% e 93%. O baixo nível de 

rendimento de composto 7f pode ser justificado por dificuldades na purificação do 

composto. 

2.4 Síntese e Purificação dos Tioésteres 

Na série 9, sintetizou-se o tioéster 9a; na série 10, os tioésteres 10a e 10c e na série 

11, os tioésteres 11a e 11c. 

Os tioésteres foram sintetizados a partir dos ácidos correspondentes, os quais, após 

conversão nos respetivos cloretos de ácido (Método D) reagiram com diferentes tiois 

(butiltiol a dodeciltiol). No método de síntese dos tioesteres (Método D) o primeiro 

passo é igual ao paço 1 do método A2 da esterificação, o cloreto de ácido é formado 

por refluxo a 88 ºC durante 3 horas. Depois disso o tiol reage na sua forma neutra em 

diclorometano sob refluxo durante 2-5dias (Figura 44). 
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Este método mostrou-se efetivo na síntese de tioéteres de cadeia curta. Para a síntese 

de tioéteres de cadeia longa, a reação foi muito lenta e a percentagem do produto obtido 

foi baixa. 

O

OH

X

O

S

X

R

O

Cl

X

 X = H, 4-NO2, 3,5-dNO2,        R = butilo a dodecilo

D

SOCl2, 80 °C, 3h RSH, DCM, 50 °C, 2-5 dias

 

Figura 44 Esquema geral das sínteses dos tioésteres de derivados de ácidos fracos. 

2.4.1 Tioésteres de derivados do ácido benzóico.  

Todos os tioésteres se encontravam puros por RMN. As características e 

rendimentos obtidos encontram-se na Tabela 6. 

Tabela 6 Sumário das características e rendimentos obtidos dos tioésteres de 

derivados do ácido benzóico. 

Composto X R Método Aspeto Rendimento / η (%) Ponto de Fusão (ºC) 

9a H C4H9 D Óleo Amarelo 46 - 

10a 4-NO2 

 

C4H9 D Óleo Amarelo 55 - 

10c C8H17 D Óleo Amarelo 28 - 

11a 3,5-

dNO2 

C4H9 D Sólido Branco 75 50-52 

11c C8H17 D Sólido Amarelo 15 72-74 

2.5 Conclusões Gerais 

Os ésteres derivados de ácido benzóico foram sintetizados com rendimentos 

superiores a 50% pelo método A1. Os ésteres 1b e 3g foram sintetizados pelo método 

A2 com os rendimentos 51% e 28% respetivamente. O éster 3g apresentou baixo 

rendimento devido à necessidade de uma purificação adicional. A purificação foi feita 

por cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno. 

As amidas foram sintetizados com rendimentos superiores a 40% pelo método C2. 

A amida 6f apresentou baixo rendimento devido à necessidade de uma purificação 

adicional. A purificação das amidas 1a,1c,1e, 2a, 2c, 2e, 3a, 3b, 3c, 3d e 3e foi feita 

por cromatografia em coluna flash com uma mistura de hexano e acetato de etilo 7:3 e 

4:1 para amidas 3f e 3g.   
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Os tioésteres foram sintetizados com rendimentos superiores a 15% pelo método D. 

Devido ao fato dos tióis apresentarem baixa reatividade caso se sintetizem estes 

compostos novamente, o tiol deve ser ativado com um sal de metal alcalino. 

RSNa + R′COCl → R′COSR + NaCl 

2.6 Caracterização por Espetroscopia de Ressonância Magnética Nuclear  

Através da técnica RMN foram obtidos os espetros de protão (1H-RMN) e carbono 

(13C-RMN) em clorofórmio deuterado (CDCl3) e em metanol deuterado (MeOD).  

A partir dos vários espetros obtidos, que estão representados no Anexo A3. , foi 

possível fazer a identificação de cada um dos compostos sintetizados. Os valores dos 

desvios químicos dos sinais de protão e de carbono dos espetros de RMN dos compostos 

testados (Figura 45) encontram-se nas Tabela 7 e Tabela 12 
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Figura 45 Representação Estrutural dos ésteres sintetizados.   

 

Tabela 7 Sumários dos desvios químicos (em ppm) dos sinais de protão presentes nos 

espetros 1H-RMN dos ésteres (s - singuleto alargado, d - dupleto, t - tripleto, dd - dupleto 

dupletos, dt - dupleto tripletos, td –triplrto dupletos, m - multipleto). 

Composto 
Protões Aromáticos Protões da Cadeia Alquílica 

Protão 

NH 

C3/5 C2/6 C4 C9 C10 C11-Cx СH3  

1a 8.06, m 7.46, m 7.55, m 4.35, t 1.77, m 1.51, m 1, t - 

1b 8.06, m 7.46, m 7.56, m 4.33, t 1.78, m 1.47, m 0.92, t - 

1c 8.06, m 7.46, m 7.56, m 4.33, t 1.77, m 1.45, m 0.90, t - 

1e 8.06, m 7.46, m 7.56, m 4.33, t 1.77, m 1.28, m 0.90, t - 

2с 8.31, AA´ 8.22, BB´ - 4.38, t 1.81, m 1.31, m 0.90, t - 
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Composto 
Protões Aromáticos Protões da Cadeia Alquílica 

Protão 

NH 

C3/5 C2/6 C4 C9 C10 C11-Cx СH3  

3d - 9.17, d 9.24, t 4.47, t 1.85, m 1.28, m 0.88, t - 

3g - 9.17, d 9.24, t 4.47, t 1.85, m 1.27, m 0.89, t - 

4a - 8.69, dd 8.63, dd 9.05, t 4.45, t 1.83, m 1.51, m 0.98, t - 

4b - 8.68, dd 8.63, dd 9.05, t 4.44, t 1.84, m 1.40, m 0.93, t - 

4c - 8.69, dd 8.63, dd 9.05, t 4.44, t 1.84, m 1.31, m 0.89, t - 

4d - 8.68, dd 8.63, dd 9.05, t 4.44, t 1.83, m 1.30, m 0.88, t - 

4e - 8.69, dd 8.63, dd 9.05, t 4.44, t 1.83, m 1.29, m 0.89, t - 

 

Tabela 8 Sumários dos desvios químicos (em ppm) dos sinais de carbono presentes 

nos espetros 13C-RMN dos ésteres.  

Composto 
Carbonos Aromáticos Carbonos da Cadeia Alquílica 

C1 C2/6 C3/5 C4 C7 C9 C10 C11-Cx СH3 

1a 130.6 129.5 128.2 132.8 166.9 65.0 30.8 19.3 13.8 

1b 130.6 129.5 128.3 132.8 166.8 65.3 31.7 25.7 14.0 

1c 130.7 129.5 128.3 132.8 166.9 65.1 31.7 26.1 14.1 

1e 130.7 129.5 128.3 132.8 166.9 65.3 32.2 26.0 14.1 

2с 136.2 130.6 123.5 150.5 164.9 66.2 32.0 25.8 14.1 

3d 134.1 129.4 148.8 122.3 162.5 67.3 31.8 25.5 14.1 

3g 134.2 129.4 148.7 122.3 162.7 67.1 32.0 25.9 14.1 

4a 131,3 127.6 124.4 148.8 133.8 120.6 163.7 66.5 30.4 21.0 13.9 

4b 131,3 127.6 124.4 148.8 133.9 120.6 163.5 66.8 31.4 26.0 14.1 

4c 133.3 131.8 127.7 148.9 133.6 124.3 163.2 66.8 31.8 25.9 14.0 

4d 133,2 132.7 127.5 148.7 133.8 124.4 163.5 66.8 31.7 25.9 14.1 

Através da análise de 1H-RMN e 13C-RMN, os sinais dos protões aromáticos da série 

1 apresentaram multiplicidade m, na série 2 multiplicidade do sistema AA´BB´, na série 

3 multiplicidade  d ligados ao C4 e t ligados ao C2/C6, na série 4 multiplicidade dd. 

Os sinais dos protões da cadeia alquílica em ésteres apresentaram multiplicidade t 

ligados ao C9, m ligados ao C10, m ligados ao C11-Cx (observou-se a sobreposição 

dos sinais de protão dos grupos alquilo a partir de três carbonos (multipletos largos)) e 

t nos sinais do grupo metilo. (Tabela 7 e Tabela 8) 
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Figura 46 Representação Estrutural das amidas sintetizadas. 

 

Tabela 9 Sumários dos desvios químicos (em ppm) dos sinais de protão presentes nos 

espetros 1H-RMN das amidas (s - singuleto alargado, d - dupleto, t - tripleto, dd - 

dupleto dupletos, dt - dupleto tripletos, td – tripleto dupletos, m - multipleto). 

Composto 
Protões Aromáticos Protões da Cadeia Alquílica 

Protão 

NH 

C3/5 C2/6 C4 C9 C10 C11-Cx СH3  

5a 7.77, m 7.44, m 7.49, m 3.47, td 1.61, m 1.43, m 0.98, t 6.15, s 

5b 7.77, m 7.43, m 7.48, m 3.47, td 1.62, m 1.35, m 0.91, t 6.10, s 

5c 7.77, m 7.45, m 7.50, m 3.47, td 1.62, m 1.30, m 0.89, t 6.11, s 

5e 7.77, m 7.45, m 7.50, m 3.47, td 1.62, m 1.33, m 0.90, t 6.11, s 

6a 8.30, AA´ 7.93, BB´ - 3.50, td 1.66, m 1.43, m 0.99, t 6.19, s 

6b 8.30, AA´ 7.94, BB´ - 3.50, td 1.66, m 1.36, m 0.93, t 6.14, s 

6c 8.22, AA´ 7.85, BB´ - 3.41, td 1.22, m 0.81, t 6.10, s 

6e 8.30, AA´ 7.93, BB´ - 3.49, td 1.67, m 1.28, m 0.89, t 6.17, s 

7a - 8.96, d 9.18, t 3.56, td 1.68, m 1.47, m 1.01, t 6.40, s 

7b - 8.96, d 9.17, t 3.55, td 1.70, m 1.42, m 0.92, t 6.42, s 

7c - 8.95, d 9.18, t 3.54, td 1.71, m 1.32, m 0.89, t 6.37, s 

7d - 8.96, d 9.18, t 3.54, td 1.69, m 1.29, m 0.88, t 6.39, s 

7e - 8.96, d 9.18, t 3.54, td 1.69, m 1.29, m 0.88, t 6.40, s 

7f - 9.01, d 9.14, t 3.53, td 1.76, m 1.26, m 0.87, t 7.07, s 

7g - 8.95, d 9.18, t 3.54, td 1.69, m 1.26, m 0.89, t 6.36, s 

8a - 8.54, dd 8.34, dd 8.68, t 3.45, td 1.59, m 1.38, m 0.91, t 6.25, s 

8b - 8.63, dd 8.42, dd 8.76, t 3.53, td 1.68, m 1.39, m 0.90, t 6.25, s 

8c - 8.63, dd 8.43, dd 8.76, t 3.53, td 1.68, m 1.32, m 0.90, t 6.27, s 

8d - 8.63, dd 8.42, dd 8.77, t 3.52, td 1.69, m 1.28, m 0.89, t 6.30, s 

8e - 8.62, dd 8.42, dd 8.76, t 3.52, td 1.68, m 1.29, m 0.89, t 6.29, s 
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Tabela 10 Sumários dos desvios químicos (em ppm) dos sinais de carbono presentes 

nos espetros 13C-RMN das amidas. 

Composto 
Carbonos Aromáticos Carbonos da Cadeia Alquílica 

C1 C2/6 C3/5 C4 C7 C9 C10 C11-Cx СH3 

5a 135.0 128.5 126.9 131.2 167.7 40.3 31.8 20.2 13.8 

5b 134.8 128.5 126.9 131.2 167.6 40.3 31.7 26.6 14.0 

5c 134.9 128.5 126.9 131.2 167.5 40.3 32.0 27.1 14.1 

5e 134.9 128.5 126.8 131.3 167.5 40.3 31.9 27.0 14.1 

6a 140.6 128.1 123.7 149.4 165.6 40.3 31.9 20.1 13.7 

6b 140.5 128.1 123.8 149.6 165.5 40.5 31.3 26.7 14.0 

6c 140.5 128.1 123.8 149.6 165.5 40.7 31.6 26.8 14.1 

6e 140.5 128.1 123.8 149.6 165.5 40.7 31.6 26.8 14.1 

7a 138.4 127.2 148.6 121.0 162.9 40.7 31.6 20.0 13.7 

7b 138.4 127.2 148.9 121.0 163.0 40.9 31.4 26.8 14.0 

7c 138.2 127.2 148.9 121.0 162.7 40.9 31.8 26.9 14.1 

7d 138.2 127.2 148.7 120.9 163.0 41.1 31.9 27.1 14.1 

7e 138.4 127.2 148.9 120.9 162.7 41.0 31.9 26.9 14.1 

7f 138.6 127.5 148.9 121.3 162.9 41.4 32.1 27.3 14.4 

7g 138.2 127.1 148.9 121.0 162.9 40.9 32.1 26.9 14.1 

8a 130.1 125.1 123.0 148.6 137.9 120.7 164.2 40.4 31.7 26.1 13.8 

8b 130.0 124.7 122.8 148.3 137.9 120.9 163.7 40.7 31.4 26.8 14.0 

8c 123.0 124.7 122.8 148.3 137.9 122.4 163.7 40.9 31.6 29.5 14.0 

8d 132.9 130.0 124.8 148.4 137.6 123.0 163.9 40.9 31.7 29.4 14.0 

8e 132.9 130.0 124.8 148.5 137.8 123.0 163.8 40.9 31.4 29.6 13.5 

Através da análise de 1H-RMN e 13C-RMN, os sinais dos protões aromáticos da série 5 

apresentaram multiplicidade m, na série 6 multiplicidade do sistema AA´BB´, na série 

7 multiplicidade d ligados ao C4 e t ligados ao C2/C6, na série 8 multiplicidade dd. Os 

sinais dos protões da cadeia alquílica em amidas apresentaram multiplicidade td ligados 

ao C9, m ligados ao C10, m ligados ao C11-Cx (observou-se a sobreposição dos sinais 

de protão dos grupos alquilo a partir de três carbonos (multipletos largos) e t nos sinais 

do grupo metilo. As amidas apresentaram s largos correspondentes ao NH. (Tabela 9 e 

Tabela 10)  
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Figura 47 Representação Estrutural dos tioésteres sintetizados. 

 

Tabela 11 Sumários dos desvios químicos (em ppm) dos sinais de protão presentes 

nos espetros 1H-RMN dos tioésteres (s - singuleto alargado, d - dupleto, t - tripleto, dd - 

dupleto dupletos, dt - dupleto tripletos, td – tripleto dupletos, m - multipleto). 

Composto 
Protões Aromáticos Protões da Cadeia Alquílica 

Protão 

NH 

C3/5 C2/6 C4 C9 C10 C11-Cx СH3  

9a 7.99, m 7.47, m 7.57, m 3.10, t 1.67, m 1.48, m 0.97, t - 

10a 8.23, AA´ 8.04, BB´ - 3.06, t 1.61, m 1.41, m 0.90, t - 

10c 8.31, AA´ 8.13, BB´ - 3.14, t 1.71, m 1.30, m 0.89, t - 

11a - 9.10, d 9.24, t 3.23, t 1.74, m 1.5, m 1.00, t - 

11c - 9.10, d 9.24, t 3.22, t 1.75, m 1.29, m 0.89, t - 

 

Tabela 12 Sumários dos desvios químicos (em ppm) dos sinais de carbono presentes 

nos espetros 13C-RMN dos tioésteres. 

Composto 
Carbonos Aromáticos Carbonos da Cadeia Alquílica 

C1 C2/6 C3/5 C4 C7 C9 C10 C11-Cx СH3 

9a 134.2 128.6 127.1 137.7 192.2 31.8 28.7 22.2 12.9 

10a 141.8 128.2 123.8 150.7 190.8 31.5 29.5 22.0 13.5 

10c 142.0 128.2 123.8 150.5 190.8 31.9 29.9 22.6 14.1 

11a 140.1 126.9 148.9 122.2 188.1 30.9 30.0 22.1 13.6 

11c 140.1 126.9 148.7 122.2 188.3 30.9 30.0 22.1 14.1 

Através da análise de 1H-RMN e 13C-RMN, os sinais dos protões aromáticos da série 

9 apresentaram multiplicidade m, na série 10 multiplicidade do sistema AA´BB´, na 

série 11 multiplicidade d ligados ao C4 e t ligados ao C2/C6, na série 12 multiplicidade 

dd. Os sinais dos protões da cadeia alquílica em tioésteres apresentaram multiplicidade 

t ligados ao C9, m ligados ao C10, m ligados ao C11-Cx (observou-se a sobreposição 
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dos sinais de protão dos grupos alquilo a partir de três carbonos (multipletos largos) e t 

nos sinais do grupo metilo. ( Tabela 11 e Tabela 12) 

2.7 Estudos de Estabilidade dos Ésteres, Tioésteres e Amidas de 

derivados de Ácido Benzóico 

Os compostos sintetizados foram estudados quanto à sua estabilidade química e 

enzimática. Foram para isso feitos estudos cinéticos em tampão fosfato a pH 7,4 (para 

avaliar a reação de hidrólise química), em plasma humano (para avaliar a estabilidade 

em plasma) e em homogenato de M.smegmatis (para avaliar a potencial reação de 

ativação enzimática em micobactérias). A monitorização das reações e a deteção dos 

compostos e dos seus metabolitos foi feita através da técnica cromatografia líquida de 

alta pressão (HPLC) em coluna de fase reversa acoplada a um detetor de UV. Para o 

efeito foram previamente realizados os espectros de absorção no UV dos compostos e 

os seus metabolitos. 

Na Figura 48 encontra-se um exemplo dos espectros de absorção para o composto 

4a e respetivo ácido carboxílico.  

Na Tabela 13 encontra-se um resumo dos comprimentos de onda e tempos de 

retenção de todos os compostos e metabolitos analisados. 

 

Figura 48. Espetro UV obtido para o ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico e 3-

nitro-5-(trifluorometil)benzoato de butilo. 
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Tabela 13 Tempos de retenção (tR) e comprimentos de onda de absorção (λ) dos compostos testados nos estudos de HPLC no eluente acetonitrilo: 

água (80:20) com dihidrogenofosfato de potássio (0,001 mol/dm3 e 0,002% (v/v) de ácido fosfórico (85%)). tR em minutos e λ em nanómetros.  
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1a C4H9 9,85 5a C4H9 3,43 9a C4H9 14,6 

1b C6H13 11,1 5b C6H13 3,76 - - - 

1c C8H17 16,8 5c C8H17 6,50 9с C8H17 23,0 

1e C12H25 26,7 5e C12H25 16,7 9e C12H25 32,7 
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2a C4H9 9,46 6a C4H9 4,52 10a C4H9 13,3 

2b C6H13 10,1 6b C6H13 5,76 - - - 

2c C8H17 14,7 6c C8H17 6,79 10c C8H17 22,2 

2e C12H25 21,8 6e C12H25 16,8 - - - 
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3a C4H9 6,15 7a C4H9 3,88 11a C4H9 12,7 

3b C6H13 8,41 7b C6H13 4,02 - - - 

3c C8H17 13,2 7c C8H17 7,59 11c C8H17 20,0 

3d C10H21 15,9 7d C10H21 12,0 - - - 

3e C12H25 21,7 7e C12H25 19,4 11e C12H25 23,3 

3f C14H29 34,5 7f C14H29 33,5 - - - 

3g C16H25 45,9 7g C12H25 44,5 - - - 
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4a C4H9 5,12 8a C4H9 5,69 12a C4H9 8.9 

4b C6H13 13,1 8b C6H13 6,94 - - - 

4c C8H17 15,6 8c C8H17 10,8 12c C8H17 15,2 

4d C10H21 18,7 8d C10H21 17,3 - - - 

4e C12H25 30,3 8e C12H25 29,1 12e C12H25 34,7 



A determinação das concentrações dos compostos e os seus metabolitos foi feita 

recorrendo ao uso de curvas de calibração. (A4. ) 

2.7.1 Estabilidade em tampão de fosfato pH 7,4 

A hidrólise química foi avaliada em tampão fosfato a pH fisiológico (7.4) para 

determinar a sua influência nos estudos enzimáticos. Dado que se observou que a 

conversão de éster/amida com cadeias longas (C8-C16) no ácido não é quantitativamente 

equivalente, o que pode ser relacionado com a alta lipofilia e formação de precipitados, 

todos os cálculos foram realizados pela formação de ácido. Preparou-se tampão fosfato 

com concentração (Ct) 0,01 M, força iónica (I) 0,15 M e pH 7,4. A estabilidade de todos 

os compostos foi avaliada no tampão mencionado diluído com 20% de acetonitrilo 

(ACN) e à temperatura de 37ºC durante duas semanas. Os ensaios foram realizados em 

triplicado. 

A partir da determinação das concentrações de ácido calcularam-se as percentagens 

de degradação de éster/amida (A5. ) como constam na Tabela 14. 



Tabela 14 Resultados obtidos dos valores de percentagem de degradação do éster ou amida, ao fim de 14 dias, em tampão de fosfato pH 7,4. 
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Degradação (%) 

24h 48h 72h 168h 332h    24h 48h 72h 168h 332h    24h 48h 72h 168h 332h 

1a 
 

H 

C4H9 0 0 0 1 2 5a  

H 

C4H9 0 0 0 0 0 9a  

H 

C4H9 0 0 0 0 0 

1c C8H17 0 0 0 0 0 5c C8H17 0 0 0 0 0 9c C8H17 0 0 0 0 1 

1e C12H25 0 0 0 0 0 5e C12H25 0 0 0 0 0 9e C12H25 0 0 0 0 0 

2a 
4-NO2 

 

C4H9 0 1 1 2 4 6a 
4-NO2 

 

C4H9 0 0 0 0 0 10a 4-

NO2 

 

C4H9 0 1 1 2 4 

2c C8H17 0 1 1 3 6 6c C8H17 0 0 0 0 0 10c C8H17 0 0 0 0 1 

2e C12H25 0 0 0 1 1 6e C12H25 0 0 0 0 0 10e C12H25 0 0 0 0 0 

3a 3,5-

dNO2 

 

C4H9 10 14 18 40 65 7a 3,5-

dNO2 

 

C4H9 0 0 0 0 0 11a 3,5-

dNO2 

 

C4H9 3 6 9 19 35 

3c C8H17 0 0 1 2 3 7c C8H17 0 0 0 0 0 11c C8H17 0 0 1 1 3 

3e C12H25 0 0 1 1 2 7e C12H25 0 0 0 0 0 11e C12H25 0 0 0 0 1 

4a 3-

NO2-

5-CF3 

C4H9 5 12 16 35 60 8a 3-

NO2-

5-CF3 

C4H9 0 0 0 0 0 12a 3-

NO2-

5-CF3 

C4H9 1 3 4 10 18 

4c C8H17 0 1 1 3 6 8c C8H17 0 0 0 0 0 12c C8H17 0 1 1 2 3 

4e C12H25 1 2 3 6 11 8e C12H25 0 0 0 0 0 12e C12H25 0 0 0 0 0 



Observou-se que todos os compostos testados apresentam estabilidade elevada em PBS a pH7.4. 

Os ésteres degradam mais rapidamente do que os tioésteres. As amidas por sua vez não apresentam 

degradação relevante durante 345h (Tabela 14). Na Figura 49 encontra-se representado um gráfico 

que mostra um exemplo da variação da concentração do éster – 3.5 dinitrobenzoato de butilo (3a) –

e  do ácido correspondente, ao longo de 345 h. 

 

Figura 49 Variação da concentração de éster 3a e ácido em tampão fosfato (pH = 7,4, 

T=37 ºC) 

Entre os ésteres e tioésteres apenas os compostos com cadeias curtas (C4) contendo dois grupos 

atratores de eletrões no anel aromático (3.5-dinitrosubstituídos e 3-nitro-5-(trifluorometil) 

substituídos), apresentam degradação significativa confirmando a influência do efeito indutivo na 

taxa de hidrólise química. (2.7.1.1). Os ésteres e tioésteres 4-nitrosubstituídos apesar que possuírem 

um grupo atrator dos eletrões em posição -para mostram baixo nível de degradação em PBS a pH7.4. 

Isso pode ser explicado pelo facto do grupo nitro em posição -para estar mais afastado do grupo 

carboxilo em comparação com o grupo nitro em posição -meta, diminuindo o efeito indutivo. Além 

disso, é óbvio que um grupo atrator de eletrões (compostos 4-nitrosubstituídos) têm menos impacto 

indutivo no grupo carboxilo do que dois grupos atratores de eletrões (compostos 3.5-

dinitrosubstituídos e 3-nitro-5-(trifluorometil) substituídos). Os ésteres que apresentam mais 

degradação são 3a (3.5-dinitrobenzoato de butilo) e o 4a (3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de 

butilo) ). Estas moléculas mostraram decompor-se 65% para o 3a e 60% para o 4a ao fim de 345 

horas. Dos tioésteres degradação significativa apresentam apenas o composto 11a (3.5-

dinitrotiobenzoato de butilo) se degradou em 35% e composto 12a (3-nitro-5-(trifluorometil)-

tiobenzoato de butilo) se degradou em 18%. 

 Nos compostos com cadeia longas (C8 e C12) praticamente não foi observada degradação. 
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2.7.1.1 Efeito do pKa dos ácidos fracos.  

A acidez dos ácidos carboxílicos pode variar significativamente. Essas diferenças de acidez 

podem ser explicadas quase exclusivamente pelo efeito indutivo6 de substituíntes ligados ao 

grupo carboxilato. O ácido benzóico em si, é um ácido um pouco mais forte que o ácido ciclo-

hexanocarboxílico pelo fato de que o grupo carboxilo do ácido benzóico está ligado a um 

carbono hibridizado sp2 que é mais eletronegativo e atrator de eletrões: 291  

 

Os substituintes doadores de eletrões aumentam a densidade eletrónica do anel aromático, 

ativando-o para SEA. Os grupos atratores de eletrões diminuem a densidade eletrónica, 

desativando o anel aromático para as mesmas reações. De maneira semelhante, os substituintes 

têm efeito sobre a acidez dos ácidos benzóicos. 

 

 

W – grupo atrator de eletrões 

Substituintes desativadores, como o grupo nitro (-NO2), removem a densidade eletrónica 

do anel aromático e também do anião carboxilato. Isso estabiliza a carga negativa da base 

conjugada, aumentando a acidez do ácido carboxílico. 291 

 

D – grupo doador de eletrões 

O efeito oposto ocorre com substituintes doadores de eletrões. A base conjugada do 

ácido benzóico é desestabilizada por substituintes doadores de eletrões, tornando o ácido 

carboxílico menos ácido. 291 

                                                 
6 O efeito indutivo é um efeito experimentalmente observável da transmissão de carga através de uma 

cadeia de átomos numa molécula por indução eletrostática.290 



71 

 

Todos os compostos estudados nesta tese são derivados do ácido benzóico contendo 

grupos aceitadores de eletrões e desativadores do anel aromático. Os substituintes 

utilizados foram 4-nitro (NO2), 3,5-dinitro e 3-nitro-5-(trifluorometilo) (ordem crescente 

do poder desativador: CF3 < NO2).
291 

Uma boa medida da estabilidade do anião é o pKa do ácido conjugado.  

No sentido de verificar o efeito dos diferentes grupos substituintes do anel aromático 

na velocidade de hidrólise química para os ésteres estudou-se o efeito do pKa de ácidos 

fracos naquela velocidade de degradação. Construiu-se então um gráfico para quatro 

ésteres derivados de ácido benzóico (1a), ácido 4-nitrobenzóico (2a), ácido 3.5-

dinitrobenzóico (3a) e ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico (4a) com cadeia 

alcoxílica de 4 átomos de carbono com base nos valores indicados na Tabela 15 e Figura 

50.  

Tabela 15 Efeito do pKa dos ácidos fracos na percentagem de degradação ao fim de 

354 horas dos ésteres derivados de ácido benzóico substituído com cadeia 4 átomos de 

carbono: benzoato de butilo (1a), 4-nitrobenzoato de butilo (2a), 3.5-dinitrobenzoato de 

butilo (3a) e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoato de butilo (4a).  
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Figura 50 Efeito do pKa dos ácidos fracos na velocidade de degradação dos ésteres 

derivados de ácido benzóico substituído com cadeia 4 átomos de carbono: H-benzoato de 

butilo (1a), 4-nitrobenzoato de butilo (2a), 3.5-dinitrobenzoato de butilo (3a) e 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzoato de butilo (4a). 
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O gráfico da Figura 50 mostra uma possível correlação entre o pKa dos ácidos fracos 

e velocidade de degradação (R2=0.72). O composto com menor pKa (3a; pKa=2.82) 

degrada mais rapidamente, e ao contrário o composto com maior pKa (1a; pKa=4.21) 

degrada mais lentamente. Neste ensaio a degradação dos compostos 1a e 2a é muito 

baixa (4% e 2% correspondente/345h). Tendo em conta que erro associado a este ensaio 

que é cerca de 5%, não podemos tirar do gráfico mais do que uma tendência que, no 

entanto, vai na direção do que seria de esperar. 

2.7.2 Estabilidade em plasma humano 

Estes estudos foram efetuados plasma humano diluído a 80% com tampão fosfato 

pH 7,4 de concentração total 0,05M e força iónica 0,15M à temperatura de 37ºC. O 

meio reacional continha sempre 2% de acetonitrilo, sendo adicionadas quantidades de 

substratos a partir de soluções mães. As reações de hidrólise processaram-se sempre 

partindo de uma concentração inicial de substrato de 5×10-4M. 

O plasma é uma solução aquosa, sendo o maior componente do sangue (55%). É 

constituído principalmente por água (92%), possui pH 7.4, e contem substâncias de 

diversos pesos moleculares que perfazem 7% do seu volume. Estes componentes 

dissolvidos são proteínas plasmáticas. Também se incluem 1% outros solutos: 

nutrientes, gases respiratórios, hormonas e iões inorgânicos.281 

Qualquer fármaco ou pró-fármaco em desenvolvimento deverá ter a sua estabilidade 

em plasma estudada. No caso de um composto passível de ser hidrolisado pelas 

esterases humanas este estudo é ainda mais premente. No caso de pró-fármacos 

desenvolvidos para serem ativados por esterases de micobactérias é ainda importante 

demonstrar que o fármaco não só é resistente às esterases do plasma como também 

consegue ser ativado pelas esterases das micobactérias. 

Foram realizados estudos de estabilidade com os ésteres/amidas derivados de BA de 

modo a avaliar a degradação enzimática e selecionar assim os ésteres/amidas mais 

adequados do ponto de vista de estabilidade frente a essas mesmas enzimas. Como é 

difícil garantir que o plasma humano mantenha a sua atividade durante longas 

incubações, o período de incubação de 72 horas não foi excedido. 
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Dado que a conversão do éster/tioéster no ácido é quantitativamente equivalente, 

esta reação pode ser seguida tanto pela formação do ácido como pela diminuição do 

éster/amida. No entanto, todos os cálculos foram realizados pela formação de ácido. De 

modo a quantificar a hidrólise enzimática que ocorreu para os ésteres e tioésteres 

calculou-se a constante de pseudo-1ª ordem (kobs) e tempo de semivida (t1/2) (Tabela 

16).  

Uma vez que a taxa de degradação das amidas apresenta valor muito reduzido, não 

foram calculadas as constantes de velocidade (kobs) nem os tempos de meia-vida  (t1/2) 

calculando-se apenas a percentagem de degradação da amida (Tabela 17).  

Para os compostos onde se observou degradação em plasma, as taxas de hidrólise 

química determinadas anteriormente (Tabela 14) foram sempre significativamente 

inferiores às taxas de hidrólise observadas nos estudos de estabilidade em plasmas. Tal 

significa que a degradação observada em plasma e em homogenato de micobactéria se 

deve essencialmente à hidrólise enzimática e que a velocidade de hidrólise química 

pode ser desprezada por ser significativamente inferior.  

Tabela 16 Estudo da hidrólise enzimática. Constantes de velocidade de reação e 

tempos de semivida de ésteres/tioésteres de derivados de ácido benzóico  substituído  em 

plasma humano à temperatura 37ºC durante 72h. Concentração inicial de substrato 

(éster/tioéster) - 5x10-4M com 2% de ACN. 

ésteres X R 

kobs × 100 

(h-1) 

1/2 (h)  

tioésteres 

 

X 

 

R 

kobs × 100 

(h-1) 

1/2 (h) 

       

1a 

 

H 

C4H9 44,1 ± 6,1 1,59 ± 0,21 9a 

 

H 

C4H9 92,3 ± 1,8 0,75 ± 0,01 

1b C6H13 11,6 ± 1,2 6,00 ± 0,61  - - - 

1c C8H17 2,66 ± 0,23 26,1 ± 2,4 9c C8H17 14,9 ± 0,9 4,66 ± 0,28 

1e C12H25 n/d n/d 9e C12H25 0,60 ± 0,07 116 ± 13 

2a 

4-NO2 

 

C4H9 132 ± 6 0,53 ± 0,01 10a 

4-NO2 

 

C4H9 34,5 ± 1,3 2,01 ± 0,08 

2b C6H13 27,4 ± 5,8 2,62 ± 0,63  - - - 

2c C8H17 9,73 ± 1,20 7,18 ± 0,9 10c C8H17 8,08 ± 0,21 8,58 ± 0,22 

2ei C12H25 0,66 ± 0,10 106 ± 17 10e - - - 

3a  

3,5-

dNO2 

 

C4H9 8,08 ± 0,29 8,59 ± 0,31 11a  

3,5-

dNO2 

 

C4H9 10,3 ± 1,9 6,84 ± 1,14 

3b C6H13 5,68 ± 0,47 12,3 ±1,0  - - - 

3c C8H17 3,53 ± 0,44 19,9 ± 2,6 11c C8H17 11,8 ± 1,9 5,96 ± 1,03 

3d C10H21 0,98 ± 0,07 71,0 ± 4,7  - - - 

3ei C12H25 0,89 ± 0,13 78,4 ± 11,7 11e C12H25 2,85 ± 0,21 24,4 ± 1,9 

3fi C14H28 0,97 ± 0,23 74,1 ± 18,7  - - - 

3g C16H32 n/d n/d  - - - 

4a  

3-NO2-

5-CF3 

 

C4H9 12,5 ± 1,8 5,63 ± 0,88 12a  

3-NO2-

5-CF3 

 

C4H9 7,86 ± 0,64 8,86 ± 0,76 

4b C6H13 5,96 ± 1,28 12,0 ± 2,4  - - - 

4c C8H17 2,30 ± 0,06 30,1 ± 0,9 12c C8H17 3,47 ± 0,54 20,3 ± 3,0 

4d C10H21 1,26 ± 0,04 55,0 ± 1,7  - - - 

4e C12H25 n/d n/d 12e C12H25 0,78 ± 0,01 89,2 ± 1,4 

n/d – não degrada 

 i - Ensaio foi feito nos estudos anteriores.9 
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Ao comparar estabilidade em plasma humano de ésteres e tioésteres entre si (Figura 

51) verificou-se que entre os ésteres os compostos 4-nitrosubstituídos são degradados 

mais rapidamente (Figura 51:B), enquanto os tioésteres que apresentem menor 

estabilidade são derivados de ácido benzóico não substituído (Figura 51:A). È provável 

que as enzimas responsáveis pela hidrólise ésteres e tioésteres plasma sejam diferentes. 

Os ésteres e tioésteres derivados de ácido 3.5-dinitrobenzóico (Figura 51:C) e derivados 

de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico (Figura 51:D) apresentam a estabilidade 

semelhante em plasma humano. 

Tioesterases (E.C.3.1.2.) são principais enzimas responsáveis pela hidrólise dos 

tioésteres.  

A butirilcolinestrase é a principal enzima responsável pela hidrólise de ésteres no 

plasma humano (1.2.2.1).302 Uma vez que não há carboxilesterase no plasma humano, 

a BuChE desempenha um papel no processamento, catabolismo e/ou desintoxicação de 

numerosos compostos contendo funções éster, tioéster e até amida.302 

A família das tioesterases. As tioesterases são enzimas envolvidas na clivagem de 

ligações tioesteres, reação principalmente envolvida no metabolismo de lípidos. As 

acetil-CoA tioesterases (ACOT), nome mais correto para as tioesterases,, fazem parte 

de um grupo de enzimas que hidrolisam acetil-CoAs em ácidos gordos livres e 

coenzima A.295,296  Também podem ser citadas como acetil-CoA hidrólases, acetil-CoA 

tioesters hidrólases e palmitiol-CoA hidrólases. Estas enzimas são localizadas em 

muitos compartimentos celulares tais como retículo endoplasmático, citosol, 

mitocôndria e peroxissomas. No entanto as funções fisiológicas destas enzimas ainda 

não foram totalmente elucidadas.295 Apesar disso, se admite que estejam no controlo 

dos níveis de CoA ésteres, ácidos gordos livres e coenzimas. Desta forma controlaria 

os efeitos que as variações dos níveis destas moléculas possam ter em processos 

celulares. Podemos entender a importância das acetil-CoA tioesterases quando 

observamos a grande quantidade de processos que envolvem longas cadeias de acetil-

CoA e ácidos gordos livres. Estas moléculas são importantes intermediários na síntese 

e degradação de ácidos gordos,295 além de possuírem papéis importantes na distribuição 

de proteínas,297,298 regulação alostérica de muitas enzimas, regulação dos canais de K+ 

sensíveis ao ATP, ativação de ATP-ases de Ca2+, regulação da secreção de insulina, 

transdução de sinal através da quinase C, redução da indução de apoptose via ácido 
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retinóico e o envolvimento na ligação e na fusão de membranas intracelulares.295 Além 

disso, foi demonstrado a participação de acetil-CoA na regulação transcricional através 

da interação com recetores nucleares. O acetil-CoA se comporta como ligante para o 

recetor nuclear hepático 4 alfa (HNF-4a) o qual é ativado ou inibido dependendo da 

presença, ou ausência de acetil-CoA.299  Acetil-CoA também liga-se ao recetor nuclear 

da hormona tireoidiano e, portanto, inibe a ligação do T3.300  

Estas enzimas são distribuídas em todo o corpo humano a grande quantidade devido 

à importância de processos que envolvem longas cadeias de acetil-CoA e ácidos gordos 

livres.301 

A      B 

 
C      D 

 

Figura 51 Estudo da estabilidade enzimática comparativo dos ésteres e tioésteres de 

derivados de ácido benzóico substituído  em plasma humano:  

A. Derivados de ácido benzóico; B. Derivados de ácido 4-nitrobenzóico; C. Derivados 

de ácido 3,5-dinitrobenzóico; D Derivados de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzóico.  
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Como foi dito anteriormente as amidas não apresentaram praticamente nenhuma 

degradação durante 72h e apenas uma amida, derivada de ácido 4-nitrobenzóico (6a) 

mostrou 32% de degradação ao longo de 72h. Uma vez que a taxa de degradação 

apresenta valor muito reduzido, não foi possível calcular as constantes de velocidade 

(kobs) nem os tempos de meia-vida  (t1/2) calculando-se apenas a percentagem de 

degradação da amida. Para comparar a percentagem de degradação ao fim de 24h, 48h 

e 72h dos ésteres, tioésteres e amidas foi criada a Tabela 17. 

A Figura 52 representa o estudo comparativo de efeito do substituinte no anel 

aromático na estabilidade química e enzimática. O estudo foi realizado com quatro 

ésteres com cadeia alcoxílica igual (4 átomos de carbono) e diferente substituição no 

anel benzénico: H-benzoato de butilo (1a), 4-nitrobenzoato de butilo (2a), 3.5-

dinitrobenzoato de butilo (3a) e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoato de butilo (4a). 

Construíram-se então os gráficos que ilustram a degradação desses compostos em 

plasma humano (representada por kobs) (Figura 52:A) e em PBS pH7.4 (representada 

pela percentagem de degradação ao fim de 14 dias de ensaio) (Figura 52:B). 

Ao comparar estabilidade química e enzimática analisando os gráficos na Figura 52 

verificou-se que em PBS (Figura 52:B), como foi esperado, os ésteres 3.5-

dinitrosubstituídos e 3-nitro-5-(trifluorometil)substituídos degradam mais rapidamente 

do que os ésteres não substituídos e 4-nitrosubstituídos. Isto está de acordo com o que 

seria de esperar do que se conheça da química dos compostos, pois confirma a 

influência do efeito indutivo na taxa de hidrólise (2.7.1.1). No entanto, o mesmo não se 

observa na hidrólise em plasma humano. O gráfico na Figura 52:A demonstra que nos 

testes de estabilidade enzimática em plasma humano os ésteres não substituídos e 4-

nitrosubstituídos degradam mais rapidamente do que os ésteres 3.5-dinitrosubstituídos 

e 3-nitro-5-(trifluorometil)substituídos. Este resultado parece demonstrar que a 

afinidade do composto para as esterases do plasma será o fator mais importante a ter 

em consideração, ou seja, neste caso os efeitos estéreos  entendidos como a afinidade 

para a enzima, serão mais importantes que os efeitos eletrónicos. 
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A       

 

 

B 

 

 

Figura 52 Velocidade de degradação química e enzimática de H-benzoato de butilo 

(1a),  4-nitrobenzoato de butilo (2a), 3.5-dinitrobenzoato de butilo (3a) e 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzoato de butilo (4a):  

A. Em plasma humano (representado em kobs); B. em PBS pH7.4  (representado em 

percentagem de degradação ao fim de 14 dias de ensaio). 

Ao avaliar os diferentes substituintes no anel aromático no estudo de estabilidade 

em plasma humano verificou-se entre os ésteres (Figura 53) os compostos que 
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apresentam menor estabilidade são derivados de ácido 4-nitrobenzóico, os derivados de 

ácido benzóico não substituído apresentam alta estabilidade e os mais estáveis são 

derivados de ácido 3.5-dinitrobenzóico e de ácido 3-nitro-5(trifluorometil)benzóico. Ao 

contrário com a estabilidade química (Figura 52) , onde a velocidade de degradação 

depende de influência do efeito indutivo, no estabilidade enzimática a velocidade de 

degradação depende da capacidade de composto interagir com o sítio ativo da enzima 

responsável pelo hidrólise e a presença dos grupos volumosos (NO2, CF3) nos 

compostos em estudo podem criar o impedimento estéreo, diminuindo a afinidade dos 

compostos com enzima, o  que, provavelmente, aumentam a estabilidade enzimática 

desses.  

Entre os tioésteres (Figura 54) os compostos que apresentam menor estabilidade são 

derivados de ácido benzóico não substituído, os derivados de ácido  4-nitrobenzóico e 

3.5-dinitrobenzóico apresentam alta estabilidade e os mais estáveis são derivados de 

ácido 3-nitro-5(trifluorometil)benzóico.  
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 A      B 

 

C             D 

 

 

Figura 53 Estudo da estabilidade enzimática dos benzoatos em plasma humano  em 

função do substituintes no anel aromático:  

A. quatro átomos de carbonos na cadeia alquílica; B. seis átomos de carbonos na 

cadeia alquílica; C. oito átomos de carbonos na cadeia alquílica; D. doze átomos de 

carbonos na cadeia alquílica. 
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A        B 

 

 

Figura 54 Estudo da estabilidade enzimática dos tioésteres em plasma humano  em 

função do substituintes no anel aromático:  

A. quatro átomos de carbonos na cadeia alquílica; B. oito átomos de carbonos na 

cadeia alquílica. 

Para avaliar a dependência de velocidade da degradação com comprimento de cadeia 

alcoxílica foram construídos então os gráficos dos ésteres (Figura 55:A) e tioésteres 

(Figura 55:B) com diferentes cadeias do grupo alcoxilo (de 4 a 14). Ao analisar os 

resultados obtidos na Tabela 16 foi concluído que com aumento de cadeia alcoxílica, 

ou seja, aumento de lipofilia, a taxa de hidrólise diminui. Para moléculas com estrutura 

semelhante, em que apenas se varia o comprimento do grupo alcoxilo, quanto maior o 

número de carbonos, maior a lipofilia das moléculas (valores de Log P aumentam).293 

A lipofilia de um composto tem importância na atividade biológica, pois a afinidade 

para um ambiente lipofílico pode facilitar não só o transporte de químicos através das 

membranas de um sistema biológico assim como formação de complexos entre os 

fármacos e o local de ligação do recetor.60 Além disso, com aumento de cadeia 

alcoxílica  deverá também existir um efeito estereoquímico devido à presença de grupos 

volumosos nos compostos em estudo. Um substituinte volumoso pode agir como um 

escudo e impedir a interação ideal entre o fármaco e o sítio de ligação. Mas também 

poderá facilitar interações entre o fármaco e o local de ligação encaixando, por 

exemplo, numa cavidade hidrofóbica do alvo. 60  

Ao analisar os gráficos na Figura 55 verificou-se que nos compostos derivados de 

ácido benzóico e derivados de ácido 4-nitrobenzóico observa-se uma grande diferença 

nas velocidades de degradação entre as cadeias curtas e as cadeias longas. Por exemplo, 
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a velocidade de degradação de H-benzoato de butilo (1a) (kobs=44,1) é 17 vezes mais 

rápida do que a velocidade de degradação de H-benzoato de octilo (1c) (kobs=2,66). De 

maneira semelhante, a velocidade de degradação de 4-nitrobenzoato de butilo (2a) 

(kobs=132) é 14 vezes mais rápida do que a velocidade de degradação de 4-nitrobenzoato 

de octilo (2c) (kobs=9,73). Ao contrário, nos compostos derivados de ácido 3.5-

dinitrobenzóico e derivados de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzóico não se observa 

uma diferença tão grande nas velocidades de degradação entre as cadeias curtas e as 

cadeias longas. Assim, a velocidade de degradação de 3.5-dinitrobenzoato de butilo 

(3a) (kobs=8,08) é apenas 2 vezes mais rápido do que a velocidade de degradação de 3.5-

dinitrobenzoato de octilo (3c) (kobs=3,53) e a velocidade de degradação de 3-nitro-5-

(trifluorometil)-benzoato de butilo (4a) (kobs=12,5) apenas 5 vezes mais rápido do que a 

velocidade de degradação de 3-nitro-5-(trifluorometil) benzoato de octilo (4c) 

(kobs=2,30).  

Durante o ensaio de estabilidade em plasma humano foi observado que os compostos 

com cadeias longas (C12-C16) têm a tendência precipitar nas condições em que foi 

feito o ensaio, o que pode ser explicado por serem demasiado lipofílicas.  

A      B 

 

Figura 55 Estudo da estabilidade enzimática em plasma humano dependendo do 

comprimento de cadeia alquílica:  

A. Ésteres; B. Tioésteres 
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Tabela 17 Resultados obtidos dos valores de percentagem de degradação de ésteres/amidas, ao fim de 72 horas, em ensaio de estabilidade 

enzimática, plasma humano. 

ésteres X R 

Degradação (%)  

amidas 
X R 

Degradação (%)  

tioésteres 

X R Degradação (%) 

24h 48h 72h    24h 48h 72h    24h 48h 72h 

1a 

 

H 

C4H9 100 100 100 5a 

 

H 

C4H9 0 0 0 9a 

 

H 

C4H9 100 100 100 

1b C6H13 94 100 100 5b - - - -  - - - - 

1c C8H17 45 71 84 5c C8H17 0 0 0 9c C8H17 98 100 100 

1e C12H25 3 6 9 5e C12H25 0 0 0 9e C12H25 13 25 35 

2a 

4-NO2 

 

C4H9 100 100 100 6a 

4-NO2 

 

C4H9 12 23 32 10a 

4-NO2 

 

C4H9 100 100 100 

2b C6H13 100 100 100  - - - -      

2c C8H17 100 100 100 6c C8H17 0 0 1 10c C8H17 86 98 100 

2e C12H25 15 27 38 6e C12H25 0 0 1 10e - - - - 

3a  

 

 

3,5-dNO2 

 

C4H9 86 98 100 7a  

 

 

3,5-dNO2 

 

C4H9 0 0 0 11a  

 

 

3,5-dNO2 

 

C4H9 91 99 100 

3b C6H13 74 93 98  - - - -  - - - - 

3c C8H17 57 81 92 7c C8H17 0 0 0 11c C8H17 94 100 100 

3d C10H21 18 32 44  - - - -  - - - - 

3e C12H25 29 50 65 7e C12H25 0 0 0 11e C12H25 49 74 87 

3f C14H28 23 51 65  - - - -  - - - - 

3g C16H32 1 3 4  - - - -  - - - - 

4a  

3-NO2-5-

CF3 

 

C4H9 95 100 100 8a  

3-NO2-5-

CF3 

 

C4H9 0 0 0 12a  

3-NO2-5-

CF3 

 

C4H9 85 98 100 

4b C6H13 72 94 98  - - - -  - - - - 

4c C8H17 42 67 81 8c C8H17 0 0 0 12c C8H17 56 81 91 

4d C10H21 26 45 60  - - - -  - - - - 

4e C12H25 1 2 3 8e C12H25 0 0 0 12e C12H25 17 31 43 

  



Na Figura 56 encontra-se representado um gráfico que mostra um exemplo da 

variação da concentração da amida 5a e do ácido correspondente, ao longo de 72h.  

 

Figura 56 Variação da concentração de éster e ácido durante o ensaio em plasma 

humano do composto 6a. 

Observou-se que tal como no tampão fosfato as amidas são muito mais resistentes à 

hidrólise que os correspondentes ésteres e tioésteres. Observações semelhantes de uma 

taxa de hidrólise reduzida  das amidas em comparação com ésteres em plasma humano 

foi  relatado também para amidas e ésteres derivados de ácido pirazinóico,5 de 

ibuprofeno, de cetoprofeno, de ácido mefenâmico,305 de ácido para-aminobenzóico 

(procaína e procainamida)306 etc.  

As amidas e os ésteres são metabolizados de formas diferentes. Ésteres são 

rapidamente metabolizados por esterases plasmáticas em metabólitos inativos, e 

consequentemente apresentam curta meia vida. Os metabólitos dos ésteres são 

excretados pelos rins.304 

As amidas são metabolizadas pelas amidases hepáticas. Esse processo é mais lento, 

o que determina uma meia vida mais longa, por isso podem apresentar efeito cumulativo 

em caso de doses repetidas. 304  

2.7.3 Estabilidade em homogenato de M. smegmatis 

Estes estudos foram efetuados em soluções de homogenato de micobactérias diluído 

a 2% em tampão fosfato pH = 7,4 de concentração total 0,05M e força iónica a 0,15M 

à temperatura de 37ºC. O meio reacional continha sempre 2% de acetonitrilo, sendo 
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adicionadas quantidades de substratos diluídas a partir de soluções mães de 

concentração igual a 2,5×10-2 M. As reações de hidrólise processaram-se sempre 

partindo de uma concentração inicial de substrato no meio reacional de 5×10-4 M. 

Os valores das constantes de pseudo-primeira ordem (kobs) obtidos para a ativação 

dos pró-fármacos por homogenato de M. smegmatis estão representados na  Tabela 18, 

tendo sido realizados 3 ensaios para cada composto. 

Verificou-se, tal como nos outros meios biológicos estudados anteriormente, que as 

amidas são muito mais resistentes à hidrólise que os correspondentes ésteres e 

tioésteres. Uma vez que a taxa de degradação das amidas apresenta valor muito 

reduzido, as constantes de velocidade (kobs) e os tempos de meia-vida (t1/2) foram 

calculados apenas para cadeias curtas, que apresentam mais alto nível de degradação.  

Para cadeias compridas são apenas apresentadas as percentagens de degradação da 

amida (Tabela 19). 



Tabela 18 Estudo da hidrólise enzimática. Constantes de velocidade de reação e tempos de semivida de ésteres/amidas derivado de ácido benzóico 

substituído em homogenato de M. smegmatis à temperatura 37ºC durante 48h. Concentração inicial de substrato (éster/amida) - 5x10-4M com 2% de 

ACN. 

ésteres X R 
kobs × 100  

(h-1) 

t1/2 (h) 
amidas X R 

kobs × 100 

 (h-1) 

t1/2 (h) tioést

eres 
X R 

kobs × 100  

(h-1) 

t1/2 (h) 

1a 

 

H 

C4H9 356 ± 17 0,20 ± 0,01 5a  

 

H 

 

C4H9 n/d n/d 9a  

 

H 

C4H9 417 ± 10 0,17 ± 0,00 

1b C6H13 332 ± 19 0,21 ± 0,01 5b C6H13 n/d n/d  - - - 

1c C8H17 35,5 ± 0,3 1,96 ± 0,02 5c C8H17 n/d n/d 9с C8H17 26,9 ± 1,9 2,59 ± 0,18 

1e C12H25 0,76 ± 0,02 91,4 ± 3,1 5e C12H25 n/d n/d 9с C12H25 0,79 ± 0,08 88,4 ± 9,8 

2a 

4-NO2 

C4H9 20,4 ± 3,3 3,46 ± 0,49 6a 

4-NO2 

C4H9 0,91 ± 0,07 76,5 ± 5,3 10a  

 

4-NO2 

C4H9 11,3 ± 0,8 6,18 ± 0,45 

2b C6H13 6,05 ± 0,31 11,5 ± 0,6 6b C6H13 0,80 ± 0,05 87,2 ± 5,8  - - - 

2c C8H17 1,80 ± 0,38 39,0 ± 7,7 6c C8H17 n/d n/d 10c C8H17 3,20 ± 0,11 21,7 ± 0,7 

2e C12H25 0,88 ± 0,05 79,4 ± 4,7 6e C12H25 n/d n/d  - - - 

3a 
 

 

3,5-

dNO2 

 

 

C4H9 11,0 ± 0,8 6,32 ± 0,44 7a  

 

 

3,5-

dNO2 

 

 

C4H9 3,03 ± 0,20 22,9 ± 1,5 11a  

 

 

3,5-

dNO2 

 

C4H9 0,74 ± 0,03 94,0 ± 4,2 

3b C6H13 0,86 ± 0,06 80,9 ± 5,5 7b C6H13 0,84 ± 0,01 82,5 ± 1,4  - - - 

3c C8H17 n/d n/d 7c C8H17 n/d n/d 11c C8H17 0,79 ± 0,02 88,3 ± 2,0 

3d C10H21 n/d n/d 7d C10H21 n/d n/d  - - - 

3e C12H25 n/d n/d 7e C12H25 n/d n/d 11e C12H25 0,38 ± 0,02 180 ± 12 

3f C14H29 n/d n/d 7f C14H29 n/d n/d  - - - 

3g C16H25 n/d n/d 7g C16H32 n/d n/d  - - - 

4a  

3-NO2-

5-CF3 

C4H9 13,0 ± 1,1 5,36 ± 0,44 8a  

3-NO2-

5-CF3 

C4H9 1,09 ± 0,07 63,8 ± 4,1 12a  

3-NO2-

5-CF3 

C4H9 0,32 ± 0,03 216 ± 22 

4b C6H13 0,67 ± 0,06 105 ± 10 8b C6H13 n/d n/d  - - - 

4c C8H17 n/d n/d 8c C8H17 n/d n/d 12с C8H17 0,40 ± 0,02 174 ± 10 

4d C10H21 n/d n/d 8d C10H21 n/d n/d  - - - 

4e C12H25 n/d n/d 8e C12H25 n/d n/d  C12H25 0,15 ± 0,01 453 ± 30 

n/d – não degrada



Tabela 19 Estudo da hidrólise enzimática. Percentagem de degradação de ésteres/amidas derivadas de ácido benzóico substituído em homogenato 

de M. smegmatis à temperatura 37ºC durante 48h. Concentração inicial de substrato (éster/amida) - 5x10-4M com 2% de ACN. 

ésteres X R 

Degradação (%) 

amidas X R 

Degradação (%) tioést

eres 
X R 

Degradação (%) 

24h 48h 24h 48h    24h 48h 

1a 

 

H 

C4H9 100 100 5a  

 

H 

 

C4H9 2 3 9a  

 

H 

C4H9 100 100 

1b C6H13 100 100 5b C6H13 1 2     

1c C8H17 100 100 5c C8H17 1 2 9с C8H17 100 100 

1e C12H25 16 30 5e C12H25 0 0 9с C12H25 17 32 

2a 

4-NO2 

C4H9 99 100 6a 

4-NO2 

C4H9 20 35 10a  

 

4-NO2 

C4H9 93 100 

2b C6H13 77 94 6b C6H13 17 32     

2c C8H17 35 58 6c C8H17 3 5 10c C8H17 54 79 

2e C12H25 19 34 6e C12H25 2 3     

3a 

 

3,5-

dNO2 

C4H9 93 99 7a  

 

 

3,5-

dNO2 

 

 

C4H9 52 77 11a  

 

 

3,5-

dNO2 

 

C4H9 16 30 

3b C6H13 19 34 7b C6H13 18 33     

3c C8H17 10 19 7c C8H17 3 5 11c C8H17 17 31 

3d C10H21 5 9 7d C10H21 1 2     

3e C12H25 4 8 7e C12H25 1 2 11e C12H25 9 17 

3f C14H29 3 6 7f C14H29 1 2     

3g C16H25 2 4 7g C16H32 0 0     

4a  

3-NO2-

5-CF3 

C4H9 95 100 8a  

3-NO2-

5-CF3 

C4H9 23 41 12a 3-

NO2-

5-CF3 

C4H9 7 14 

4b C6H13 15 27 8b C6H13 7 14     

4c C8H17 8 16 8c C8H17 5 11 12с C8H17 9 17 

4d C10H21 5 10 8d C10H21 2 3     

4e C12H25 3 6 8e C12H25 1 3 11e C12H25 4 7 

 



Ao comparar estabilidade em homogenato de M. smegmatis de ésteres e tioésteres entre si 

(Figura 57),  verificou-se que os ésteres e tioésteres derivados de ácido benzóico não 

substituído apresentam estabilidade semelhante (Figura 57:A). Nos derivados de ácido 

benzóico 4-nitrosubstituídos (Figura 57:B) observa-se uma situação semelhante. Os ésteres 

derivados de ácido 3.5-dinitrobenzóico (Figura 57:C) e derivados de ácido 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzóico (Figura 57:D) degradam mais rapidamente do que os tioésteres, que 

praticamente não mostram degradação em homogenato de M. smegmatis. As amidas são 

extremamente estáveis em homogenato de M. smegmatis e apenas as cadeias curtas apresentam 

os primeiros sinais de degradação conforme se pode depreender da Tabela 19. 

A       B 

 

C      D 

 

Figura 57 Estudo da estabilidade enzimática comparativo dos ésteres, tioésteres e 

amidas de derivados de ácido benzóico substituído  em homogenato de M. smegmatis:  

A. Derivados de ácido benzóico; B. Derivados de ácido 4-nitrobenzóico; C. Derivados 

de ácido 3,5-dinitrobenzóico; D Derivados de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzóico. 
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Ao avaliar os diferentes substituintes no anel aromático no estudo de estabilidade 

em homogenato de M. smegmatis  verificou-se que entre os ésteres (Figura 58) os 

compostos que apresentam menor estabilidade são derivados de ácido benzóico não 

substituído os derivados de ácido 4-nitrobenzóico apresentam alta estabilidade e mais 

estáveis são derivados de ácido 3.5-dinitrobenzóico e de ácido 3-nitro-

5(trifluorometil)benzóico (Figura 58). Os grupos volumoso (NO2, CF3) poderão 

diminuir a afinidade do composto com enzima, relacionado com impedimento estéreo 

formado pelo estes grupos.  

Entre os tioésteres (Figura 59) os compostos que apresentam menor estabilidade são 

derivados de ácido benzóico não substituído, os derivados de ácido 4-nitrobenzóico 

apresentam alta estabilidade e derivados de ácido 3.5-dinitrobenzóico e de ácido 3-

nitro-5(trifluorometil)benzóico são extremamente estáveis.  

Curiosamente, as amidas derivadas de ácido benzóico não substituído não 

demonstram nenhuma degradação (ao contrário com os ésteres e tioésteres) e outras 

amidas, derivadas de ácido 4-nitrobenzóico, de ácido 3.5-dinitrobenzóico e de ácido 3-

nitro-5-(trifluorometil)benzóico demonstram baixo nível de degradação entre as quais 

as amidas 3.5-dinitrosubstituídas  são menos estáveis (Figura 60). 
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A      B 

 

C      D 

 

 

Figura 58 Estudo da estabilidade enzimática em homogenato de M. smegmatis 

dependendo dos substituintes no anel aromático no exemplo dos ésteres:  

A. quatro átomos de carbonos na cadeia alquílica; B. seis átomos de carbonos na 

cadeia alquílica; C. oito átomos de carbonos na cadeia alquílica; D. doze átomos de 

carbonos na cadeia alquílica. 
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A      B 

 

 

Figura 59 Estudo da estabilidade enzimática em homogenato de M. smegmatis 

dependendo dos substituintes no anel aromático no exemplo dos tioésteres:  

A. quatro átomos de carbonos na cadeia alquílica; B. oito átomos de carbonos na 

cadeia alquílica. 

 

 

Figura 60 Estudo da estabilidade enzimática em homogenato de M. smegmatis 

dependendo dos substituintes no anel aromático no exemplo das amidas:  

A. quatro átomos de carbonos na cadeia alquílica; B. seis átomos de carbonos na 

cadeia alquílica. 

Ao analisar os resultados obtidos na Tabela 19 foi concluído que a estabilidade 

aumenta com o aumento de cadeia alquílica, ou seja, aumento de lipofilia (Figura 61), 

que foi observado em todos os compostos testados. Para moléculas com estrutura 
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de carbonos, maior a lipofilia das moléculas (valores de Log P aumentam).293 As amidas 

apresentam alto nível de estabilidade e degradação apresentam apenas os compostos 

com cadeias curtas. (Figura 61:C). 

Os compostos que apresentam menor estabilidade em homogenato de M. smegmatis 

são ésteres (Figura 61:A) e tioésteres (Figura 61:B) derivados de ácido benzoico não 

substituído. Por exemplo, o tempo de meia vida (t1/2) para H-benzoato de butilo (1a) 

corresponde apenas 12 minutos e  para H-tiobenzoato de butilo (9a) apenas 10 minutos 

respetivamente. Os compostos derivados de ácido 4-nitrobenzóico apresentam alta 

estabilidade. Entre os ésteres e tioésteres testados em homogenato de M. smegmatis os 

compostos que apresentam maior estabilidade são derivados de ácido 3.5-

dinitrobenzóico e derivados de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico, entre os quais 

é observada apenas degradação significativa no 3.5-dinitrobenzoato de butilo (3a) 

(t1/2=6,32 horas) e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoato de butilo (4a) (t1/2=5.36 horas). As 

amidas, como foi dito anteriormente, apresentam alto nível de estabilidade em 

homogenato de M. smegmatis e apresentam degradação apenas nos compostos com 

cadeias curtas. A degradação significativa é observada apenas em N-butil 3,5-

dinitrobenzamida (7a).  
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A       B 

 

    C 

 

Figura 61 Estudo da estabilidade enzimática em homogenato de M. smegmatis 

dependendo do comprimento de cadeia alquílica: 

 A. Ésteres; B. Tioésteres; C. Amidas.  

2.7.4 A razão entre velocidades de degradação em plasma humano e em 

homogenato de M. smegmatis. 

Para avaliar a sua capacidade atuar com pró-fármacos foi realizada uma análise 

comparativa das velocidades de hidrólise em plasma humano e homogenato de M. 

smegmatis. Um bom pró-fármaco destinado a ser ativado pelas micobactérias precisa 

de ser estável em plasma humano, mas suficientemente lábil frente às esterases 

micobacterianas para sofrer ativação pelas mesmas. O presente estudo relata os 

resultados e hidrólise dos ésteres (Tabela 20; Figura 62) e tioésteres (Tabela 21; Figura 

63). As amidas não foram analisados nesse estudo devido ao facto que as amidas não 
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apresentaram degradação em plasma humano durante 72h de estudo (Tabela 17) e 

apenas apresentam uma degradação residual durante 48h em homogenato de M. 

smegmatis (Tabela 19).  

Na Tabela 20 estão representadas as constantes de velocidade de pseudo-primeira 

ordem dos ésteres (kobs × 100 h-1) para ensaio de estabilidade em plasma humano e para 

ensaio de estabilidade em homogenato de M. smegmatis assim como a razão entre as 

mesmas constantes (kobs) e a constante de velocidade de pseudo-primeira ordem para 

benzoato de butilo (1a) (M (kobs/ kobs1a)) no mesmo meio biológico e sua finalidade é 

obter uma razão que permita eliminar da análise o efeito de diferentes concentrações de 

esterase em cada um dos dois meios biológicos utilizados. Com base nos dados obtidos 

na Tabela 20,  foram construídos os gráficos na Figura 62 para cada série dos ésteres 

testados: H-benzoatos (Figura 62:A), 4-nitrobenzoatos (Figura 62:B), 3.5-

dinitrobenzoatos (Figura 62:C), 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos (Figura 62:D).  

Ao avaliar os gráficos construídos verificou-se que apenas os ésteres derivados de 

ácido benzóico não substituído (Figura 62:A) demonstram degradar mais rápido em 

homogenato de M. smegmatis do que em plasma humano. Usando os valores (M) da 

Tabela 20, calculou-se a razão entre (M) para o mesmo composto no plasma humano 

sobre o homogenato micobacteriano de m(Mpl/ MMb). Um valor m alto condiz com um 

fármaco que pode ser facilmente degradado em plasma humano, mas apresentam 

estabilidade em homogenato de M. smegmatis. Por exemplo, para o 4-nitrobenzoato de 

octilo (2c) o valor m=155,6, o que significa que o composto 2c degrada 155,6 vezes 

mais rapidamente em plasma humano do que em homogenato de M. smegmatis (Figura 

62:B).  

Tabela 20 Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem (kobs × 100 h-1) dos 

ésteres nos estudos de estabilidade enzimática em plasma humano e em homogenato de 

M. smegmatis e a razão entre as mesmas constantes (kobs) e a constante de velocidade 

pseudo-primeira ordem para H-benzoato de butilo (1a) M(kobs/ kobs1a) no mesmo meio 

biológico. 

ésteres X R 
kobs × 100  

(h-1)/(plasma) 

Mpl 

(kobs/ kobs1a) 

kobs × 100  

(h-1)/(M.sm) 

MMb 

(kobs/ kobs1a) 

m(Mpl/ MMb) 

 

1a 

 

H 

C4H9 44,1 ± 6,1 1,000 356 ± 17 1,000 1,0 

1b C6H13 11,6 ± 1,2 0,263 332 ± 19 0,933 0,3 

1c C8H17 2,66 ± 0,23 0,060 35,5 ± 0,3 0,100 0,6 

1e C12H25 n/d - 0,76 ± 0,02 0,002 - 

2a 

4-NO2 

C4H9 132 ± 6 2,993 20,4 ± 3,3 0,057 52,2 

2b C6H13 27,4 ± 5,8 0,621 6,05 ± 0,31 0,017 36,6 

2c C8H17 9,73 ± 1,20 0,787 1,80 ± 0,38 0,005 155,6 

2e C12H25 0,66 ± 0,10 0,015 0,88 ± 0,05 0,002 6,1 
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ésteres X R 
kobs × 100  

(h-1)/(plasma) 

Mpl 

(kobs/ kobs1a) 

kobs × 100  

(h-1)/(M.sm) 

MMb 

(kobs/ kobs1a) 

m(Mpl/ MMb) 

 

3a 

 

 

3,5-dNO2 

 

 

C4H9 8,08 ± 0,29 0,183 11,0 ± 0,8 0,031 5,9 

3b C6H13 5,68 ± 0,47 0,129 0,86 ± 0,06 0,002 53,3 

3c C8H17 3,53 ± 0,44 0,080 n/d - - 

3d C10H21 0,98 ± 0,07 0,022 n/d - - 

3e C12H25 0,89 ± 0,13 0,020 n/d - - 

3f C14H29 0,97 ± 0,23 0,022 n/d - - 

3g C16H25 n/d - n/d - - 

4a  

3-NO2-5-CF3 

C4H9 12,5 ± 1,8 0,283 13,0 ± 1,1 0,037 7,8 

4b C6H13 5,96 ± 1,28 0,135 0,67 ± 0,06 0,002 71,8 

4c C8H17 2,30 ± 0,06 0,052 n/d - - 

4d C10H21 1,26 ± 0,04 0,029 n/d - - 

4e C12H25 n/d - n/d - - 

n/d – não degrada 
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A      B 

 

 

C      D 

 

 

Figura 62 Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem de hidrólise dos 

ésteres em plasma humano e em homogenato de M. smegmatis normalizado em relação 

constante de velocidade de pseudo-primeira ordem para H-benzoato de butilo (1a) (kobs/ 

kobs1a) no mesmo meio biológico. 

A. Derivados de ácido benzóico; B. Derivados de ácido 4-nitrobenzóico; C. Derivados 

de ácido 3,5-dinitrobenzóico; D Derivados de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzóico. 
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Para analisar os tioésteres foi criada a Tabela 21 que inclui as constantes de velocidade de 

pseudo-primeira ordem (kobs × 100 h-1) para ensaio de estabilidade em plasma humano e para 

ensaio de estabilidade em homogenato de M. smegmatis e a razão entre as mesmas constantes 

(kobs) e a constante de velocidade pseudo-primeira ordem para tiobenzoato de butilo (9a) (M 

(kobs/ kobs9a)) no mesmo meio biológico. A sua finalidade é obter uma razão que permita 

eliminar da análise o efeito de diferentes concentrações de esterase nos meios biológicos 

utilizados. Com base nos valores obtidos na Tabela 21,  foram construídos os gráficos na Figura 

63 para cada uma das séries dos tioésteres testados: H-tiobenzoatos (Figura 63:A), 4-

nitrotiobenzoatos (Figura 63:B), 3.5-dinitrotiobenzoatos (Figura 63:C) e 3-nitro-5-

(trifluorometil)tiobenzoatos (Figura 63:D).  

Ao comparar a estabilidade enzimática dos tioésteres nos gráficos construídos pode-se 

afirmar que os tioésteres testados são mais estáveis em homogenato de M. smegmatis do que 

em plasma humano. Usando os valores (M) da Tabela 21, calculou-se a razão entre (M) para o 

mesmo composto em plasma humano sobre homogenato micobacteriano m(Mpl/ MMb). Um valor 

m alto condiz com um fármaco que podem facilmente degradar em plasma humano, mas 

apresentam estabilidade em homogenato de M. smegmatis. Verificou-se que tiobenzoatos 

(Figura 63:A) apresentam baixos valores m (m=1 para tiobenzoato de butilo, m=2,5 para 

tiobenzoato de octilo e m=3,4 para tiobenzoato de dodecilo), o que significa que estes 

compostos apresentam velocidades de degradação semelhantes em plasma humano e em 

homogenato micobacteriano. Pelo contrário, os 3.5-dinitrotiobenzoatos (Figura 63:C) e 3-nitro-

5-(trifluorometil)tiobenzoatos (Figura 63:D) apresentem elevados valores m, o que significa 

que estes sérias de compostos muito mais facilmente degradam em plasma humano do que em 

homogenato micobacteriano. Por exemplo, 3-nitro-5-(trifluorometil)tiobenzoato de butilo (12a) 

(m=111) degrada 111  vezes  mais rapidamente em plasma humano do que em homogenato de 

M. smegmatis (Figura 63:D).  

Tabela 21 Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem (kobs × 100 h-1) dos 

tioésteres nos estudos de estabilidade enzimática em plasma humano e em homogenato 

de M. smegmatis e a razão entre as mesmas constantes (kobs) e a constante de pseudo-

primeira ordem para tiobenzoato de butilo (9a) (kobs/ kobs9a) no mesmo meio biológico. 

tioésteres 
X R 

kobs × 100  

(h-1)/(plasma) 

Mpl  

(kobs/ kobs9a) 

kobs × 100  

(h-1) 

MMb  

(kobs/ kobs9a) 

m(Mpl/ MMb) 

9a  

H 

C4H9 92,3 ± 1,8 1,000 417 ± 10 1,000 1,0 

9с C8H17 14,9 ± 0,9 0,161 26,9 ± 1,9 0,065 2,5 

9с C12H25 0,60 ± 0,07 0,007 0,79 ± 0,08 0,002 3,4 

10a 4-NO2 C4H9 34,5 ± 1,3 0,368 11,3 ± 0,8 0,027 13,6 

10c C8H17 8,08 ± 0,21 0,088 3,20 ± 0,11 0,008 11,4 

11a  

3,5-dNO2 

 

C4H9 10,3 ± 1,9 0,112 0,74 ± 0,03 0,002 62,9 

11c C8H17 11,8 ± 1,9 0,128 0,79 ± 0,02 0,002 67,5 

11e C12H25 2,85 ± 0,21 0,031 0,38 ± 0,02 0,001 33,9 

12a 3-NO2-5-CF3 

 

C4H9 7,86 ± 0,64 0,085 0,32 ± 0,03 0,001 111,0 

12с C8H17 3,47 ± 0,54 0,038 0,40 ± 0,02 0,001 39,2 

12e C12H25 0,78 ± 0,01 0,008 0,15 ± 0,01 0,000 23,5 

n/d – não degrada 
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A       B 

 

 
С      D 

 

 
Figura 63 Constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem de hidrólise dos 

tioésteres em plasma humano e em homogenato de M. smegmatis normalizado em 

relação constante de velocidade de pseudo-primeira ordem para tiobenzoato de butilo 

(9a) (kobs/ kobs9a) no mesmo meio biológico. 

A. Derivados de ácido benzóico; B. Derivados de ácido 4-nitrobenzóico; C. Derivados 

de ácido 3,5-dinitrobenzóico; D Derivados de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzóico. 
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2.8 Ensaios de atividade in vitro 

2.8.1 Ensaios de atividade em M. tuberculosis 

Os estudos de atividade antimicobacteriana foram realizados pelo Doutor David 

Pires do grupo de investigação Host-Pathogen Interaction da Faculdade de Farmácia 

Universidade de Lisboa. Os procedimentos experimentais dos estudos de atividade 

encontram-se descritos no Subcapítulo 3.4 do Procedimento Experimental.  

Com o intuito de avaliar se os derivados sintetizados dos ácidos benzóicos 

substituídos inibiam o crescimento ou se levavam à morte da micobactéria, foram feitos 

ensaios de atividade in vitro, usando a estirpe M. tuberculosis H37Rv. Os resultados 

dos ensaios de atividade estão representados em Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

e em Concentração Bactericida Mínima (CBM), em μg/mL, na Tabela 22. 

CIM - é a mais baixa concentração de um composto responsável por limitar o 

crescimento visível de uma bactéria (ou seja, que tem atividade bacteriostática). CBM 

corresponde à concentração mínima de agente antimicrobiano que resulta na morte 

bacteriana (ou seja, a concentração a partir da qual um agente é bactericida). Quanto 

mais próximos forem os valores destas duas variáveis, mais letal será o antibiótico. 

  



Tabela 22 Resultados obtidos dos ensaios de atividade in vitro, em M. tuberculosis H37Rv, dos valores obtidos de CIM em μg/mL e dos valores 

obtidos de CBM em μg/mL. 

ésteres X R 
CIM  

(μg/mL) 

CBM  

(μg/mL) 
amidas X R 

CIM  

(μg/mL) 

CBM  

(μg/mL) 

tioést

eres 
X R 

CIM  

(μg/mL) 

CBM  

(μg/mL) 

1a 

 

H 

C4H9 >256 >256 5a  

 

H 

 

C4H9 256 256 9a  

 

H 

C4H9 512 >1024 

1b C6H13 - - 5b C6H13 64 64 - - - - 

1c C8H17 256 >256 5c C8H17 32 32 - - - - 

1e C12H25 256 512 5e C12H25 >256 >256 - - - - 

2a 

4-NO2 

C4H9 64 128 6a 

4-NO2 

C4H9 128 256 10a  

 

4-NO2 

C4H9 64 128 

2b C6H13 64 128 6b C6H13 32 64 - - - - 

2c C8H17 8 128 6c C8H17 128 256 10c C8H17 32 128 

2e C12H25 8 64 6e C12H25 256 256 - - - - 

3a 

 

 

3,5-dNO2 

 

C4H9 32 128 7a  

 

 

3,5-

dNO2 

 

 

C4H9 0,5 0,5 11a  

 

 

3,5-

dNO2 

 

C4H9 128 256 

3b C6H13 32 4 7b C6H13 0,031 0,031 - - - - 

3c C8H17 8 8 7c C8H17 0,016 0,016 11c C8H17 16 64 

3d C10H21 4 4 7d C10H21 0,063 0,063 - - - - 

3e C12H25 8 16 7e C12H25 0,5 0,5 - - - - 

3f C14H29 16 >1024 7f C14H29 0,125? 0,25 - - - - 

3g C16H25 >1024 >1024 7g C16H32 2 2 - - - - 

4a  

3-NO2-5-CF3 

C4H9 1024 1024 8a  

3-NO2-

5-CF3 

C4H9 2 2 - - - - - 

4b C6H13 1024 1024 8b C6H13 ≤0,5 ≤0,5 - - - - - 

4c C8H17 - - 8c C8H17 0,063 0,063 - - - - - 

4d C10H21 128 256 8d C10H21 0,5 0,5 - - - - - 

4e C12H25 >1024 >1024 8e C12H25 0,5 0,5 - - - - - 

isoniazi

d 

(INH) 

 

 

0,025 0,05 

 

 

 

       

 



A partir da observação dos resultados da Tabela 22, verificou-se inesperadamente que os 

compostos que apresentam maior atividade são amidas derivadas de ácido 3.5-dinitrobenzóico e 

derivadas de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil) benzóico (Figura 64:B; Figura 65:C; Figura 65:D). 

Os resultados do estudo de atividade destes compostos foram encorajadores, pois os valore de 

CIM (de 2 μg/mL a 0.016 μg/mL) que apresentam estas sérias de compostos são muito baixos, 

sendo que alguns dos compostos demonstraram no ensaio uma atividade superior à isoniazida 

(CIM ≈ 0.05). A isoniazida é um fármaco de primeira linha de tratamento de tuberculose que foi 

usado como um controle positivo nesse ensaio. As amidas derivadas de ácido benzóico e de ácido 

4-nitrobenzóico apresentam um nível de atividade bastante inferior (Figura 64:B; Figura 65:A; 

Figura 65:B).  

Foi observado que, todas as amidas aumentam a sua atividade com aumento a cadeia 

alcoxílica até cerca de oito átomos de carbono (cerca de seis átomos de carbono no caso de 

amidas derivadas de ácido benzóico não substituído), e diminuíram além deste ponto.  O aumento 

da atividade destes compostos pode ser explicado pela maior capacidade de penetração dos 

compostos nas membranas das micobactérias devido ao aumento da sua lipofilia. Fármacos 

muito hidrofílicos são pouco absorvidos, devido à sua impossibilidade de atravessar membranas 

celulares ricas em lípidos.294 Depois de oito átomos de carbono, a atividade das amidas diminuiu 

com o aumento da lipofilia. Possivelmente estes compostos (C12 a C16) são demasiado 

lipofílicos e  difundem dificilmente nas membranas celulares bacterianas, uma vez que em 

condições de lipofilia em excesso, a solubilidade dos ésteres é reduzida em água.303 Logo a 

difusão dos ésteres através da parede celular bacteriana é dificultada e compromete a sua 

atividade. 293, 303 Para que um fármaco seja bem absorvido, ele deve ser basicamente lipofílico, 

mas ter alguma solubilidade em soluções aquosas. 294 Assim os compostos que conferem a 

lipofilia ótimo são derivados de ácido benzóico substituído, com cadeia alquílica de C6 a C10. 

Os compostos onde se obtiveram menores valores de CIM foram as amidas derivadas de ácido 

3.5-dinitrobenzóico com 6, 8 e 10 (7b,7c,7d) carbonos na cadeia alcoxílica, respetivamente. 

Os ésteres mais eficazes contra a estirpe estudada foram os 3.5-dinitrobenzoatos e os 4-

nitrobenzoatos (Figura 64:A). Curiosamente, que os ésteres derivados de ácido 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzóico não apresentaram nenhuma atividade ao contrário das amidas 

derivadas do mesmo ácido. A atividade comparativa entre ésteres e amidas pode ser observada 

na Figura 65. 

Todos os tioésteres testados não apresentam atividade significativa e têm valores de CIM 

superiores aos valores de CIM dos ésteres derivados dos mesmos ácidos (Tabela 22). 

Em relação aos resultados de CBM, os compostos que mostraram apresentar maior 

atividade foram as 3.5-dinitrobenzamidas e as 3-nitro-5(trifluorometil)-benzamidas, sendo 

que os valores de CIM e de CBM obtidos são muito próximos. Se os valores obtidos de CIM 
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e de CBM foram iguais ou próximos, tal indica que o composto é bactericida porque a 

concentração que inibe o crescimento é a mesma que provoca a morte bacteriana. Se os 

valores obtidos de CIM e de CBM forem muito afastados, a concentração que inibe o 

crescimento não tem efeito na viabilidade bacteriana, pelo que o efeito observado é 

bacteriostático. Neste estudo, observou-se que todos os compostos testados, exceto os 

compostos 2c, 2e, 3a e 3f e , são compostos bactericidas (sendo que 2c, 2e, 3a e 3f são 

classificados como bacteriostáticos).  

A 

 

B 

 

 

Figura 64 Atividade dos compostos dependendo do comprimento de cadeia alquílica 

apresentado em CIM (μg/mL):  

A. Ésteres; B. Amidas. 
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A      B 

 

C      D 

 

Figura 65 Atividade comparativa entre ésteres e amidas com diferentes cadeias 

alquílicas (de 4 a 14 átomos de carbono) apresentado em CIM (μg/mL):  

A. Derivados de ácido benzóico; B. Derivados de ácido 4-nitrobenzóico; C. Derivados 

ácido 3.5-dinitrobenzóico; D. Derivados de ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico.  

2.8.2 Ensaios de atividade comparativo em várias estirpes micobacterianas. 

Ao avaliar os resultados de estabilidade e atividade dos compostos testados, verificou-se 

que não exista a relação entre estabilidade, ativação e atividade nos compostos testados. Esta 

observação não é compatível atuação dos compostos como pró-fármacos libertando um 

ácido fraco. Surgiu a ideia que os compostos que apresentam maior atividade (3,5-

dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzamidas) não necessitam de hidrólise 

enzimática e atuariam por outro mecanismo de ação. Uma explicação atrativa para a sua 
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atividade seria terem um mecanismo de ação semelhante às benzotiazinonas (BTZ) (1.2.4.3), 

ou às dinitrobenzamidas como a DNB1, fármacos já conhecidos na terapia 

antimicobacteriana e que atuam na decaprenilfosforil-β-d-ribose 2′-epimerase DprE1). É de 

notar que as dinitrobenzamidas (DNB) que têm similaridade estrutural com os compostos 

testados nesta tese. 

A DprE1 é uma enzima vital para a síntese da parede celular, desempenha um papel 

crucial na formação de lipoarabinomanano e arabinogalactano. Catalisa uma reação de 

epimerização única que resulta na síntese de decaprenilfosforil arabinose, o único doador de 

resíduos de arabinosil para acumulação de arabinanos, componentes fundamentais da parede 

celular micobacteriana.287 

O grupo nitro das benzotiazinonas e das dinitrobenzamidas é convertido em nitroso pela 

enzima (nitrorredutase), que faz uma interação covalente com o resíduo Cys387, causando 

a inativação da enzima. (Figura 39) 259,260 

Uma primeira abordagem para verificar se a DprE1 poderia ser um alvo para os nossos 

compostos mais ativos consistiu em realizar um estudo de atividade dos compostos sobre 

micobactérias com diferentes suscetibilidades aos fármacos conhecidos que atuam sobre a 

DprE1 e verificar se os nossos compostos seguiriam a mesma tendência.  

Foi realizado uma experiência em que se testou a atividade dos compostos sobre quatro 

espécies de micobactérias: M. avium, M. smegmatis, M. bovis BCG e M. tuberculosis: espécie 

M. avium DSM não possui o gene que codifica para Cys387 na enzima DprE1 sendo a 

cisteína é substituída por alanina.288 Essas mutações conferem resistência natural aos 

compostos testados. M. smegmatis mc2 possui superexpressão da nitrorredutase NfnB 

levando à potencial inativação do fármaco por redução de um grupo nitro a um grupo 

amino.289 As outras duas espécies (M. bovis BCG, M. tuberculosis H37Rv) são suscetíveis a 

inibidores da DprE1.  

Ao avaliar os valores obtidos na Tabela 23 verificou-se que amidas testados apresentaram 

alta atividade em M. bovis e M. tuberculosis, no entanto, a atividade perde-se completamente 

em M. avium, que tem mutação na enzima DprE1. Os resultados semelhantes foram 

apresentados pelo benzotiazinona BTZ047 que foi testado por Caroline et al, onde o 

BTZ047 apresentou alta atividade em M. tuberculosis, no entanto, a atividade perdeu-se em 

M. avium onde o resíduo Cys387 é substituída por alanina. 288 Pois, o resíduo C387 de DprE1 

é necessário para a interação covalente com inibidores nitroaromáticos e substituições neste 

resíduo conferem resistência aos compostos testados. 
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Apesar da atividade em M. smegmatis não se perder completamente, é diminuída o 

que pode significar que alguma quantidade de composto sofreu a redução de grupo nitro 

antes de entrar ao sítio ativo de DprE1. Em particular, foi mostrado que a 

superexpressão da NfnB nitrorredutase dependente de FMN em M. smegmatis talvez 

seja um novo mecanismo para resistência parcial de compostos testados envolvendo 

inativação de compostos, além da já marcado em cima substituição de aminoácido para 

Cys387 DprE. Como o grupo nitroaromático é necessário para a atividade 

antimicobacteriana desses compostos o possível desenvolvimento de resistência devido 

à superexpressão da nitrorredutase é um problema que deve ser considerado. 

O conjunto destes resultados indica que o alvo para os nossos compostos mais ativos 

poderá ser a enzima DprE1. Evidentemente serão necessários outros estudos fora do 

âmbito desta tese para comprovar o alvo dos compostos. 

Tabela 23 Resultados obtidos dos ensaios de atividade in vitro, em M. avium DSM 

44156, M. smegmatis mc2 155, M. bovis BCG e  M. tuberculosis H37Rv, dos valores 

obtidos de CIM em μg/mL e dos valores obtidos de CBM em μg/mL. 

compo

sto 

 

 

R 

M. avium DSM 

44156 

M. smegmatis 

mc2 155 
M. bovis BCG 

M. tuberculosis 

H37Rv 

  

 MIC 

[μg/mL] 

MBC 

[μg/mL] 

MIC 

[μg/mL] 

MBC 

[μg/mL] 

MIC 

[μg/mL] 

MBC 

[μg/mL] 

MIC 

[μg/mL] 

MBC 

[μg/mL] 

BTZ 

043
a
 

 >100      0,002  

7a C4H9 64 512 4 4 0.5 1 0.5 0.5 

7b C6H13 ND ND 1 1 0.25 0.25 ≤0,5 ≤0,5 

7c C8H17 32 64 0,25 4 0,015 0,015 ≤0,062 ≤0,062 

7d C10H21 ND ND 1 1 0,062 0,062 ≤0,5 ≤0,5 

7e C12H25 >341 >341 0,66 >2,66 0,083 0,166 0,5 0,5 

7f C14H29 ND ND 1 4 0.25 0.25 ≤0,5 ≤0,5 

7g C16H33 ND ND 32 >64 2 4 2 2 

ND – Não apresentam atividade.  

a - Caroline Shi-Yan Foo et al. 288 

2.8.3 Ensaios de atividade em macrófagos 

Para avaliar a sua capacidade dos compostos em estudo atuarem dentro de célula 

hospedeiro foi avaliada atividade em macrófagos humanos THP-1 infetados pelo M. 

bovis BCG. Foram avaliados três ésteres (3.5-dinitrobenzoato de hexilo (3b), 3,5-

dinitrobenzoato de decilo (3d), 3,5-dinitrobenzoato de tetradecilo (3f)) e três amidas (N-

hexil-3.5-dinitrobenzamida (7b), N- decacil-3.5-dinitrobenzamida (7d), N-tetradecil-
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3.5-dinitrobenzamida (7f)) derivados de ácido 3.5-dinitrobenzóico. Como controle 

negativo foi usado DMSO e como controle positivo foi usado isoniazida (INH). 

A Figura 66 mostra os efeitos antimicobacterianos na estirpe suscetível nos 

macrófagos THP-1. A percentagem de sobrevivência intracelular é representada nos 

dias 0, 1, 3 e 7.  

Os compostos 7b e 7d apresentaram atividade antimicobacteriana aproximadamente 

50% maior que isoniazida (Figura 66). Esta atividade foi mantida durante toda a 

experiência. O composto 7f, provavelmente, não apresente atividade por ser demasiado 

lipofílico. Fármacos muito hidrofílicos são pouco absorvidos, devido à sua impossibilidade 

de atravessar membranas celulares ricas em lípidos. Paradoxalmente, os fármacos 

extremamente lipofílicos são também pouco absorvidos, pois são totalmente insolúveis nos 

líquidos aquosos do organismo, portanto, não têm acesso à superfície das células. Para que 

um fármaco seja bem absorvido, ele deve ser basicamente lipofílico, mas ter alguma 

solubilidade em soluções aquosas.294 Os ésteres testados não apresentam atividade em 

macrófagos. 

Os valores em CFU7 são apresentados na Tabela 32 do anexo A7.  

 

Figura 66 Atividade antimicrobiana intracelular de compostos testados contra 

Mycobacterium bovis BCG infetando macrófagos humanos THP-1. Os resultados 

apresentados em percentagem.  

                                                 
7 Uma unidade formadora de colónia (CFU, UFC, Cfu) é uma unidade usada em microbiologia. Ele avalia 

o número de bactérias viáveis ou células fúngicas numa amostra que podem se multiplicar por fissão 

binária sob condições controladas. 
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2.9  Ensaios de citotoxicidade 

A metabolização de nitrocompostos pode levar à formação de intermediários 

tóxicos, genotóxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos209,210 e esta é indubitavelmente 

a razão para evitar estes compostos na maior parte dos casos. Muitos nitrocompostos 

podem gerar espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (ERO e ERNs, 

respetivamente) que podem reagir com biomoléculas.211 Desta forma, esses compostos 

têm atraído considerável atenção devido ao seu risco potencial para a saúde humana.167 

(1.2.4.1.3) 

Para se estudar se os ésteres/amidas derivados de nitro BA apresentaram toxicidade 

procedeu-se ao estudo de citotoxicidade destes ésteres em linha celular monocítica 

humana THP-1 (ATCC56 TIB202). Os resultados de citotoxicidade foram obtidos 

através da concentração letal para 50% da população de células, CL50.
286 Quanto mais 

baixo for o valor de CL50, menor é a concentração letal do composto utilizada na morte 

celular de macrófagos THP-1 in vitro em 50% das células, pelo que o composto 

aplicado será mais tóxico para as células.  

Na Tabela 24 estão apresentados os valores de concentração letal a 50% (CL50) em 

μg/mL, concentração inibitória mínima (CIM) em μg/mL e índice de 

toxicidade/atividade (T/A). O índice T/A  quantitativamente é razão entre a 

concentração tóxica (CL50) dada pela concentração inibitória mínima (CIM). Um T/A 

baixo indica que potencialmente os compostos que se podem atingir níveis tóxicos com 

extrema facilidade.  

Verificou-se que os ésteres testados não apresentaram toxicidade nas doses máximos 

que foram testados (512 μg/mL) com a exceção de um composto (3a) que apresentou 

LC50 igual a 456 μg/mL formando assim o índice T/A≈14.  

As amidas por sua vez apresentam LC50 entre 14 μg/mL e 360 μg/mL. No entanto, a 

CL50 das amidas que apresentam atividade (3.5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-

5(trifluorometil)benzamidas) é muito maior em relação à CIM, resultando em altos 

níveis do índice de toxicidade/atividade (Figura 67). Por exemplo, o composto 7b tem 

índice T/A=11645, o que significa que o CL50 desse composto 11645 vezes maior do 

que o CIM do mesmo.  
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Tabela 24 Resultados obtidos dos ensaios de citotoxicidade, representados por CL50 

em μg/mL, dos ensaios de atividade, representados por CIM, em μg/mL e índice de 

toxicidade/atividade 

ésteres X R 
CIM  

(μg/mL) 

CL50 

(μg/mL) 

 

T/A 
amidas X R 

CIM  

(μg/mL) 

CL50 

(μg/mL) 

 

T/A 

1c 
H 

 
C8H17 

256 1646 6 
5c H C8H17 

32 188 6 

2c 4-NO2 C8H17 8 657 82 6c 4-NO2 C8H17 128 308 2 

3a 

3,5-

dNO2 

 

C4H9 32 456 14 7a 

 

3,5-

dNO2 

 

 

C4H9 0,5 26 52 

3b C6H13 32 528 17 7b C6H13 0,031 361 11645 

3c C8H17 8 n//d - 7c C8H17 0,016 97 6063 

3d C10H21 4 n/d - 7d C10H21 0,063 53 841 

3e C12H25 8 n/d - 7e C12H25 0,5 72 144 

3f C14H29 16 n/d - 7f C14H29 0,125 330 2640 

3g C16H25 n/d n/d - 7g C16H32 2 n/d - 

4a  

3-NO2-

5-CF3 

C4H9 1024 552 0.54 8a  

3-NO2-

5-CF3 

C4H9 2 41 21 

4b C6H13 1024 639 0.62 8b C6H13 ≤0,5 23 46 

4c C8H17 - - - 8c C8H17 0,063 14 222 

4d C10H21 128 n/d - 8d C10H21 0,5 53 106 

4e C12H25 >1024 n/d - 8e C12H25 0,5 113 226 
n/d –  Não apresentam toxicidade nenhuma em doses máximos que foram testados (512 μg/ml).  

Estes resultados demonstraram que ao contrário do que se poderia esperar, tendo em 

atenção que grupo nitro está muitas vezes associados a fenómenos de toxicidade, 209,210,211 

apesar de serem tóxicos para as micobactérias os compostos com grupo nitro afetaram pouca 

a sobrevivência dos macrófagos e não mostraram toxicidade elevada, principalmente nos 

compostos mais ativos, o que é uma característica importante para os compostos que estamos 

a desenvolver.  

 

Figura 67 Comparação atividade/toxicidade das 3.5-dinitromenzamidas (7) com 

diferentes cadeias alquílicas (de 4 a 14 átomos de carbono) apresentado em μg/mL. 
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Figura 68 Comparação atividade/toxicidade 3-nitro-5-( trifluorometil)benzamidas (8) 

com diferentes cadeias alquílicas (de 4 a 12 átomos de carbono) apresentado em μg/mL. 
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3 Parte Experimental 

Nesta secção é descrita a síntese e caracterização de treze ésteres, vinte amidas e cinco tioésteres 

de derivados de ácido benzóico. São igualmente descritos os estudos de estabilidade em vinte 

ésteres, vinte amidas e dez tioésteres de ácido benzóico substituído. Por fim descrevem-se os 

estudos de atividade antimicobacteriana em M. tuberculosis e estudos de citotoxicidade na linha 

celular monocítica humana THP-1. 

3.1 Síntese e Purificação dos Ésteres 

Os ésteres foram sintetizados partindo dos ácidos benzóicos substituídos correspondentes, os 

quais, após conversão nos respetivos cloretos de ácido (Método A) ou após a protonação do ácido 

carboxílico (Método B) reagiram com diferentes álcoois (butanol a hexadecanol). Recorrendo ao 

Método A foram testadas dois condições de reação diferentes: A1, A2.  

3.1.1 Método A 

Neste método, primeiramente, procede-se a uma reação entre o derivado de ácido benzóico e 

o cloreto de tionilo (SOCl2) para sintetizar o intermediário cloreto de ácido. Seguidamente, o álcool 

reage com cloreto de ácido para formar o éster (mecanismo em A2. ): 

Método A1 - A reação é realizada numa etapa, onde um excesso de álcool serve como solvente. 

O

OH

X + ROH

O

OR

X

SOCl2

 

Figura 69 Síntese de ésteres de derivados de ácido benzóico substituído usando 

SOCl2. Método A1. 

Método A2 - Neste método, a reação ocorre em duas etapas, onde o cloreto de ácido é formado 

na primeira etapa, após o qual o álcool é adicionado, onde o DCM serve como solvente. 

O

OH

X

SOCl
2

O

Cl

X

ROH

CH2Cl2

O

OR

X

X = H, 4-NO
2 
e 3,5-dNO

2                        
R = butilo a hexadecilo

 

Figura 70 Síntese de ésteres de derivados de ácido benzóico substituído usando 

SOCl2. Método A2. 
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3.1.1.1 Procedimento geral de preparação de H-benzoatos, de 4-nitrobenzoatos, de 3,5-

dinitrobenzoatos e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos – Método A1 

Dissolveram-se 1 eq. de ácido correspondente (ácido benzóico, ácido 4-nitrobenzóico, ácido 

3.5-dinitrobenzóico, ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico) em 25 eq. do álcool (butanol a 

hexadecanol) e adicionou-se gota a gota 1,5 eq. de cloreto de tionilo e colocou-se a reação sob 

aquecimento durante 5h a 50ºC para se formem os ésteres respetivos. O álcool foi simultaneamente 

reagente e solvente da reação. A reação foi acompanhada por cromatografia em camada fina 

(TLC) com o tolueno até a reação estar completa. Para a revelação da placa utilizou-se radiação 

ultravioleta (UV) e o revelador químico permanganato de potássio. Após agitação da mistura 

reacional durante 5 h são adicionados 25 ml de água. O éster separado é extraído com 

diclorometano e lavado com 10 ml de solução saturada de bicarbonato de sódio. A secagem 

(Na2SO4) e a evaporação do DCM deram o éster. À purificação do produto foi feita por 

cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno. 

A Tabela 25 apresenta as condições experimentais da síntese dos ésteres derivados de ácido 

benzóico substituído pelo método A1: 

Tabela 25 Condições experimentais da síntese de ésteres derivados de ácido benzóico 

substituído pelo método A1 

Composto R 
Tºrefluxo/ºC 

tº refluxo/ h Rendimento / η (%) 
+ agitação 

1a C4H9 50 5 79 

1c C8H17 50 5 86 

1e C12H25 50 5 72 

2c C8H17 50 5 88 

3d C10H21 50 5 99 

Por este método foram obtidos 5 compostos (1a, 1c, 1e, 2c e 3d) com bom rendimento (Tabela 

25) e efetuada a sua caracterização estrutural por Espectroscopia de Ressonância Magnética 

Nuclear. 

3.1.1.2 Procedimento geral de preparação de H-benzoatos, de 4-nitrobenzoatos, de 3,5-

dinitrobenzoatos e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos – Método A2 

Adicionaram-se 25 eq. de cloreto de tionilo a eq. de ácido correspondente (ácido benzóico, 

ácido 4-nitrobenzóico, ácido 3.5-dinitrobenzóico, ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico) e 

colocou-se a reação sob refluxo durante 3h a 88ºC para se formem os cloretos de benzoílo 

respetivos. Durante a reação ocorreu a libertação de dióxido de enxofre até se formar o cloreto de 

ácido pretendido. O cloreto de tionilo foi simultaneamente reagente e solvente da reação. Após o 

término da reação, evaporou-se o cloreto de tionilo em excesso. 
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De seguida, dissolveram-se 2eq. de álcool em diclorometano (DCM) seco. O solvente DCM 

foi seco previamente com cloreto de sódio anidro. A reação ocorreu sob refluxo 24h até se formar 

o éster pretendido. A reação foi acompanhada por cromatografia em camada fina (TLC) com o 

tolueno até a reação estar completa. Para a revelação da placa utilizou-se radiação ultravioleta 

(UV) e o revelador químico permanganato de potássio. 

Terminada a reação procedeu-se à evaporação do solvente DCM e à purificação do produto 

por cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno. 

A Tabela 26 apresenta as condições experimentais da síntese dos ésteres derivados de ácido 

benzóico substituído pelo método A2: 

Tabela 26 Condições experimentais da síntese de ésteres derivados de ácido benzóico 

substituído pelo método A2 

Composto R 
T1ºrefluxo/ ºC 

T1ºrefluxo/ h 
T2ºrefluxo/ ºC T2ºrefluxo/ 

h 

Rendimento 

/ η (%) + agitação + agitação 

3g C16H33 88 3 50 24 28 

Por este método foi obtido 1 composto (3g) (Tabela 26) e efetuada a sua caracterização 

estrutural por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear. 

3.1.2 Método B 

Esterificação de Fisher é um tipo especial de esterificação pelo refluxo de um ácido carboxílico 

e um álcool na presença de um catalisador ácido (H2SO4). A reação realizada sem solvente 

(especialmente quando um grande excesso de álcool reagente é usado). (mecanismo em A2. ) 

O

OH

X + ROH

conc H2SO4

O

OR

X

 

Figura 71 Síntese de ésteres de derivados de ácido benzóico substituído por catálise 

ácido (H2SO4). 

3.1.2.1 Procedimento geral de preparação de H-benzoatos,  de 4-nitrobenzoatos, de 3,5- 

dinitrobenzoatos e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos – Método B.  

Dissolveram-se 1 eq. de ácido correspondente (ácido benzóico, ácido 4-nitrobenzóico, ácido 

3.5-dinitrobenzóico, ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico) em 25 eq. do álcool (butanol a 

hexadecanol) e adicionou-se gota a gota 0,5 eq. de ácido sulfúrico e colocou-se a reação sob 

refluxo durante 24h a 120ºC para se formem os ésteres respetivos. O álcool foi simultaneamente 

reagente e solvente da reação. A reação foi acompanhada por cromatografia em camada fina 

(TLC) com o tolueno até a reação estar completa. Para a revelação da placa utilizou-se radiação 

ultravioleta (UV) e o revelador químico permanganato de potássio. Após agitação da mistura 
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reacional durante 24 h são adicionados 25 ml de água. O éster separado é extraído com 

diclorometano (DCM) e lavado com 10 ml de solução saturada de bicarbonato de sódio. A 

secagem (Na2SO4) e a evaporação do DCM deram o éster. À purificação do produto foi feita por 

cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno. 

3.1.3 Método C 

Neste método, primeiramente, procede-se a uma reação entre o derivado de ácido benzóico e 

o cloreto de tionilo (SOCl2) para sintetizar o intermediário cloreto de ácido. Seguidamente, a amina 

reage com cloreto de ácido para formar a amida (mecanismo em A2.): 

Método C1 - A reação é realizada numa etapa, onde o DCM serve como solvente. 

O

OH

X +

X = H, 4-NO
2 
e 3,5-dNO

2                        
R = butilo a hexadecilo

RNH2

O

NHR

X

SOCl2; СH
2
Cl

2

 

Figura 72 Síntese das amidas de derivadas de ácido benzóico substituído usando 

SOCl2. Método C1. 

Método C2 - Neste método, a reação ocorre em duas etapas, onde o cloreto de ácido é formado 

na primeira etapa, após o qual amina é adicionado, onde o DCM serve como solvente. 

O

OH

X

SOCl
2

O

Cl

X

O

NHR

X

X = H, 4-NO
2 
e 3,5-dNO

2                        
R = butilo a hexadecilo

RNH2

CH2Cl2

 

Figura 73 Síntese de amidas de derivados de ácido benzóico substituído usando 

SOCl2. Método C2. 

3.1.3.1 Procedimento geral de preparação de derivados de H-benzamidas,  de 4-

nitrobenzamidas, de 3,5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzamida – Método 

C1.  

Dissolveram-se 1 eq. de ácido correspondente (ácido benzóico, ácido 4-nitrobenzóico, ácido 

3.5-dinitrobenzóico, ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico) em diclorometano e adicionaram-

se 3 eq. da amina (butilamina a hexadecilamina). A mistura reacional adicionou-se gota a gota 1,5 

eq. de cloreto de tionilo e colocou-se a reação sob refluxo durante 5h a 50ºC para se formem as 

amidas respetivas. A reação foi acompanhada por cromatografia em camada fina (TLC) com uma 



113 

 

mistura de n-hexano e acetato de etilo (7:3) até a reação estar completa. Para a revelação da placa 

utilizou-se radiação ultravioleta (UV) e o revelador químico permanganato de potássio. Após são 

adicionados 25 ml de água. A amida separada é extraído com diclorometano (DCM) e lavada com 

10 ml de solução saturada de bicarbonato de sódio. A secagem (Na2SO4) e a evaporação do DCM 

deram a amida. À purificação do produto foi feita por cromatografia em coluna flash usando como 

eluente uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (7:3). 

3.1.3.2 Procedimento geral de preparação de derivados de H-benzamidas,  de 4-

nitrobenzamidas, de 3,5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzamida – Método 

C2.  

O primeiro etapa da reação é o mesmo que o primeiro etapa da reação de esterificação no 

Método A2. Adicionaram-se 25 eq. de cloreto de tionilo a eq. de ácido correspondente (ácido 

benzóico, ácido 4-nitrobenzóico, ácido 3.5-dinitrobenzóico, ácido 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzóico) e colocou-se a reação sob refluxo durante 3h a 88ºC para se formem os 

cloretos de benzoílo respetivos. Durante a reação ocorreu a libertação de dióxido de enxofre até se 

formar o cloreto de ácido pretendido. O cloreto de tionilo foi simultaneamente reagente e solvente 

da reação. Após o término da reação, evaporou-se o cloreto de tionilo em excesso. 

De seguida, dissolveram-se 3eq. de amida em diclorometano (DCM) seco. O solvente DCM 

foi seco previamente com cloreto de sódio anidro. A reação ocorreu a temperatura ambiente 24h 

até se formar amida pretendido. A reação foi acompanhada por cromatografia em camada fina 

(TLC) com uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (7:3) até a reação estar completa. Para a 

revelação da placa utilizou-se radiação ultravioleta (UV) e o revelador químico permanganato de 

potássio. 

Terminada a reação procedeu-se à evaporação do solvente DCM e à purificação do produto 

por cromatografia em coluna flash usando como eluente uma mistura de n-hexano e acetato de 

etilo (7:3). 

A Tabela 27 apresenta as condições experimentais da síntese das amidas derivadas de ácido 

benzóico substituído pelo método C2: 

Tabela 27 Condições experimentais da síntese de amidas derivadas de ácido benzóico 

substituído pelo método C2 

Composto R 
T1ºrefluxo/ ºC 

T1ºrefluxo/ h 
T2ºrefluxo/ ºC 

T2º/ h 
Rendimento / η 

(%) + agitação + agitação 

4a C4H9 88 3 t/a 24 84 

4c C8H17 88 3 t/a 24 80 

4e C12H25 88 3 t/a 24 78 

5a C4H9 88 3 t/a 24 93 

5c C8H17 88 3 t/a 24 40 

5e C12H25 88 3 t/a 24 50 

6a C4H9 88 3 t/a 24 47 
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Composto R 
T1ºrefluxo/ ºC 

T1ºrefluxo/ h 
T2ºrefluxo/ ºC 

T2º/ h 
Rendimento / η 

(%) + agitação + agitação 

6b C6H13 88 3 t/a 24 59 

6c C8H17 88 3 t/a 24 43 

6d C10H21 88 3 t/a 24 41 

6e C12H25 88 3 t/a 24 93 

6f C14H29 88 3 40 24 10 

6g C16H33 88 3 50 24 86 

t/a – temperatura ambiente 

3.1.4 Método D 

Neste método, primeiramente, procede-se a uma reação entre o derivado de ácido benzóico e 

o cloreto de tionilo (SOCl2) para sintetizar o intermediário cloreto de ácido. Seguidamente, o tiol 

reage com cloreto de ácido para formar o tioéster.  

O

OH

X

O

S

X

R

O

Cl

X

 X = H, 4-NO2, 3,5-dNO2,        R = butilo a dodecilo

D

SOCl2, 80 °C, 3h RSH, DCM, 50 °C, 2-5 dias

 

Figura 74 Síntese dos tioésteres de derivados de ácido benzóico substituído usando 

SOCl2. Método D. 

3.1.4.1 Procedimento geral de preparação de H-tiobenzoatos, de 4-nitrotiobenzoatos, de 

3,5-dinitrotiobenzoatos e 3-nitro-5-(trifluorometil)tiobenzoatos – Método D.  

O primeiro etapa da reação é o mesmo que o primeiro etapa da reação de esterificação no 

Método A2. Adicionaram-se 25 eq. de cloreto de tionilo a eq. de ácido correspondente (ácido 

benzóico, ácido 4-nitrobenzóico, ácido 3.5-dinitrobenzóico, ácido 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzóico) e colocou-se a reação sob refluxo durante 3h a 88ºC para se formem 

os cloretos de benzoílo respetivos. Durante a reação ocorreu a libertação de dióxido de 

enxofre até se formar o cloreto de ácido pretendido. O cloreto de tionilo foi simultaneamente 

reagente e solvente da reação. Após o término da reação, evaporou-se o cloreto de tionilo em 

excesso. 

De seguida, dissolveram-se 3eq. de tioéster em diclorometano (DCM) seco. O solvente 

DCM foi seco previamente com cloreto de sódio anidro. A reação ocorreu sob refluxo 1-5 

dias até se formar o tioéster pretendido. A reação foi acompanhada por cromatografia em 

camada fina (TLC) com o tolueno até a reação estar completa. Para a revelação da placa 

utilizou-se radiação ultravioleta (UV) e o revelador químico permanganato de potássio. 
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Terminada a reação procedeu-se à evaporação do solvente DCM e à purificação do 

produto por cromatografia em coluna flash usando como eluente o tolueno. 

A Tabela 27 apresenta as condições experimentais da síntese das amidas derivadas de 

ácido benzóico substituído pelo método C2: 

Tabela 28 Condições experimentais da síntese de tioésteres derivad0s de ácido 

benzóico substituído pelo método D 

Composto R 
T1ºrefluxo/ ºC 

T1ºrefluxo/ h 
T2ºrefluxo/ ºC T2ºrefluxo/ 

h 

Rendimento 

/ η (%) + agitação + agitação 

9a C4H9 88 3 50 24 46 

10a C4H9 88 3 50 24 55 

10c C8H17 88 3 50 120 28 

11a C4H9 88 3 50 24 75 

11c C8H17 88 3 50 120 15 

 

3.2 Análise e Identificação Estrutural 

Após a síntese dos derivados do ácido benzóico substituído, procedeu-se à análise e 

identificação estrutural dos compostos através da técnica de Espectroscopia por Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN), para o estudo dos compostos quanto à sua estrutura molecular e 

à sua pureza. 

3.2.1 Ressonância Magnética Nuclear 

Através da técnica RMN foram obtidos os espectros de protão (1H-RMN) e carbono (13C-

RMN) em clorofórmio deuterado (CDCl3) e em metanol deuterado (MeOD).  

A partir dos vários espectros obtidos, que estão representados no A3.  foi possível fazer a 

caracterização de cada um dos compostos sintetizados. Na Figura 45 estão representadas as 

estruturas químicas base dos ésteres e das amidas derivados dos ácidos benzóicos 

substituídos. Na Tabela 7 e na Tabela 12 estão indicados os sinais de protões e de carbonos, 

em partes por milhão (ppm), dos compostos em estudo. 

Através da análise dos 1H-RMN, observou-se que os desvios químicos dos protões do 

farmacóforo dos derivados do ácido benzóico são muito próximos ou mesmo iguais entre os 

vários compostos e corresponderam à atribuição correta ao respetivo carbono. Relativamente 

à multiplicidade, esta também foi a mesma para todos os protões. Relativamente aos 13C-

RMN, observou-se também que, para os vários derivados do ácido benzóico substituído, os 

carbonos também apresentaram desvios químicos muito semelhantes ou mesmo iguais e 

concordantes com estruturas.  

Caracterização Estrutural por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 

ésteres derivados de ácido benzóico substituído. 



116 

 

 Benzoato de butilo (1a) 

1H RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.11 – 8.02 (m, 2H), 7.62 – 7.46 (m, 2H), 7.46 – 7.39 

(m, 1H), 4.35 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.85 – 1.70 (m, 2H), 1.62 – 1.32 (m, 2H), 1.00 (t, J = 7.4 Hz, 

3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 166.85 (C7), 132.77 (C4), 130.64 (C1), 129.53 (C2 e 

C6), 128.22 (C3 e C5), 65.02 (C9), 30.76 (C10), 19.27 (C11), 13.75 (C12). 

 Benzoato de hexilo (1b) 

1H RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.11 – 8.01 (m, 2H), 7.62 – 7.53 (m, 2H), 7.67 – 7.53 (m, 

1H), 4.33 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.75  (m, 2H), 1.48 – 1.24 (m, 13H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 166.78 (C7), 132.76 (C4), 130.56 (C1), 129.53 (C2 e 

C6), 128.30 (C3 e C5), 65.34 (C9), 31.56 (C10), 25.69 (C11-C13), 13.99 (C14). 

 Benzoato de octilo (1c) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.11 – 8.02 (m, 2H), 7.63 – 7.48 (m, 1H), 7.48 – 7.39 

(m, 2H), 4.33 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.86 – 1.71 (m, 2H), 1.52 – 1.40 (m, 2H), 1.38 – 1.26 (m, 8H), 

0.90 (t, J = 7.4 Hz 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 166.85 (C7), 132.76 (C4), 130.70 (C1), 129.53 (C2 e 

C6), 128.30 (C3 e C5), 65.14 (C9), 31.71 (C10), 26.11 (C11-C15), 14.07 (C16). 

 Benzoato de dodecilo (1e) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.11 – 8.01 (m, 2H), 7.62 – 7.53 (m, 1H), 7.53 – 7.39 

(m, 2H), 4.33 (t, J = 6.7 Hz, 3H), 1.84 – 1.71 (m, 2H), 1.36 – 1.25 (m, 24H), 0.88 (t, J = 7.4 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 166.88 (C7), 132.76 (C4), 130.71 (C1), 129.53 (C2 e 

C6), 128.30 (C3 e C5), 65.34 (C9), 31.17 (C10), 26 (C11-C19), 14.10 (C20). 

 4-nitrobenzoato de octilo (2c) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.36 – 8.26 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz,  2H, C3-H 

e C5-H), 8.26 – 8.17 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz,  2H, C2-H e C6-H), 4.38 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 

1.88 – 1.73 (m, 1H), 1.40 – 1.26 (m, 8H), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H).  

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 164.92 (C7), 150.49 (C4), 136.21 (C1), 130.64 (C2 e 

C6), 123.50 (C3 e C5), 66.24 (C9), 32 (C10), 25.80 (C11-C15), 14.06 (C16). 

 3,5-dinitrobenzoato de decacilo (3d) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.24 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 9.17 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 4.47 

(t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.61 (m, 2H), 1.52 – 1.24 (m, 14H), 0.95 – 0.84 (t, J = 7.4,  3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.53 (C7), 122.26 (C4), 134.13 (C1), 129.38 (C2 e 

C6), 148.84 (C3 e C5), 67.30 (C9), 31.81 (C10), 25.51 (C11-C17), 14.08 (C18). 

 3,5-dinitrobenzoato de hexadecacilo (3g) 
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1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.24 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 9.17 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 4.47 

(t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.85 (m, 2H), 1.27 (m, 26H), 0.89 (t, J = 7.4, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.66 (C7), 122.27 (C4), 134.18 (C1), 129.39 (C2 e 

C6), 148.74 (C3 e C5), 67.12 (C9), 31.96 (C10), 25.92 (C11-C23), 14.10 (C24). 

 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de butilo (4a) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.05 (dd, J = 1.9; 2.0 Hz, 1H), 8.69 (dd, J = 2.3; 1.9 

Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.3; 2.0 Hz, 1H), 4.45 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.91-1.75 (m, 2H), 1.60 – 1.34 

(m, 2H) 0.98 (t, J = 7.4, 3H).  

 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de hexilo (4b) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.05 (dd, J = 1.9; 2.1 Hz, 1H), 8.69 (dd, J = 2.1; 1.7 

Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 1.7; 2.0 Hz, 1H), 4.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.84 (m, 2H), 1.55 – 1.25 (m, 6H) 

0.93 (t, J = 7.4, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 163.50 (C7), 120.61 (C4), 131.25 (C1), 127.57 (C2), 

124.42 (C6), 148.84 (C3),133.85 (C5), 66.84 (C9), 31.38(C10), 26 (C11-C13), 14.05 (C14). 

 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de octilo (4с) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.05 (dd, J = 1.9; 2.0 Hz, 1H), 8.69 (dd, J = 2.1; 2.0 

Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 1.7; 1.8 Hz, 1H), 4.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.84 (m, 2H), 1.31 (m, 10H), 0.89 

(t, J = 7.4, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 163.20 (C7), 124.34 (C4), 133.29 (C1), 131.75 (C2), 

127.71 (C6), 148.86 (C3),133.64 (C5), 66.76 (C9), 31.84(C10), 25.91 (C11-C15), 14.03 (C16). 

 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de decacil (4d) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.05 (dd, J = 1.9; 2.0 Hz, 1H), 8.68 (dd, J = 2.2; 2.1 

Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 1.7; 1.8 Hz, 1H), 4.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.91 – 1.76 (m, 2H), 1.36 – 1.24 

(m, 10H), 0.95 – 0.82 (t, J = 7.4, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 163.45 (C7), 124.40 (C4), 133.19 (C1), 132.69 (C2), 

127.45 (C6), 148.74 (C3),133.83 (C5), 66.82 (C9), 31.66 (C10), 25.91 (C11-C17), 14.06 (C18). 

 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de dodecilo (4e) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.05 (dd, J = 1.8; 1.9 Hz, 1H), 8.69 (dd, J = 2.0; 1.9 

Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 1.6; 1.8 Hz, 1H), 4.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.91 – 1.76 (m, 2H), 1.29 (m, 

20H), 0.95 – 0.84 (t, J = 7.4, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 163.18 (C7), 120.70 (C4), 132.13 (C1), 127.35 (C2), 

124.59 (C6), 148.77 (C3),133.68 (C5), 67.02 (C9), 31.88 (C10), 25.93 (C11-C19), 14.07 (C20). 

 

Caracterização Estrutural por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear das 

amidas derivadas de ácido benzóico substituído. 
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 N-butil-benzamida (5a) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 7.82 – 7.72 (m, 2H), 7.56 – 7.46 (m, 1H), 7.46 – 7.37 

(m, 2H), 6.15 (s, 1H), 3.47 (td, J = 7.1, 5.7 Hz, 2H), 1.68 – 1.54 (m, 2H), 1.52 – 1.34 (m, 2H), 0.98 

(t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 167.74 (C7), 131.23 (C4), 134.95 (C1), 128.46 (C2 e 

C6), 126.89 (C3 e C5), 40.25 (C9), 31.82 (C10), 20.24 (C11), 13.77 (C12). 

 N-hexil-benzamida (5b) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 7.83 – 7.72 (m, 2H), 7.57 – 7.44 (m, 2H), 7.44 – 7.38 

(m, 1H), 6.10 (s, 1H), 3.47 (td, J = 7.1, 5.7 Hz, 2H), 1.71 – 1.56 (m, 2H), 1.52 – 1.34 (m, 6H), 0.98 

(t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 167.63 (C7), 131.24 (C4), 134.84 (C1), 128.49 (C2 e 

C6), 126.85 (C3 e C5), 40.31 (C9), 31.73 (C10), 26.59 (C11-C13), 14 (C14). 

 N-octil-benzamida (5c) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 7.82 – 7.72 (m, 2H), 7.57 – 7.47 (m, 1H), 7.47 – 7.38 

(m, 2H), 6.11 (s, 1H), 3.47 (td, J = 7.2, 5.6 Hz, 2H), 1.62 (m, 2H), 1.42 – 1.24 (m, 10H), 0.96 – 

0.84 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 167.52 (C7), 131.24 (C4), 134.92 (C1), 128.49 (C2 e 

C6), 126.86 (C3 e C5), 40.26 (C9), 32.03 (C10), 27.10 (C11-C15), 14.07 (C16). 

 N-dodecil-benzamida (5e) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 7.82 – 7.72 (m, 2H), 7.57 – 7.47 (m, 1H), 7.47 – 7.38 

(m, 2H), 6.11 (s, 1H), 3.47 (td, J = 7.2, 5.7 Hz, 2H), 1.71 – 1.55 (m, 2H), 1.45 – 1.28 (m, 11H), 

1.28 (m, 7H), 0.95 – 0.84 (t, J = 7.3 Hz, 3H).  

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 167.49 (C7), 131.25 (C4), 134.92 (C1), 128.51 (C2 e 

C6), 126.84 (C3 e C5), 40.26 (C9), 31.88 (C10), 27.03 (C11-C19), 14.10 (C20). 

 N-butil-4-nitrobenzamida (6a) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.34 – 8.25 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H 

e C5-H), 7.98 – 7.88 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 6.19 (s, 1H), 3.50 (td, J = 

7.2, 5.7 Hz, 2H), 1.66 (m, 2H), 1.43 (m 2H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 165.60 (C7), 149.44 (C4), 140.55 (C1), 128.09 (C2 e 

C6), 123.74 (C3 e C5), 40.31 (C9), 31.94 (C10), 20.01 (C11), 13.72 (C12). 

 N-hexil-4-nitrobenzamida (6b) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.36 – 8.25 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H 

e C5-H), 7.99 – 7.88 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 6.14 (s, 1H), 3.50 (td, J = 

7.2, 5.7 Hz, 2H), 1.66 (m, 2H), 1.49 – 1.24 (m, 6H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 
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13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 165.46 (C7), 149.60 (C4), 140.49 (C1), 128.07 (C2 e 

C6), 123.77 (C3 e C5), 40.51 (C9), 31.31 (C10), 26.65 (C11-C13), 13.98 (C14). 

 N-octil-4-nitrobenzamida (6c) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.27 – 8.16 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H 

e C5-H), 7.90 – 7.80 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 6.10 (s, 1H), 3.41 (td, J = 

7.2, 5.7 Hz, 2H), 1.37 – 1.15 (m, 12H), 0.87 – 0.76 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 165.54 (C7), 149.56 (C4), 140.47 (C1), 128.08 (C2 e 

C6), 123.76 (C3 e C5), 40.68 (C9), 31.64 (C10), 26.84 (C11-C15), 14.05 (C16). 

 N- dodecil-4-nitrobenzamida (6e) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.35 – 8.25 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H 

e C5-H), 7.98 – 7.88 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 6.17 (s, 1H), 3.49 (td, J = 

7.2, 5.7 Hz, 2H), 1.67 (m, 4H), 1.28 (m, 16H), 0.95 – 0.82 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

 N-butil-3.5-dinitrobenzamida (7a) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.96 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.40 

(s, 1H), 3.56 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.77 – 1.61 (m, 2H), 1.56 – 1.37 (m, 2H), 1.01 (t, J = 7.3 Hz, 

3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.93 (C7), 120.95 (C4), 138.36 (C1), 127.21 (C2 e 

C6), 148.55 (C3 e C5), 40.72 (C9), 31.63 (C10), 19.95 (C11), 13.70 (C12). 

 N-hexil-3.5-dinitrobenzamida (7b) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.17 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.96 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.42 

(s, 1H), 3.55 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.77 – 1.64 (m, 2H), 1.37 – 1.33 (m, 6H), 0.98 – 0.87 (t, J = 

7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.96 (C7), 120.95 (C4), 138.35 (C1), 127.17 (C2 e 

C6), 148.87 (C3 e C5), 40.89 (C9), 31.36 (C10), 26.79 (C11-C13), 13.98 (C14). 

 N-octil-3.5-dinitrobenzamida (7c) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.95 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.37 

(s, 1H), 3.54 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.71 (m, 2H), 1.30 (dq, J = 7.9, 4.3 Hz, 10H), 0.95 – 0.85 (t, 

J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.68 (C7), 120.95 (C4), 138.16 (C1), 127.17 (C2 e 

C6), 148.87 (C3 e C5), 40.90 (C9), 31.83 (C10), 26.90 (C11-C15), 14.05 (C16). 

 N-decacil-3.5-dinitrobenzamida (7d) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.18 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 8.96 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.39 

(s, 1H), 3.54 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.69 (m, 2H), 1.41 – 1.24 (m, 14H), 0.95 – 0.84 (t, J = 7.3 

Hz, 3H). 
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13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.98 (C7), 120.94 (C4), 138.23 (C1), 127.18 (C2 e 

C6), 148.68 (C3 e C5), 41.05 (C9), 31.93 (C10), 27.05 (C11-C17), 14.08 (C18). 

 N-dodecil-3.5-dinitrobenzamida (7e) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.96 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.40 

(s, 1H), 3.54 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.69 (m, 2H), 1.38 (m, 2H), 1.29 (m, 16H), 0.96 – 0.84 (t, J 

= 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.74 (C7), 120.94 (C4), 138.39 (C1), 127.16 (C2 e 

C6), 148.88 (C3 e C5), 40.96 (C9), 31.94 (C10), 26.91 (C11-C19), 14.09 (C20). 

 N- tetradecilo-3.5-dinitrobenzamida (7f) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.14 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 9.01 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 7.08 

(s, 1H), 3.58 – 3.45 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.76 (m, 2H), 1.65 (m, 2H), 1.35 (m, 2H), 1.29 – 1.22 

(m, 18H), 0.93 – 0.82 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.94 (C7), 121.25 (C4), 138.56 (C1), 127.50 (C2 e 

C6), 148.92 (C3 e C5), 41.39 (C9), 32.10 (C10), 27.32 (C11-C21), 14.36 (C22). 

 N- hexadecilo -3.5-dinitrobenzamida (7g) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 8.95 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.36 

(s, 1H), 3.54 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.69 (m, 3H), 1.39 (m, 3H), 1.33 – 1.28 (m, 6H), 1.27 (s, 

16H), 0.95 – 0.84 (J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 162.90 (C7), 120.95 (C4), 138.21 (C1), 127.14 (C2 e 

C6), 148.85 (C3 e C5), 40.93 (C9), 32.05 (C10), 26.93 (C11-C23), 14.10 (C24). 

 N-butil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8a) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.68 (dd, J = 1.9, 1.9 Hz, 1H), 8.57 (dd, J = 2.0, 1.9 

Hz, 1H), 8.34 (dd, J = 1.7, 1.9 Hz, 1H), 6.25 (s, 1H), 3.45 (td, J = 7.2, 5.7 Hz, 2H), 1.59 (m, 2H), 

1.46 – 1.28 (m, 2H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 164.15 (C7), 120.70 (C4), 130.13 (C1), 125.05 (C2), 

123.03 (C6), 148.55 (C3), 137.94 (C5), 40.41 (C9), 31.72 (C10), 26.08 (C11), 13.80 (C12). 

 N-hexil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8b)  

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.76 (dd, J = 1.9, 1.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.0, 1.9 

Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 1.7, 1.9 Hz, 1H), 6.25 (s, 1H), 3.53 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.68 (m, 2H), 

1.48 – 1.32 (m, 6H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H).  

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 163,72 (C7), 120.90 (C4), 129,95 (C1), 124,68 (C2), 

122,82 (C6), 148.32 (C3), 137.85 (C5), 40.65 (C9), 31.37 (C10), 26.76 (C11-С13), 13.95 (C14). 

 N-octil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8с)  
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1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.76 (dd, J = 1.9, 1.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.0. 1.9 

Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 1.6, 1.9 Hz, 1H), 6.27 (s, 1H), 3.53 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.67 (m, 2H), 

1.41 – 1.25 (m, 10H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 163,66 (C7), 122.44 (C4), 129,95 (C1), 124,68 (C2), 

122,82 (C6), 148.32 (C3), 137.85 (C5), 40.87 (C9), 31.63 (C10), 29.48 (C11-С15), 14.03 (C16). 

 N-decacil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8d) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.77 (dd, J = 1.9, 1.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.0, 1.9 

Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 1.7, 1.9 Hz, 1H), 6.30 (s, 1H), 3.52 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.69 (m, 2H), 

1.39 (m, 4H), 1.34 – 1.24 (m, 10H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 163,91 (C7), 122.99 (C4), 132.91 (C1), 129.97 (C2), 

124.75 (C6), 148.41 (C3), 137.61 (C5), 40.87 (C9), 31.73 (C10), 29.41 (C11-С17), 14.03 (C18). 

 N-dodecil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8e) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.76 (dd, J = 1.8, 1.9 Hz, 1H), 8.63 (dd, J = 2.0, 1.9 

Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 1.7, 1.9 Hz, 1H), 6.29 (s, 1H), 3.52 (td, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H), 1.76 – 1.63 (m, 

2H), 1.38 (m, 4H), 1.29 (m, 14H), 0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 163,78 (C7), 122.99 (C4), 132.91 (C1), 129.97 (C2), 

124.75 (C6), 148.47 (C3), 137.80 (C5), 40.85 (C9), 31.38 (C10), 29.57 (C11-С19), 13.46 (C20). 

 

Caracterização Estrutural por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 

tioésteres derivados de ácido benzóico substituído. 

 tiobenzoato de butilo (9a) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.04 – 7.94  (m, 2H), 7.64 – 7.51 (m, 1H), 7.51 – 7.39 

(m, 2H), 3.10 (t, J = 7.3, 2H), 1.76 – 1.57 (m, 2H), 1.57 – 1.36 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 192.23 (C7), 137.69 (C4), 134.16 (C1), 128.60 (C2 e 

C6), 127.05 (C3 e C5), 31.84 (C9), 28.73 (C10), 22.21 (C11), 12.88 (C12). 

 4-nitro-tiobenzoato de butilo (10a) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.32 – 8.18 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H 

e C5-H), 8.10 – 7.99 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 3.06 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 

1.70-1.4 (m, 2H), 1.49-1.29 (m, 2H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 190.81 (C7), 150.71 (C4), 141.84 (C1), 128.18 (C2 e 

C6), 123.83 (C3 e C5), 31.50 (C9), 29.53 (C10), 22.02 (C11), 13.52 (C12). 

 4-nitro-tiobenzoato de octilo (10b) 
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1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 8.37 – 8.26 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C3-H 

e C5-H), 8.18 – 8.08 (ddd, Jo = 9  e Jm = 1,8; 2,1 Hz, 2H, C2-H e C6-H), 3.14 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 

1.79-1.63 (m, 2H), 1.51-1.38 (m, 2H), 1.38 – 1.25 (m, 8H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 190.82 (C7), 150.45 (C4), 141.98 (C1), 128.18 (C2 e 

C6), 123.83 (C3 e C5), 31.85 (C9), 29.92 (C10), 22.56 (C11-C15), 14.08 (C16). 

 3,5-dinitro-tiobenzoato de butilo (11a) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.24 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 9.10 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 

3.23 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.82 – 1.61 (m, 2H), 1.61 – 1.34 (m, 2H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 188.12 (C7), 122.15 (C4), 140.12 (C1), 126.88 (C2 e 

C6), 148.88 (C3 e C5), 30.92 (C9), 30.02 (C10), 22.15 (C11), 13.56 (C12). 

 3,5-dinitro-tiobenzoato de octilo (11b) 

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) δ 9.24 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 9.10 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 

3.22 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.82 – 1.61 (m, 2H), 1.61 – 1.34 (m, 6H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

13C RMN (300 MHz, Chloroform-d) δ 188.34 (C7), 122.15 (C4), 140.10 (C1), 126.88 (C2 e 

C6), 148.70 (C3 e C5), 30.92 (C9), 30.02 (C10), 21.75 (C11-C15), 14.11 (C16). 

3.3 Ensaios de estabilidade 

Os compostos sintetizados foram estudados quanto à estabilidade química e enzimática. Para 

tal, foram feitos ensaios de estabilidade da hidrólise dos compostos em tampão fosfato pH=7,4 e 

em plasma humano e em homogenato micobacteriano. O ensaio de estabilidade em homogenato 

de micobactérias foi elaborado para avaliar se o composto seria ativado pelas micobactérias 

ao ácido livre e ao álcool e para verificar se eventualmente se formariam outros produtos. A 

deteção dos compostos e dos seus metabolitos é feita através da técnica High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC).  

Na reação de hidrólise, os ésteres ou amidas são convertidos no seu respetivo ácido (produto), 

pelo que este estudo consistiu na análise da evolução da concentração do éster e do ácido ao longo 

do tempo. Fizeram-se ensaios prévios onde se obteve a área do pico do éster ou amida e do 

ácido correspondente e o respetivo tempo de retenção. Foi importante garantir que os tempos de 

retenção do éster ou amida e do respetivo ácido apresentavam um intervalo de tempo suficiente 

para ser possível distinguir os compostos. 

Antes de começar os ensaios, determinou-se o valor máximo de absorção para cada um dos 

compostos derivados de ácido benzóico substituído e do correspondente ácido benzóico 

substituído, através do espectrofotómetro de ultravioleta (UV), de modo a se poder ajustar o valor 
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do comprimento de onda no detetor de UV do HPLC. Na Figura 48, estão representados os 

exemplos de espectros UV obtidos e na Tabela 13 serão apresentados os valores do comprimento 

de onda para cada um composto analisado e o ácido correspondente e os tempos de retenção dos 

mesmos.  

Previamente aos ensaios de estabilidade, também foram preparadas soluções para estabelecer 

curvas de calibração, que representam a correlação entre a concentração e área de cada pico do 

éster/amida e ácido observado nos cromatogramas obtidos no HPLC. Para tal, os compostos são 

dissolvidos em acetonitrilo (ACN) em diferentes concentrações. Para cada curva de calibração, 

obteve-se uma equação da reta para o composto em estudo e para cada ácido correspondente, e, 

com esses dados, foi possível a conversão da área de cada pico na respetiva concentração. Tabela 

29 apresentam-se os valores de declive obtidos (m) e o coeficiente de correlação (r2) para cada 

um dos compostos. Em A4.  estão representadas as curvas de calibração dos ésteres/das amidas 

testados e dos ácidos correspondentes.  

3.3.1 Estabilidade em tampão fosfato pH 7,4 

A estabilidade química dos ésteres derivados de BA foi estudada em tampão fosfato pH 7,4 

0,01M e força iónica de 0,15 M à temperatura de 37ºC, com uma concentração inicial de substrato 

de 5x10-4 M. Os ensaios foram realizados em triplicado e acompanhados por um controlo 

negativo para se monitorizar a concentração de éster/amida não hidrolisado na reação em 

simultâneo com a concentração de éster/amida hidrolisado nos controlos positivos ao longo do 

tempo.  

As amostras foram preparadas através da adição de 40 μL de solução mãe de composto (2,5x10-

2M) em 1600 µL de solução tampão fosfato pH 7,4 e 360 μL de ACN para facilitar a dissolução 

do éster, e colocadas num banho termostato a 37 ºC.  

O controlo negativo foi preparado através da adição de 40 μL de solução mãe de composto 

(2,5x10-2M) em 1960µL de ACN.  

Foram-se retirados amostras de 50 µL ao longo do tempo que se diluíam de 1/10 com 450 µL 

de ACN e injetaram-se, posteriormente, no HPLC. Sendo a concentração final a injetar no HPLC 

de 5×10-5M. 

O tempo de duração de cada ensaio foi de 336 h (14 dias). 

3.3.2 Estabilidade em plasma humano 

Com o intuito de avaliar a suscetibilidade destes compostos à hidrólise enzimática pelas 

esterases humanas, foram feitos estudos de estabilidade em plasma humano. Estes estudos 
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foram efetuados em suspensões de plasma humano diluído a 80% em tampão fosfato pH 7,4 

de concentração total 0,05M e força iónica 0,15M à temperatura de 37ºC e concentração 

inicial de substrato de 5x10-4 M. Os ensaios foram realizados em triplicado e acompanhados 

por um controlo negativo para se monitorizar a concentração de éster/amida não hidrolisado 

na reação em simultâneo com a concentração de éster/amida hidrolisado nos controlos 

positivos ao longo do tempo. 

As amostras foram preparadas através da adição de 16 μL de solução mãe de composto 

(2,5x10-2M) em 640 µL de plasma humano e 160 µL de solução tampão fosfato pH 7,4 e 

colocadas num banho termostato a 37 ºC. 

O controlo negativo foi preparado através da adição de 40 μL de solução mãe de composto 

(2,5x10-2M) em 1960µL de ACN. 

Foram-se retirados amostras de 50 µL ao longo do tempo que se diluíam de 1/10 com 450 µL 

de ACN e se e centrifugaram-se a 14 000rpm por 15 minutos e  injetaram, posteriormente, no 

HPLC. Sendo a concentração final a injetar no HPLC de 5×10-5M. 

O tempo de duração de cada ensaio foi de 72 h (3 dias). 

3.3.3 Estabilidade em homogenato de M. smegmatis 

O M. smegmatis cresceu no meio de cultura Middlebrook 7H9 com OADC a T=37ºC até se 

atingir na fase exponencial uma densidade ótica entre 0,8 e 1,0 no comprimento de onda de 600nm, 

tendo-se obtido um volume total de 2000mL. Retiraram-se porções de 200 mL de M. smegmatis 

para tubos de 200mL, que foram centrifugados a 3000 rotações por minuto durante 10 minutos à 

temperatura de 4ºC. Separou-se o resíduo do sobrenadante e adicionou-se 35 mL de tampão 

fosfato salino PBS pH = 7,4 a cada tubo, procedendo-se à sua lavagem. Efetuou-se nova 

centrifugação retirando-se o sobrenadante, tendo-se procedido a uma segunda lavagem do resíduo 

com nova solução de PBS. Os resíduos foram congelados e ressuspensos posteriormente com 

cerca de 25µL de PBS (volume total ≈ 35 mL) sendo então colocados num banho com gelo no 

aparelho de ultrassons aplicando-se 5 ciclos alternados, de 2 minutos intermitentes, seguidos de 2 

minutos de descanso em cada tubo. Depois da preparação do homogenato, procedeu-se à 

determinação da concentração total de proteína do homogenato pelos métodos de Bradford e de 

Lowry.282,283 A concentração total de proteína assim obtida foi de 8.6 µg/mL. 

Para estabelecer qual a percentagem deste homogenato a utilizar nos estudos de estabilidade 

subsequentes para os compostos a estudar, tomou-se a hidrólise do benzoato de etilo anteriormente 
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descrita como padrão4 sendo então estabelecido que a percentagem de homogenato a ser usada nos 

ensaios posteriores com os compostos em estudo deveria ser de 3.2%. 

As amostras foram preparadas através da adição de 20 μL de solução mãe de composto 

(2,5x10-2M) em 32 µL de homogenato de M. smegmatis e 948 µL de solução tampão fosfato 

pH 7,4 e colocadas num banho termostato a 37 ºC. 

O controlo negativo foi preparado através da adição de 20 μL de solução mãe de composto 

(2,5x10-2M) em 980 µL de ACN. 

Foram-se retirados amostras de 50 µL ao longo do tempo que se diluíam de 1/10 com 450 µL 

de ACN e se e centrifugaram-se a 14 000rpm por 15 minutos e injetaram, posteriormente, no 

HPLC. Sendo a concentração final a injetar no HPLC de 5×10-5M. 

O tempo de duração de cada ensaio foi de 48 h (2 dias). 

3.4 Estudos de atividade Antimicobacteriana  

Os estudos de atividade antimicobacteriana foram realizados em quatro estirpes 

micobacterianas: M. tuberculosis, M. avium, M. smegmatis e M. bovis. Os estudos foram 

realizados pelo Doutor David Pires do grupo de investigação Host-Pathogen Interaction da 

Faculdade de Farmácia Universidade de Lisboa. 

Estes estudos foram realizados em M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M. avium  DSM 

44156, M. smegmatis mc2 155, M. bovis BCG  e através destes determinou-se a concentração 

inibitória mínima (CIM) para todos os ésteres sintetizados assim como a concentração bactericida 

mínima (CMB).  

Todos as estirpes micobacterianas foram cultivados em meio Middlebrook 7H9 suplementado 

com OADC (ácido oleico, albumina, dextrose, catálase) e 0,05% de tiloxapol e incubadas a 37 ºC 

até à fase de crescimento exponencial. 

As CIM foram determinadas pelo método de microdiluição em meio líquido em placas de 

cultura de 96 poços. As culturas bacterianas de M.tuberculosis em fase de crescimento exponencial 

foram sedimentadas, lavadas em solução de tampão de fosfato a pH 7,4 e ressuspendidas em meio 

Middlebrook. Os aglomerados de bactérias foram removidos por tratamento ultrassónico de 

suspensões de bactérias em banho-maria por 5 minutos, seguido de centrifugação em baixa 

velocidade (500 x g) por 2 minutos. A suspensão das células foi verificada por microscopia. As 

microplacas contendo uma suspensão bacteriana correspondente a aproximadamente a 105 

unidades formadoras de colónias por ml foram incubadas com as concentrações selecionadas dos 

compostos. Em dias alternados, a densidade ótica dos poços foi medida em espectrofotômetro 

Tecan M200, após 30 s de agitação orbital. Esses valores foram usados para produzir as curvas de 
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crescimento. Após 10 dias de incubação a 37ºC, determinaram-se as CIM, que correspondem à 

primeira concentração sem crescimento bacteriano visível através da turbidez do meio. As 

medidas de densidade ótica foram tomadas até o 15 dia de incubação, após o qual as amostras 

bacterianas foram recuperadas das microplacas de teste MIC e plaqueadas em meio sólido 7H10 

+ OADC. A CBM foi determinada após 3 semanas de incubação, correspondendo à concentração 

do composto que não produziu colónias no meio sólido. Bactérias tratadas com solvente DMSO 

nas mesmas proporções presentes durante os testes do composto foram usadas como controle. A 

isoniazida foi usada como controlo positivo para a inibição do crescimento. 

3.4.1 Infeção de macrófagos e atividade de morte intracelular ex vivo. 

Macrófagos THP-1 (preparados como abaixo, Capítulo 3.5) semeados em placas de 96 poços 

foram inoculados com as micobactérias (preparados como acima, Capítulo 3.4) em um MOI de 1 

em meio de cultura THP-1 por 3h a 37 ºC, 5% CO2. Após este período de internalização, as 

bactérias livres foram removidas lavando os poços três vezes com PBS. Os macrófagos infetados 

foram subsequentemente incubados com as concentrações selecionadas dos compostos em meio 

de cultura fresco. Em pontos de tempo discretos, as bactérias intracelulares viáveis foram 

quantificadas pelo ensaio de unidades formadoras de colónias. Os macrófagos foram lisados por 

tratamento com 0,05% de igepal por 15 min, seguido de diluições em série de 10 vezes dos lisados 

em água e plaqueamento em meio sólido 7H10 + OADC. Após 2-3 semanas de incubação a 37ºC 

as colónias foram contadas. 

3.5 Ensaios de citotoxicidade 

Utilizou-se a linha celular monocítica humana THP-1 (ATCC TIB202) para determinar o efeito 

do composto na viabilidade celular. As células foram cultivadas em RPMI 1640 (Gibco) 

suplementado com soro bovino fetal a 10% (FBS, (Gibco)), 10 mM de HEPES (Gibco), 1 mM de 

piruvato de sódio e mantidas a 37ºC com 5% de CO2. A diferenciação de monócitos em 

macrófagos THP-1 foi induzida por 48 h com 20 nM de acetato de tetradecanoilforbol (PMA) 

após um período de repouso de 24 h sem PMA. Os macrófagos diferenciados em placas de 96 

poços, 5 x 104 células por poço, foram tratados com os compostos. Após três dias de tratamento, 

a viabilidade celular foi determinada usando PrestoBlue (Invitrogen), seguindo as indicações do 

fabricante. Resumidamente, as células foram lavadas com solução tampão de fosfato salino (PBS) 

e incubadas com PrestoBlue 10% (v/v) em meio de cultura de células. Após 4 h de incubação, a 

fluorescência de cada poço foi medida num espectrofotómetro Tecan M 200 com 560 nm de 

excitação e 590 nm de emissão. A viabilidade foi calculada relativamente a células não tratadas. 

As células tratadas com solvente DMSO nas mesmas proporções foram usadas como controlo. A 

puromicina foi usada como controle positivo para morte celular. 
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Conclusões 

Este trabalho teve como principal objetivo a síntese de ésteres/amidas derivados de ácidos 

fracos contendo o grupo nitro e álcoois/aminas com cadeia longa e avaliar a possibilidade de estes 

atuarem no M. tuberculosis como pró-fármacos. Para avaliar a nossa abordagem, foram 

sintetizados ésteres e amidas de ácido benzóico, ácido 4-nitrobenzóico, ácido 3.5-dinitrobenzóico 

e ácido 3-nitro-5-(trifluorometil)benzóico contendo comprimentos de cadeia linear de 4 a 16 

átomos de carbono.  

Foi efetuado a avaliação da atividade e da citotoxicidade destes compostos contra M. 

tuberculosis H37Rv, o estudo da estabilidade química e enzimática dos compostos e a possibilidade 

de ativação dos mesmos pelas esterases micobacterianas e, por fim, o estudo da citotoxicidade dos 

ésteres/amidas e dos ácidos numa linha celular monocítica humana THP-1. 

Com base nos estudos de estabilidade e atividade, pretendeu-se escolher compostos que sejam 

ativos nas micobactérias, e, ao mesmo tempo, apresentem uma hidrólise lenta em plasma e na 

presença das micobactérias. Os compostos que apresentarem estas características poderão ser 

considerados potenciais pró-fármacos para o tratamento da tuberculose. 

Primeiramente foram feitos os ensaios de estabilidade química, em plasma humano e em 

homogenatos de micobactérias, pois é preciso garantir que os compostos sejam estáveis em 

plasma humano para poderem atingir o alvo sem serem degradados. A estabilidade em tampão 

serve para verificar se a hidrólise em plasma pode ser explicada por uma hidrólise puramente 

química ou se corresponde a uma hidrólise enzimática (mais rápida). Nestes ensaios, 

observou-se que os compostos com maior comprimento de cadeia alquílica seriam mais estáveis 

e por isso mais difíceis de hidrolisar do que os de cadeia alquílica mais curta.  

Os compostos nitrados mostraram ser quimicamente estáveis no intervalo de tempo necessário 

para efetuar os testes de atividade e estabilidade e a hidrólise enzimática não foi significativamente 

influenciada pela hidrólise química dos ésteres. 

Em relação de estabilidade enzimática os ésteres apresentam uma estabilidade adequada em 

plasma humana, no entanto, na estabilidade nas micobactérias o valor de percentagem de 

degradação foi baixo. Assim, os ésteres nitrados, apesar de apresentarem uma estabilidade 

adequada em plasma humana, pelo que deveriam atingir o alvo sem serem degradados, são 

estáveis à hidrólise das esterases micobacterianas, pelo que não são transformados 

significativamente respetivo ácido livre. As amidas, por sua vez apresentam elevada 

estabilidade tanto em plasma humana, como em micobactérias. Assim, as amidas, apesar de serem 

estáveis em plasma humano, também são estáveis à hidrólise pelas esterases micobacterianas, pelo 

que não são transformadas na sua forma ativa.  
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Além da estabilidade, também foi avaliada a atividade destes compostos contra M. tuberculosis 

H37Rv, através da CIM e da CBM. Concluiu-se que os ésteres 3,5-dinitrobenzoatos foram os mais 

ativos do que os ésteres de 4-nitrobenzoatos. O que formou a ideia de que para atividade 

antimicobacterina é importante a posição de um grupo nitro na zona aromática. Inesperadamente 

as 3,5-dinitrobenzamidas (3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos) apresentaram atividade melhorada 

em comparação com 3,5-dinitrobenzoatos (3-nitro-5-(trifluorometil)benzoatos). Além disso, ao 

comparar atividade 3,5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-(trifluorometil)benzamidas verificou-se que 

ambos os grupos de compostos têm atividade semelhante o que permite nos concluir que apenas 

um grupo nitro na zona aromática tem importância para atividade antimicobacteriano. 

Dado que o intuito deste trabalho era estudar a possibilidade de os compostos sintetizados 

atuarem como pró-fármacos, conclui-se que estes compostos estarão provavelmente a atuar 

como fármacos. 

Para avaliar a sua capacidade atuar dentro de célula hospedeiro foram avaliados atividade em 

macrófago humanos THP-1 infetados pelo M. bovis BCG. Foi demonstrado que os compostos 

também pode penetrar em macrófagos e possuem atividade bactericida. 

Ao avaliar estabilidade e atividade dos compostos sintetizados verificou-se que os compostos 

que apresentam maior atividade (3,5-dinitrobenzamidas e 3-nitro-5-

(trifluorometil)benzamidas) também mostraram estabilidade enzimática elevada. Assim 

surgiu a ideia que esses compostos não necessitam ativação pelo hidrólases micobacterianas. 

Ao pesquisar na internet sobre compostos antimicobacterianos contendo o grupo nitro foi 

postulado que os nossos compostos atuam de maneira semelhante como os benzotiazinonas 

e dinitrobenzamidas. Uma série de compostos com atividade conhecida contra a tuberculose 

e que têm similaridade estrutural com os nossos compostos ativos e um alvo potencial para 

esses compostos é a enzima DprE1. Esses compostos podem interagir através do seu grupo nitro 

com um resíduo de cisteína da decaprenilfosforil-β-d-ribose 2′-epimerase (DprE1), também 

covalentemente ou não, bloqueando assim a primeira etapa na reação de epimerização de 

decaprenil-fosforil-d-ribose (DPR) para decaprenil-fosforil-d-arabinose (DPA), o doador de 

arabinano para arabinogalactano. 287 

Por fim, foram feitos ensaios de citotoxicidade, em que se obteve o valor de CL50 e índice de 

toxicidade/atividade para cada composto sintetizado. Estes resultados demonstraram que ao 

contrário do que se poderia esperar, apesar de serem tóxicos para as micobactérias os 

compostos com grupos nitro tiveram a capacidade de manter a sobrevivência dos 

macrófagos. Assim, o facto de os compostos não apresentarem toxicidade nas células 

humanas o que é uma característica importante para os pró-fármacos.  
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Anexos 

A1.  O que é um composto nitroaromático? 

Um grupo nitro é um grupo químico funcional que contém um átomo de nitrogénio ligado 

a dois átomos de oxigénio e um átomo de carbono que conecta o grupo ao resto da molécula. 

O átomo de nitrogénio num grupo nitro é carregado positivamente e os dois átomos de 

oxigénio compartilham uma carga negativa. Um grupo nitro pode ser desenhado de várias 

maneiras; comummente todo o grupo é abreviado como NO2. Alternativamente, o grupo 

nitro pode ser representado pelas estruturas (A) ou (B) na Figura 75.162 

 

Figura 75 Representações alternativas de grupos nitro e exemplos de 

nitroaromáticos. 162 

Um composto nitroaromático é uma molécula em que um ou mais grupos nitro estão 

diretamente ligados a um sistema de anel aromático. Por exemplo, nitrobenzeno (C), 2-

nitrofurano (D) e 5-nitroimidazol (E) na Figura 75. 

Quimicamente, o grupo nitro possui uma combinação única de propriedades; é 

fortemente aceitador de eletrões, pequeno, polar e pode formar ligações de 

hidrogénio.163 Além disso, o grupo nitro pode ser bioativado por redução enzimática 

para dar espécies reativas (Figura 75). Em muitos casos, essas espécies reativas são 

responsáveis pelos efeitos biológicos dos fármacos nitro,164 caso em que o composto 

nitroaromático atua como pró-fármaco.162  

A2.  Mecanismos de síntese 

a. Mecanismo da formação de um cloreto de ácido utilizando o reagente 

cloreto de tionilo.112 

Neste método, o primeiro passo é fulcral e passa pela síntese do cloreto de ácido 

utilizando cloreto de tionilo (SOCl2) através de reações de adição-eliminação. 

No átomo de enxofre de cloreto de tionilo ocorre a adição do ácido carboxílico e 

consequente eliminação do ião cloreto (Cl-), o que origina um clorossulfito de ácido 
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(intermediário instável). Por sua vez, o ião cloreto (nucleófilo) ataca o átomo de 

carbono do grupo carbonilo do clorossulfito de ácido e formam-se os produtos cloreto 

de ácido, dióxido de enxofre (SO2) e ácido clorídrico (HCl). 

 

Figura 76 Mecanismo da formação do cloreto de ácido. 112 

b. Mecanismo da formação dum éster utilizando os reagentes cloreto de 

ácido e álcool. 112 

O cloreto de acilo reage com o álcool. Há uma reação muito exotérmica onde um 

gás ácido e vaporoso é liberado (cloreto de hidrogénio). É formado um éster. 

A primeira fase (a fase de adição da reação) envolve um ataque nucleofílico ao átomo 

de carbono razoavelmente positivo por um dos pares solitários no oxigénio de uma 

molécula de álcool.8 

A segunda fase (a fase de eliminação) ocorre em duas etapas. No primeiro, a ligação 

dupla carbono-oxigénio se reforma e um ião cloreto é expulso. 

Isso é seguido pela remoção de um ião hidrogénio pelo ião cloreto para um éster e 

cloreto de hidrogénio. 

 

 

 

Figura 77 Mecanismo da formação do éster pela reação cloreto de ácido com o 

álcool.112 

 

 

                                                 
8 Nota: Apenas um dos dois pares solitários no oxigénio do álcool é mostrado. Isso evita entupir um 

diagrama já complicado com coisas que não são relevantes. 
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c. Mecanismo da formação duma amida utilizando os reagentes cloreto de 

ácido e amina. 

Essas reações seguem um padrão semelhante ao que vimos acima. A amina é usada 

em excesso para a desprotonação de intermediários carregados positivamente: 

Observe que, ao contrário das reações entre o cloreto de ácido e o álcool, o cloreto 

de hidrogénio não é produzido - pelo menos, não em qualquer quantidade. Qualquer 

cloreto de hidrogénio formado reagiria imediatamente com o excesso de amina para dar 

cloreto de amónio. 

A primeira fase (a fase de adição da reação) envolve um ataque nucleofílico ao átomo 

de carbono razoavelmente positivo pelo par solitário no átomo de nitrogénio da amina. 

A segunda fase (a fase de eliminação) ocorre em duas etapas. No primeiro, a ligação 

dupla carbono-oxigénio se reforma e um ião cloreto é expulso. 

Isso é seguido pela remoção do ião hidrogénio do nitrogénio. Ele é removido com 

ião cloreto para formar HCl (que irá reagir imediatamente com o excesso de amina para 

formar cloreto de amónio, conforme indicado abaixo). 

 

 

Figura 78  Mecanismo da formação duma amida utilizando os reagentes cloreto de 

ácido e amina.112 

d. Mecanismo da formação dum éster utilizando ácido sulfúrico como 

catalisador (esterificação de Fisher). 112 

Esta página examina em detalhes o mecanismo de formação de ésteres de ácidos 

carboxílicos e álcoois na presença de ácido sulfúrico concentrado atuando como 

catalisador. 

Na primeira etapa, o ácido obtém um protão (um ião hidrogénio) do ácido sulfúrico 

concentrado. O protão se liga a um dos pares solitários do oxigénio, que está duplamente 

ligado ao carbono. 

A transferência do protão para o oxigénio dá-lhe uma carga positiva. 
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A carga positiva é deslocalizada em toda a extremidade direita do ião, com uma boa 

quantidade de positividade no átomo de carbono. 

Haverá algum grau de carga positiva em ambos os átomos de oxigénio e também no 

átomo de carbono. Cada uma das ligações entre o carbono e os dois oxigénios será a 

mesma - em algum lugar entre uma ligação simples e uma ligação dupla. 

Para o propósito do resto desta discussão, vamos usar a estrutura em que a carga 

positiva está no átomo de carbono. 

A carga positiva do átomo de carbono é atacada por um dos pares solitários do 

oxigénio da molécula do álcool. 

O que acontece a seguir é que um protão (um ião de hidrogénio) é transferido do átomo 

de oxigénio inferior para um dos outros. Ele é capturado por uma das outras substâncias 

na mistura (por exemplo, ao ligar a um único par numa molécula de álcool que não reagiu) 

e, em seguida, transferido de volta em um dos oxigénios mais ou menos ao acaso. 

Agora, uma molécula de água é perdida do ião. 

O hidrogénio é removido do oxigénio pela reação com o ião hidrogenossulfato, que se 

formou na primeira etapa. 

 

Figura 79 Mecanismo da formação dum éster utilizando ácido sulfúrico como 

catalisador (esterificação de Fisher).112
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A3.  Espectros de RMN obtidos para os vários compostos sintetizados 

1. Benzoato de butilo (1a) 
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Figura 80 Espectro de 1H RMN do composto 1a 

 

Figura 81 Espectro de 13C RMN do composto  1a 
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2. Benzoato de hexilo (1b) 
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Figura 82 Espectro de 1H RMN do composto 1b 

 

Figura 83 Espectro de 13C RMN do composto  1b 
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3. Benzoato de octilo (1c) 
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Figura 84 Espectro de 1H RMN do composto 1с 

 

Figura 85 Espectro de 13C RMN do composto  1c 
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4. Benzoato de dodecilo (1e) 
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Figura 86 Espectro de 1H RMN do composto 1e 

 

Figura 87 Espectro de 13C RMN do composto  1e 
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5. 4-nitrobenzoato de octilo (2c) 
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Figura 88 Espectro de 1H RMN do composto 2c 

 

Figura 89 Espectro de 13C RMN do composto  2c 
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6. 3,5-dinitrobenzoato de decacilo (3d) 
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Figura 90 Espectro de 1H RMN do composto 3d 

 

Figura 91 Espectro de 13C RMN do composto  3d 
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7. 3,5-dinitrobenzoato de hexadecacilo  (3g) 
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Figura 92 Espectro de 1H RMN do composto 3g 

 

Figura 93 Espectro de 13C RMN do composto  3g 
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8. 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de butilo (4a) 
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Figura 94 Espectro de 1H RMN do composto 4ª 

 

Figura 95 Espectro de 13C RMN do composto  4a 
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9. 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de hexilo (4b) 
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Figura 96 Espectro de 1H RMN do composto 4b 

 

Figura 97 Espectro de 13C RMN do composto  4b 
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10. 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de octilo (4с) 
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Figura 98 Espectro de 1H RMN do composto 4с 

 

Figura 99 Espectro de 13C RMN do composto  4с 
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11. 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de decacilo (4d) 
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Figura 100 Espectro de 1H RMN do composto 4d 

 

Figura 101 Espectro de 13C RMN do composto  4d 
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12. 3-nitro-5-(trifluorometil)-benzoato de dodecilo (4e) 
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Figura 102 Espectro de 1H RMN do composto 4e 

 

Figura 103 Espectro de 13C RMN do composto  4e 
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13. N-butil-benzamida (5a)  
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Figura 104 Espectro de 1H RMN do composto 5a 

 

Figura 105 Espectro de 13C RMN do composto  5a 
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14. N-hexil-benzamida (5b) 
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Figura 106 Espectro de 1H RMN do composto 5b 

 

Figura 107 Espectro de 13C RMN do composto  5b 
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15. N-octil-benzamida (5c)  

1

2

6

3

5

4

7

O

9

10

11

12

13

14

15

CH3
16

NH

 

 

Figura 108 Espectro de 1H RMN do composto 5c 

 

Figura 109 Espectro de 13C RMN do composto  5c 
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16.  N-dodecil-benzamida (5e)  
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Figura 110 Espectro de 1H RMN do composto 5e 

 

Figura 111 Espectro de 13C RMN do composto  5e 
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17. N-butil-4-nitrobenzamida (6a) 
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Figura 112 Espectro de 1H RMN do composto 6a 

 

Figura 113 Espectro de 13C RMN do composto  6a 
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18.  N-hexil-4-nitrobenzamida (6b) 
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Figura 114  Espectro de 1H RMN do composto 6b 

 

Figura 115 Espectro de 13C RMN do composto  6b 
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19. N-octil-4-nitrobenzamida (6c) 
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Figura 116 Espectro de 1H RMN do composto 6c 

 

Figura 117 Espectro de 13C RMN do composto  6c 
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20. N-dodecil-4-nitrobenzamida (6e) 
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Figura 118 Espectro de 1H RMN do composto 6e 

 

Figura 119 Espectro de 13C RMN do composto  6e 
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21. N-butil-3.5-dinitrobenzamida (7a) 
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Figura 120 Espectro de 1H RMN do composto 7a 

 

Figura 121 Espectro de 13C RMN do composto  7a 
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22. N-hexil-3.5-dinitrobenzamida (7b) 
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Figura 122 Espectro de 1H RMN do composto 7b 

 

Figura 123 Espectro de 13C RMN do composto  7b 
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23. N-octil-3.5-dinitrobenzamida (7c) 

1

2

6

4

7

NH

9

10

11

12

13

14

15

CH3
16

O

N
+

O
-

O

N
+

O
-

O

 

 

Figura 124 Espectro de 1H RMN do composto 7c 

 

Figura 125 Espectro de 13C RMN do composto  7c 
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24. N-decacilo-3.5-dinitrobenzamida (7d) 
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Figura 126 Espectro de 1H RMN do composto 7d 

 

Figura 127 Espectro de 13C RMN do composto  7d 
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25. N-dodecacilo-3.5-dinitrobenzamida (7e) 
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Figura 128 Espectro de 1H RMN do composto 7e 

 

Figura 129 Espectro de 13C RMN do composto  7e 
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26. N-tetradecil-3.5-dinitrobenzamida (7f) 
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Figura 130 Espectro de 1H RMN do composto 7f 

 

Figura 131 Espectro de 13C RMN do composto  7f 
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27. N-hexadecil-3.5-dinitrobenzamida (7g) 
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Figura 132 Espectro de 1H RMN do composto 7g 

 

Figura 133 Espectro de 13C RMN do composto  7g 
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28. N-butil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8a) 
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Figura 134 Espectro de 1H RMN do composto 8ª 

 

Figura 135 Espectro de 13C RMN do composto  8a 
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29. N-hexil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8b) 
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Figura 136 Espectro de 1H RMN do composto 8b 

 

Figura 137 Espectro de 13C RMN do composto  8b 
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30. N-octil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8c) 
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Figura 138 Espectro de 1H RMN do composto 8c 

 

Figura 139 Espectro de 13C RMN do composto  8c 
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31. N-decacil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8d) 
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Figura 140 Espectro de 1H RMN do composto 8d 

 

Figura 141 Espectro de 13C RMN do composto  8d 
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32. N-dodecacil-3-nitro-5-(trifluorometil)-benzamida (8e) 
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Figura 142 Espectro de 1H RMN do composto 8e 

 

Figura 143 Espectro de 13C RMN do composto  8e 



182 

 

33. Tiobenzoato de butilo (9a) 
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Figura 144 Espectro de 1H RMN do composto 9a 

 

Figura 145 Espectro de 13C RMN do composto  9a 
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34. 4-nitro-tiobenzoato de butilo (10a) 
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Figura 146 Espectro de 1H RMN do composto 10a 

 

Figura 147 Espectro de 13C RMN do composto  10a 
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35. 4-nitro-tiobenzoato de octilo (10c) 
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Figura 148 Espectro de 1H RMN do composto 10с 

 

Figura 149 Espectro de 13C RMN do composto  10c 
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36. 3,5-dinitro-tiobenzoato de butilo (11a) 
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Figura 150 Espectro de 1H RMN do composto 11a 

 

Figura 151 Espectro de 13C RMN do composto  11a 
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37. 3,5-dinitro-tiobenzoato de octilo (11b) 
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Figura 152 Espectro de 1H RMN do composto 11b 

 

Figura 153 Espectro de 13C RMN do composto  11b. 
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A4.  Curvas de Calibração em HPLC 

Para quantificar as concentrações de éster e ácido, as curvas de calibração de 

concentração foram determinadas usando sete soluções padrão com concentrações 

5x10-7 M, 1x10-6 M, 5x10-6 M, 1x10-5 M, 5x10-5 M, 1x10-4 M e 5x10-4 M (Tabela 29). 

Em Figura 154 e em Figura 155 estão representadas os exemplos das curvas de 

calibração do éster e da amida derivados de ácido 4-nitrobenzóico com 8 carbonos na 

cadeia alquílica. 



Tabela 29 Curvas de Calibração obtidas através da análise por HPLC das soluções com concentrações 5x10-7 M, 1x10-6 M, 5x10-6 M, 1x10-5 M, 

5x10-5 M, 1x10-4 M e 5x10-4 M.  

éstere

s 
X R 

Curva de 

Calibração/m 

Coeficie

nte de 

Correlaç

ão/ R² 

amid

as 
X R 

Curva de 

Calibração/m 

Coeficiente 

de 

Correlação/ 

R² 

tioést

eres 
X R 

Curva de 

Calibração/m 

Coeficiente 

de 

Correlação/ 

R² 

 

 

H 

H y = 6,23E+10x 0,9977  
 

 

H 

 

     

 

H 

   

1a C4H9 y = 6,01E+10x 0,9987 5a C4H9 y = 3,91E+10x 0,9988 9a C4H9 y = 7,4E+10x 0,9996 

1b C6H13 y = 6,26E+10x 0,9994 5b C6H13 y = 6,42E+10x 0,9989     

1c C8H17 y = 6,13E+10x 0,9998 5c C8H17 y = 4,66E+10x 1 9с C8H17 y = 6,96E+10x 0,9975 

1e C12H25 y = 4,74E+10x 1 5e C12H25 y = 4,63E+10x 0,9973 9e C12H25 y = 6,06E+10x 0,9961 

B  

 

4-NO2 

 

 

H y = 7,3E+10x 0,9995  

 

4-NO2 

 

     

 

 

4-NO2 

 

   

2a C4H9 y = 6,58E+10x 1 6a C4H9 y = 4,43E+10x 0,9998 10a C4H9 y = 5,6E+10x 0,9992 

2b C6H13 y = 7,52E+10x 1 6b C6H13 y = 6,23E+10x 0,9994     

2c C8H17 y = 7,36E+10x 0,9999 6c C8H17 y = 5,22E+10x 1 10c C8H17 y = 7,46E+10x 0,9998 

2e C12H25 y = 6,2E+10x 0,9993 6e C12H25 y = 1,89E+10x 0,9992     
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H y = 1,12E+11x 0,9996   
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dNO2 

 

 

 

     

 

 

3,5-

dNO2 

 

   

3a C4H9 y = 8,6E+10x 0,9998 7a C4H9 y = 9,99E+10x 0,9972 11a C4H9 y = 1,27E+11x 0,9996 

3b C6H13 y = 1,01E+11x 0,9999 7b C6H13 y = 1,06E+11x 0,9964     

3c C8H17 y = 1,05E+11x 0,9997 7c C8H17 y = 8,95E+10x 0,9998 11c C8H17 y = 1,39E+11x 0,9997 

3d C10H21 y = 6,55E+10x 0,9996 7d C10H21 y = 1,04E+11x 0,9997     

3e C12H25 y = 2,61E+10x 0,9983 7e C12H25 y = 1,04E+11x 0,9983 11e C12H25 y = 1,44E+11x 0,9998 

3f C14H29 y = 9E+10x 0,9997 7f C14H29 y = 4,75E+10x 0,9993     

3g C16H25 y = 6,39E+10x 0,9982 7g C16H25 y = 1,25E+11x 0,9974     
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5-CF3 

H y = 2,91E+10x 0,9997   

 

 

3-NO2-
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3-NO2-
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4a C4H9 y = 1,07E+11x 0,9333 8a C4H9 y = 4,38E+10x 0,9996     

4b C6H13 y = 6,11E+10x 0,9993 8b C6H13 y = 5,09E+10x 0,9999     

4c C8H17 y = 6,09E+10x 0,9999 8c C8H17 y = 5,57E+10x 0,9999 12c C8H17 y = 1,06E+11x 0,9998 

4d C10H21 y = 5,3E+10x 0,9974 8d C10H21 y = 4,97E+10x 0,9987     

4e C12H25 y = 3,65E+10x 0,9997 8e C12H25 y = 6,57E+10x 0,9994 12e C12H25 y = 1,11E+11x 1 

 



 

Figura 154 Representação gráfica da curva de calibração do composto 2c, usada na 

determinação da concentração do éster correspondente. 

 

Figura 155 Representação gráfica da curva de calibração do composto 6c, usada na 

determinação da concentração da amida correspondente. 

A5.  Cálculo da degradação dos ésteres/amidas nos ensaios de estabilidade 

química e enzimática 

Dado que se observou que a conversão de éster/amida com cadeias longas (C8-C16) no ácido 

não é quantitativamente equivalente, o que pode ser relacionado com a alta lipofilia e  formação 

de precipitações, todos os cálculos foram realizados pela formação de ácido o qual foi invertido 

usado o controle como a concentração inicial. 

CCtx = Ccontrole - CAtx , onde 

CCtx – A concentração de composto em tempo x 

CAtx - A concentração de ácido em tempo x 

Ccontrole – A concentração media de controle 

A fórmula utilizada para calcular a percentagem de degradação dos ésteres/amidas ao longo 

do tempo de ensaio está representada de seguida. 
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A6.  Cromatogramas em HPLC 

Um exemplo de um cromatograma obtido na hidrólise química do composto 3.5-

dinitrobenzoato de butilo, 3a, após 24h de reação encontram-se  na Figura 156. Os tempos de 

retenção do ácido e do éster encontram-se na Tabela 30. 

 

Figura 156 Cromatograma do composto 3.5-dinitrobenzoato de butilo, 3a, após 24h 

de reação de hidrólise química 

 

Tabela 30 Tempos de retenção do éster, 2c, e do ácido 4-nitrobenzóico. 

Composto R Tempo de Retenção 

3a C4H9 9.664 

C H 2.730 

Um exemplo de um cromatograma obtido na hidrólise enzimática do composto N-butil-4-

nitrobenzamida, 6a, após 54h de reação encontram-se  na Figura 157. Os tempos de retenção do 

ácido e da amida encontram-se na Tabela 31. 
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Figura 157 Cromatograma do composto N-butil-4-nitrobenzamida, 6a, após 54h de 

reação de hidrólise enzimática 

 

Tabela 31  Tempos de retenção da amida, 6a, e do ácido 4-nitrobenzóico. 

Composto R Tempo de Retenção 

6a C8H17 4.333 

B H 2.969 

A7.  Atividade antimicrobiana intracelular de compostos testados contra 

M. bovis BCG infetando macrófagos humanos THP-1 

Para avaliar a sua capacidade atuar dentro de célula hospedeiro foram avaliados 

atividade em macrófago humanos THP-1 infetados pelo M. bovis BCG. Foram 

avaliados três ésteres (3.5-dinitrobenzoato de hexilo (3b), 3,5-dinitrobenzoato de 

decacilo (3d), 3,5-dinitrobenzoato de tetradecilo (3f) e três amidas (N-hexil-3.5-

dinitrobenzamida (7b), N-decacil-3.5-dinitrobenzamida (7d), N-tetradecilo-3.5-

dinitrobenzamida (7f) derivados de ácido 3.5-dinitrobenzóico. Como um controle 

negativo foi usado DMSO e como um controle positivo foi usado isoniazida (INH). 
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Foi avaliado o número de bactérias viáveis numa amostra em cada momento de 

tempo (0, 1, 3 e 7 dia). 

Tabela 32 Atividade antimicrobiana intracelular de compostos testados contra 

Mycobacterium bovis BCG infetando macrófagos humanos THP-1. Os resultados 

apresentados em CFU.  

 cfu x10^4 compostos (na concentração 2 μg/ml):  0.1 μg/ml 

 DMSO 7b  7d  7f 3b 3d  3f INH 

0 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2 

1 15,33 4,58 7,33 14,16 14,58 12,5 12,16 9,91 

3 10,75 0,40 0,32 10,08 11,87 12,5 13,66 1,33 

7 11,91 0,05 0,03 13,91 9,83 8,5 7,25 0,24 

 

 

 

 

 


