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Resumo 

A tuberculose é uma doença que já atingiu milhares de pessoas no mundo e 

ainda hoje representa uma ameaça à saúde humana, principalmente a partir da 

descoberta do vírus HIV. Os fármacos disponíveis no mercado não têm suprimido as 

necessidades, pois exigem longos períodos de tratamento.   

Este trabalho teve como objetivo o planejamento e a síntese de um novo 

composto potencialmente ativo para Mycobacterium tuberculosis na forma latente. O 

planejamento levou em consideração o princípio da latenciação para a obtenção de um 

pró-fármaco recíproco derivado de isoniazida e metronidazol.  

O metronidazol, devido à sua ação em bactérias anaeróbicas poderia apresentar 

atividade nos bacilos que possivelmente sobrevivam durante o processo de necrose 

caseosa. 

A obtenção do pró-fármaco foi realizada através da transformação funcional do 

metronidazol e posterior acoplamento com isoniazida. O trabalho descreve alguns 

procedimentos e dificuldades encontradas para obtenção do pró-fármaco. Os 

resultados sugerem a formação do produto, porém, análises de identificação são 

necessárias para a confirmação.     
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1- Introdução 

 

Isolada pelo cientista alemão Robert Kock, em 1882 (MUNCH 2003), a 

Mycobacterium tuberculosis, principal bactéria causadora da tuberculose, ainda hoje é 

considerada uma doença muito grave. Microrganismo que em sua estrutura encontra-se 

elevada quantidade de lipídeo (25%), aeróbio obrigatório, possui crescimento lento, 

bastonete fino, reto ou pode se apresentar levemente curvado, resistentes a 

descoloração ácido e álcool, adquirindo com a coloração Ziehl-Neelsen a cor rosa 

vivo.(Moutinho 2011) 

Mais de dois milhões de pessoas morrem a cada ano vítima de tuberculose, 

4.400 morrem por dia, e surgem aproximadamente oito milhões de novos casos por 

ano. As populações mais atingidas, sem dúvida, são as de países em desenvolvimento, 

representando 98% da mortalidade global pela doença e 95% de novos casos. A 

tuberculose é uma doença considerada negligenciada, isto é, que não há interesse 

econômico de investir no desenvolvimento de novos fármacos, seja por sua baixa 

prevalência ou por sua predominância ser em populações de países emergentes. 

(WHO, 2009) 

O bacilo já infectou 1,3 bilhões de pessoas no mundo inteiro, e destes, de 16 a 

20 milhões têm a doença ativa. A tuberculose é denominada latente quando doença 

não está ativa, caracterizada pela não manifestação dos sintomas. (WHO, 2009)  Uma 

parcela muito grande de indivíduos encontra-se com a infecção latente, sendo que 

cerca de 10% desenvolverão a doença ativa ao longo da vida. (ROSEMBERG, 2001) 
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Em 2005 estimava-se 1,6 milhões de mortes pela doença, sendo que 195.000 

eram de pessoas que viviam com HIV. (WHO, 2009).  Na década de 80 houve a 

identificação e a disseminação do vírus da imunodeficiência adquirida, a partir de então 

a tuberculose aumentou sua incidência, até mesmo em países que já consideravam a 

doença sob controle. Em países emergentes, a tuberculose é a principal causa de 

morbidade e mortalidade em portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

pois estes têm maior probabilidade de desenvolver a progressão da tuberculose latente, 

infecção ou reinfecção precoce para a doença ativa (LANNOY, 2008) 

A infecção da tuberculose se dá por via inalatória na maioria dos casos, como 

demonstrado no esquema 1. Ao falar ou tossir, a pessoa infectada pode expelir bacilos 

podendo ser inalados por outra pessoa atingindo os pulmões, infectando-a. A evolução 

da infecção para a doença é dependente da carga bacilar inalada e do sistema imune 

do infectado. (TRABULSI,  et al 2004, CAMPOS, 2006)  
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Esquema 1: Mecanismo de infecção pelo Mycobacterium tuberculosis 

 

O contato do bacilo com o organismo humano pode desencadear diferentes 

respostas do sistema imunológico, pois, essa resposta não é direcionada diretamente e 

especificamente ao Mycobacterium tuberculosis, e trata-se sim de um processo de 

Contato das células fagocitárias 

(macrófagos) com o bacilo 

Destruição completa dos 

microrganismos pelos fagócitos: 

não há lesão 

Bacilos sobrevivem dentro dos 

fagócitos. 

Formação do granuloma. Periferia vascularizada, porém 

seu centro pode necrosar, devido à carência nutricional 

resultando em necrose caseosa, ambiente anaeróbio, 

onde as bactérias sobrevivem em estado de quiescência.  

Sistema Imune Competente do 

paciente: permanência do granuloma. 

Tuberculose latente 

Sistema Imune Deficiente do 

paciente: expansão da reação de 

necrose: Doença Ativa 

Formação de uma cavidade no pulmão, normalmente 

atinge os brônquios. Ocorre à formação de uma 

cavidade no pulmão, tornando possível através da tosse, 

a disseminação dos bacilos. 
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grande complexidade, variando com as circunstâncias não muito bem esclarecidas e 

envolvendo elementos múltiplos. (ROSEMBERG, 2001) 

Quanto melhor as condições do sistema imune do paciente infectado, mais 

rapidamente as células monocitárias irão chegar ao local de infecção, onde no primeiro 

contato com o organismo, alvéolos dos pulmões com os bacilos, são recrutados em 

primeira instância os leucócitos, que irão fagocitar os bacilos, podendo não matá-los, 

levando assim, para diversas partes do corpo. (ROSEMBERG, 2001) 

As células monocitárias são capazes de fagocitar e deter os bacilos fagocitados 

ou não pelos leucócitos (ROSEMBERG, 2001). São liberadas citocinas, fator de 

necrose tumoral (TNF) na região, que atuam nas células epiteliais, estas por sua vez, 

fundem-se com as células monocitárias, formando as células de Langhans, gigantócitos 

multinucleados, formando, assim, o granuloma, em situações em que a imunidade do 

indivíduo prevalece. (SEISCENTO, et al 2006) 

O granuloma é reflexo do mecanismo de defesa do organismo infectado, por ser 

uma forma de conter a proliferação, já que, o ambiente gerado é anaeróbio e inóspito 

nos fagolisossomos, impróprio para a proliferação das bactérias. Os bacilos liberam 

toxinas de natureza lipoproteíca, sendo que, as células podem estar mais ou menos 

sensíveis a essas toxinas, de acordo com o fator de hipersensibilidade. (ROSEMBERG, 

2001) 

A calcificação do granuloma depende da alta imunidade e baixa 

hipersensibilidade. Em situações em que essa relação se inverte, há liquefação do 

granuloma, com a liberação dos bacilos que estavam em seu interior. Dessa forma, a 
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tuberculose latente se forma a tuberculose doença, já que agora, o bacilo está na sua 

fase ativa. (ROSEMBERG, 2001) 

Estudos demonstraram que a proteína alfa cristalina de 16 kDa forma uma 

camada em torno do bacilo reduzindo ao máximo o seu metabolismo, além tornando 

capaz de sobreviver à baixa pressão de oxigênio, o que lhe permite sobreviver na 

condição de latência. (ROSEMBERG, 2001) 

O tratamento da tuberculose baseia-se em fármacos que podem promover a cura 

do paciente como a isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol (Figura 1), 

entretanto, a adesão ao tratamento é dificultada principalmente pelo tempo extenso, 

seis a nove meses, e politerapia levam os pacientes, principalmente os de países em 

desenvolvimento, a desistirem do tratamento. (LAMICHHANE & BISHAI, 2007).   
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Figura 1: Fármacos mais utilizados no tratamento de tuberculose, retirado de 

SOUZA E VASCONCELLOS, 2005.  

 

 

Dentre os fármacos demonstrados, vale destacar a isoniazida, um dos principais 

quimioterápicos de primeira linha utilizada para o tratamento da tuberculose. (ROSSETI 

et al 2002) 

O seu mecanismo de ação ainda não está muito claro, mas acredita-se que o 

ácido isonicotínico atua de maneira inibitória na síntese da parede bacteriana. 

(ROSSETI et al 2002) Trata-se de um pró-fármaco, conceito que será explicado 

posteriormente, que in vivo é ativado pela enzima KatG, catalase-peroxidase 

micobacteriana , que por uma série de mecanismo inativa a enzima InhA. Tal inativação 

acarreta na inibição biossintética dos ácidos micólicos, que são os principais 
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constituintes da parede bacteriana, mecanismo ilustrado pela figura 2 (ANDRADE, 

2008). Assim a bactéria tem sua síntese deficiente tornando-a vulnerável aos radicais 

de oxigênio e componentes do meio. (ROSSETI et al 2002).  

 

 

Figura 2: principal mecanismo de ação da isoniazida. (Fonte: ANDRADE, 2008) 

A isoniazida é ativada pela KatG para formar o aduto INH-NAD. Logo em seguida 

a enzima InhA é inibida pelo aduto, como conseqüência a biossíntese dos ácidos 

micólicos (FAZ II) também é inibida. Os ácidos micólicos são os constituintes 

predominantes da parede da micobactéria, assim temos a morte celular. Na figura estão 
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representados três tipos de ácidos micólicos: α-micolados, metóxi-micolados e ceto-

micolados.  

A isoniazida não é utilizada apenas no tratamento da tuberculose doença ativa, 

também é utilizada em casos latentes. Nessas condições de dormência dos bacilos 

adota-se monoterapia de isoniazida num período de seis a nove meses. (GEIJOA, et al 

2007). Entretanto, pacientes com tuberculose latente tendem a abandonar o tratamento 

com maior facilidade, pois, o extenso período de tratamento juntamente com as reações 

adversas causadas pelo fármaco leva o paciente assintomático a não seguir a terapia. 

Considerando esses fatos, fica claro a necessidade de se aplicar esforços para 

se descobrir novos fármacos e também novos alvos terapêuticos com o intuito de 

diminuir o tempo de tratamento. (SOUZA, 2006; VOHRA, et al 2006).  Dentre estas 

novas tendências, podemos destacar derivados de metronidazol, que tem demonstrado 

uma boa atividade em condições de anaerobiose, que se trata justamente do mesmo 

ambiente encontrado no centro do granuloma. (MELO, NETO e AFIUNE, 1999) 

Sintetizado no final da década de 50, o metronidazol é o fármaco mais 

importante do grupo 5-nitroimidazóis. Lançado no mercado para tratamento de 

protozooses, também possui ação sobre populações anaeróbias. Acredita-se que o 

metronidazol tenha que ocorre em quatro etapas: penetração celular por difusão 

passiva; aumento da penetração em condições de anaerobiose; ativação por redução 

com liberação de radical tóxica nitro e nitroso livre e formação de derivados nitrosos e 

hidroxicobalamina, mas seu mecanismo não está bem elucidado. (MELO, NETO e 

AFIUNE, 1999) Tem sua aprovação desde a década de 60, apresenta vantagens para 

se utilizar no tratamento da tuberculose por ter a capacidade de atuar em populações 
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em condições de anaerobiose e possui seus efeitos adversos bem tolerados pela 

maioria dos pacientes, características físico-químicas conhecidas, além de baixo custo 

e fácil acesso.  

A atividade do metronidazol parece restringir-se a centro de granulomas, pois o 

meio se encontra em anaerobiose, nesses meios há um aumento da penetração do 

fármaco (MELO, NETO e AFIUNE, 1999). Além do que o metronidazol apresenta fácil 

absorção por via oral, sendo que, seus valores apresentados são semelhantes às 

aplicações intravenosas, tendo boa penetrabilidade tissular e cerebral, levando a morte 

das populações bacterianas rapidamente (FREEMAN, KUTMAN e LAMP, 2007). 

A toxicidade do fármaco sobre populações deficientes em oxigênio tem como 

alvo de sua ação biológica a molécula de DNA. A redução do grupo nitro define o 

mecanismo de ação do fármaco, essa redução é dependente do pH, sendo que este 

necessita ser ácido. Se o meio for aprótico, a redução ocorre em maiores etapas como 

representado na figura abaixo. (LA SCALEA, SERRANO e GUTZ, 1999)  

 

 

Figura 3: Etapas de redução do Metronidazol (LA-SCALEA, SERRANO E GUTZ 

1999) 
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A formação de espécies ativas intermediárias define a atividade biológica do 

composto, resultando em danos ao DNA. O grupo nitro (NO2) pode ser a espécie 

responsável pelo dano. (LA SCALEA, SERRANO e GUTZ, 1999) 

Com intuito de termos mais alternativas para o tratamento da tuberculose latente, 

visando diminuir o tempo de tratamento, o planejamento e a síntese de novas 

moléculas se fazem necessários. (CHUNG et al 1999). 

 

2- Objetivo 

 

Obtenção de pró-fármaco recíproco, derivado de metronidazol e isoniazida com 

potencial atividade em bacilos latentes de Mycobacterium tuberculosis.  

 

3- Justificativa 

 

O planejamento estrutural proposto nesse trabalho foi baseado no princípio da 

latenciação, que por definição é processo em que o fármaco que não tem atividade in 

vitro, porém, após administrado sofre ação química ou enzimática tornando-se ativo in 

vivo, liberando a porção ativa no local de ação ou próximo dele. Sendo que uma das 

formas latentes obtidas nesse processo denomina-se pró-fármaco, como ilustrado na 

figura 4. (BUNDGAARD, 1991) 
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Figura 4: Representação do conceito de pró-fármaco (fonte: CHUNG et al, 1999) 

 

O pró-fármaco é a forma inativa ou menos ativa de um fármaco in vitro, que 

quando in vivo passa ter atividade, pois, sofre o processo de biotransformação. 

(CHUNG et al 1999). Esse processo pode acarretar em um melhor efeito terapêutico do 

medicamento, atuação no sítio alvo específico e diminuir os efeitos tóxicos. (CHUNG et 

al 1999). O transportador normalmente não apresenta atividade, mas se apresentar 

atividade é denominado pró-fármaco recíproco. (CHUNG et al 1999). 

 Com o objetivo de aumentar a penetrabilidade no interior dos granulomas e 

diminuir o tempo de tratamento de tuberculose latente, podemos unir fármacos de 

classes químicas diversas que atuam em alvos distintos. Nesse sentido a isoniazida, 

será ligado ao metronidazol. 

Desta forma esperando-se obter um pró-fármaco recíproco que será ativado no 

granuloma, fornecendo no local de infecção duas moléculas ativas e que atuarão de 
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forma sinérgica no tratamento da tuberculose latente ou mesmo no tratamento da 

tuberculose ativa, bloqueando a possibilidade da permanência do bacilo vivo latente. 

 

 

4- Materiais e Métodos 

4.1- Materiais 

1. Metronidazol  

2. anidrido succínico  

3. acetonitrila  

4. 4-Dimetilaminopiridina (DMAP)  

5. sulfato de sódio 

6. metanol  

7. éter  

8. acetato de etila  

9. hidroxibenzo triazol (HOBt)  

10. isoniazida 

11. diclorometano  

12. bicarbonato de sódio  

13. ácido cítrico 

14. água 

15. trietilamina 

16. N,N'-diisopropylcarbodiimide (DIC)  

17. N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 
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18. ácido acético 

19. hexano 

20. etanol 

 

 4.2- Métodos Sintéticos 

 Os métodos sintéticos se baseiam na obtenção do hemissuccinato de 

metronidazol com posterior acoplamento a molécula de isoniazida. 

N
N

CH3

OH

O

OO

NO2

I II

NN

CH3

O

O2N
O

HO

O

III

Esquema 2- Obtenção do hemissuccinato de metronidazol (III). Reação de metronidazol (I) com anidrido succínico (II)

N N

H3C
O

NO2

O

OH

O

III

O

NH
H2N

N

IV

N N

H3C
O

NO2

O

O
H
N

N
H

Esquema 3: Obtenção do pró-fármaco: 2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)ethyl 4-(isonicotinamido)-4-oxobutanoate 
(V) a partir da reação do hemissuccinato de metronidazol (III) com isoniazida (IV).

V

O

N
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4.2.1) Obtenção de hemissuccinato de metronidazol baseado em 

(VERMEERSCH, et al 1985)  

 

 

N
N

NO2

H3C

OH

O

O

O

N
N

NO2

H3C

O

O

O

O

 
I II III 

Em 90 mL de acetonitrila adicionou-se 1 grama de metronidazol (I) (5,85mmol),  

585mg de anidrido succínico (II) (5,85mmol) e 35mg de 4-dimetilaminopiridina 

(0,3mmol), catalisador nucleofílico que tem ação em algumas reações como 

esterificação de anidrido, como observado nesta síntese. A síntese foi mantida sob 

agitação durante 48 horas. Toda a síntese e os demais procedimentos que envolveram 

a utilização do metronidazol foram realizados sob a proteção da luz, devido à 

sensibilidade do metronidazol.  

Após as 48 horas, em que houve a formação de um óleo esverdeado, levou-se 

para o rotaevaporador com o intuito de remover o solvente, acetonitrila. Este por sua 

vez, foi removido lentamente devido a suas características. Após a remoção da 

acetonitrila, 25 mL de água quente foram adicionados para fazer a purificação. O óleo 

solubiliza e foi levado para a geladeira, onde repousa até a precipitação completa, 

normalmente levava cerca de 12 horas.  

Após esse tempo, retirou-se da geladeira e já com a formação de precipitado 

branco, hemissuccinato de metronidazol (III), o composto foi filtrado a vácuo e o 
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precipitado foi deixado à temperatura ambiente até a secagem completa. O rendimento 

da síntese foi de 95%.  

 4.2.2) Obtenção do pró-fármaco 
 
               (I)                                        (II) 

N
N

NO2

H3C

O

O

O

O

N

H
NO

NH2

N
N

NO2

H3C

O

O

N
H

O

H
N O

N  
   (III) 
 

4.2.2.1) Método 1: 
 

Adicionou-se 1,1 equivalente de N, N'-diciclohexil carbodiimida (DCC) a 300 mg 

de hemissuccinato de metronidazol(I) em 30 mL de diclorometano. A reação foi mantida 

em banho de gelo durante 30 minutos para ativar carbonila do hemissuccinato de 

metronidazol. Após os 30 minutos adicionou-se 1 equivalente de isoniazida(II). A reação 

foi acompanhada com placa de CCD, até observar as manchas formadas e reveladas 

na luz ultravioleta. O acerto do pH para aproximadamente 9 foi muito importante para 

garantir um acoplamento efetivo, então, logo após retirar o banho de gelo, algumas 

gotas de trietilamina foram adicionadas para aumentar o pH que era de 5,5, valor 

inferior ao pka da isoniazida, que é aproximadamente 8. 
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    A síntese permaneceu no agitador magnético por 2h50 e após esse tempo com a 

observação da formação de compostos diferentes realizou-se uma filtração simples, 

com o intuito de remover o diciclohexilurea (DCU), intermediário que se forma a partir 

do DCC. O filtrado foi deixado na capela para evaporação do solvente (diclorometano) e 

para a precipitação. Após esse procedimento, foi possível observar a formação de uma 

pasta amarela escura. Foi feita coluna de cromatografia como método de purificação 

seguido de espectroscopia de infravermelho. 

 
4.2.2.2) Método 2: 
  
O método 2 difere-se do método 1 na utilização de uma agente acoplante, ao 

invés de DCC utilizou-se N, N'-diisopropil carbodiimida (DIC), além disso, nessa reação 

é possível observar a utilização de hydroxibenzotriazole (HOBt).  

Em uma balão foram colocados 30 mL de diclorometano, 1 mmol de 

hemissuccinato de metronidazol, 1,2 mmol de DIC, 1,2 mmol de HOBt e 1,2 mmol de 

isoniazida. A ordem deve ser seguida para que se obtenha o produto desejado. A 

reação foi mantida em banho de gelo sob agitação.  

Após 1 hora, retirou-se a síntese do banho de gelo e deixou-se 24 horas sob 

agitação, o pH foi ajustado para 9 com algumas gotas de trietilamina (TEA). Passado 24 

horas de reação, observamos a formação de um precipitado branco, este foi filtrado e 

realizou-se um infravermelho. 

O produto foi isolado por extração. Adicionou-se 30 mL de acetato de etila na 

reação para que houvesse a separação da fase orgânica da fase aquosa, em seguida, 
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adicionou-se 30 mL de ácido cítrico 0,2 molar para remover a isoniazida que não 

reagiu, já que em meio ácido, o grupo amino permanece na forma ionizada 

Forma molecular: -NH2 

Forma ionizada: -NH3+ 

Assim a isoniazida ionizada permaneceu na fase aquosa e foi removida, 

isolando-se a parte orgânica para outras lavagens. O processo de lavagem com ácido 

cítrico foi repetido até não aparecer vestígios da isoniazida na placa de CCD e todas as 

lavagens foram feitas com agitação vigorosa para otimizar o processo. 

Após a verificação da ausência de isoniazida que não reagiu, o objetivo foi 

remover o hemissuccinato de metronidazol residual. Observou-se que em meio básico o 

composto apresentou-se na forma ionizada podendo ser removido dessa forma. 

Forma molecular: -COOH 

Forma ionizada: -COO- 

Se o composto que não reagiu se apresenta na forma ionizada, este vai para a 

fase aquosa, podendo assim ser removido, processo semelhante ao da remoção da 

isoniazida. Para que o meio ficasse básico, utilizou-se solução de bicarbonato de sódio 

0,2 molar. A lavagem foi feita até não se observar mais vestígios do hemissuccinato de 

metronidazol em placa de CCD e os mesmos cuidados em relação ao procedimento, 

também foi adotado nessa parte da extração. 

Na fase orgânica estava o produto desejado, sulfato de sódio foi adicionado, um 

agente secante, para remover moléculas de água residual. Para retirar o agente 

secante realizou-se filtração simples, não se esquecendo de ao final da filtração, passar 
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acetato de etila para remover possíveis resíduos do pró-fármaco do filtro. A fase 

orgânica foi rotaevaporada e o resíduo foi analisado por infravermelho. 

4. 3)  Métodos Analíticos 

4.3.1) Cromatografia em camada delgada (CCD) 

Foram utilizadas placas de sílica gel G-60, com 0,25 mm de espessura, e placas 

Alugram Nano-Sil G/UV 254 da Merck para o acompanhamento das reações com o 

seguinte sistema s (v/v/v): CHCl3/MeOH (15:85). 

4.3.2) Cromatografia em coluna (CC) 

Foram realizados experimentos com as amostras. Para isto, foi necessária sílica 

gel de Coluna de Cromatografia com tenuidade de 60-200 µm. 

4.3.3) Determinação da faixa de fusão 

Foram efetuadas análises da faixa de fusão das matérias primas e dos 

compostos obtidos de reação em aparelho de ponto de fusão da marca STUART 

SIENTIFIC, do modelo SMP3. 

4.3.4) Espectrometria no infravermelho (IV) 

Os compostos foram analisados em equipamento de espectrofotômetro de IV da 

marca SHIMADZU, do modelo FTIR-8300. 
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5) Resultados e discussão: 

Tendo como objetivo acoplar a molécula de metronidazol com a de isoniazida, 

observou-se que a ligação direta não era favorecida devido a baixa reatividade, além do 

que, para alternar os grupos funcionais do pró-fármaco recíproco, é necessário ter uma 

agente espaçante, desta forma teríamos um pró-farmaco que in vivo, se quebre e não 

tenha sua ação prejudicada.  

Na síntese do hemissuccinato de metronidazol foi importante não deixar 

ultrapassar o tempo de reação já que isso pode acarretar na degradação do produto, e 

também não retirar antes do tempo observado, pois, provavelmente não haveria a 

formação de todo produto. Houve acompanhamento da síntese com placa de 

cromatografia de camada delgada (CCD). 

 

 

Esquema 4: Esquema geral do funcionamento da placa de CCD retirado de 
Nobelprize.org: The Nobel Prize in Chemistry 1952 

 
 

Encontrar a fase móvel mais adequada se baseou no conceito da cromatografia 

consiste na diferença de interação com as fases existentes, fase móvel e a fase 

estacionária. Essas interações consistem em forças intermoleculares (iônica, polar 

dentre outras) e específicos efeitos de afinidade e solubilidade. Normalmente, quando 

não se tem maiores informações sobre a síntese, é necessário testar várias fases 



  29

             

 

móveis até encontrar a mais adequada, e para obter esse objetivo, há diversas técnicas 

de seletividade de solventes que auxiliam na escolha.  

Uma das possibilidades é a utilização do triângulo de seletividade de Snyder, que 

leva em consideração um conjunto de três parâmetros chamados de solvatocrômicos foi 

concebido para descrever a acidicidade (α), basicidade (β) e dipolaridade (π*), onde  α 

descreve a habilidade do solvente para formar ligações de hidrogênio com o soluto; β 

mede a tendência do solvente em doar um par de elétrons (ou aceitar um próton) em 

ligações de hidrogênio com o soluto;  π* é um termo que mede a 

dipolaridade/polarizabilidade do solvente. (SNYDER, 1993) No presente trabalho 

elegeu-se o melhor solvente baseado em testes que levaram em consideração os 

conceitos citados, como segue na Tabela 1. 

 

Tabela1: Fases móveis testadas na síntese do hemissuccinato de metronidazol: 

Fase móvel Eficiência do Processo 

1) 85 clorofórmio:10 metanol:05 ácido 
acético 

Há eluição, porém, não há uma distinção 
nítida entre o padrão (MDZ) e o produto. 

2) 100% acetato de etila Há pouca eluição e formação de manchas 
muito próximas. 

3) 95 clorofórmio: 5 metanol: 03 ácido 
acético 

Teste com fase mais apolar para fazer a 
comparação com a primeira fase. Observa-

se o mesmo problema de nitidez. 
4) 50 hexano:50 acetato Os compostos ficam retidos na base da 

placa, nao há uma boa eluição 

5) 100% etanol Houve separação nítida dos compostos 

6) 50 éter: 50 acetato de etila Houve a separação nítida dos compostos 
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A melhor fase móvel encontrada foi a de 100% etanol, em que houve a 

separação dos compostos durante a eluição, possibilitando uma visualização clara. 

Nas primeiras vezes que essa síntese foi feita, não houve problemas, as sínteses 

prosseguiram de acordo com o protocolo. Observou-se a formação de óleo esverdeado 

que solubilizava em água e depois de aproximadamente 12 horas havia formação 

abundante de precipitado branco, comparando em placa de CCD com padrão e 

confirmado por HPLC. 

Mas em outras sínteses não se observava à formação do produto, fato este 

confirmado tanto por placas de CCD, como por a não formação de um óleo esverdeado 

e sim uma pasta branca solúvel em água, que ao repousar, apresentava pouca 

formação de precipitado e sua coloração era amarela.  

Primeiramente levantou-se a possibilidade de degradação do metronidazol pelo 

material há algum tempo no almoxarifado, e como se trata de um composto que 

necessita de cuidados específicos, como proteção contra a luz, foi o primeiro item a ser 

analisado. Foi possível verificar que sua faixa de fusão é de 160°C-162°C, sendo que o 

preconizado é de 159°C-163°C(Merck, 1996), logo, não há relação com a degradação 

do metronidazol. 

Já como uma segunda hipótese analisou-se o anidrido succínico que tem sua 

faixa de fusão preconizado em 116°C- 119°C (Merck, 1996). O primeiro anidrido 

analisado foi o que estava em uso, que apresentou faixa de fusão de 96°C-120°C, o 

que nos levou a concluir que por não estar na faixa preconizada, poderia ser esse o 

motivo da não formação do produto. Já outro anidrido sublimado apresentou faixa de 
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fusão de 116°C- 118,7°C, logo, utilizou este para a próxima síntese, porém, continuou-

se observando as mesmas características de não formação do produto. 

Em uma terceira hipótese, acompanhou-se a temperatura do rotaevaporador, já 

que este estava apresentando problemas de aquecimento excessivo, então, media-se a 

temperatura com termômetro e quando se alcançava a temperatura de 50°C, desligava-

se. Vale ressaltar que a temperatura para o rotaevaporador deve ser inferior já que 

estamos trabalhando com o processo a vácuo. Este procedimento não evitou a 

formação da pasta branca. 

Como último recurso, analisou-se a umidade da acetonitrila, logo, foi feita uma 

destilação simples e seguiu-se com uma nova síntese. Nesta, houve a formação de 

óleo esverdeado, precipitação depois do acréscimo de água e repouso na geladeira. A 

placa de CCD apresentou características semelhantes ao padrão. Assim, obteve-se um 

o produto. 

Como a molécula de hemissuccinato de metronidazol possui grupamento de 

ácido carboxílico, teve-se a possibilidade da escolha de um dos mecanismos para a 

síntese de amidas, que consistem em: 

1. Amidas a partir de cloretos de acila. 

2. Amidas a partir de anidridos carboxílicos. 

3. Amidas a partir de ésteres. 

4. Amidas a partir de ácidos carboxílicos. 

Para obtenção de amidas a partir de ácido carboxílico é necessária a utilização 

de carbodiimidas, pois, o íon carboxilato possui baixa reatividade frente adição 

nucleofílica-eliminação. As carbodiimidas, que são capazes de ativar o carbono do 



  32

             

 

ácido carboxílico como demonstrado com o mecanismo da síntese de amida promovida 

por DCC (esquema 5): 
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Esquema 5: Mecanismo de síntese de amida promovido por DCC. Retirado de SOLOMONS,. 
FRYHLE, 2009.  

 

Dentre as carbodiimidas que podem ser utilizadas DCC, DCI e DCE. O DCC 

(diciclohexilcarbodiimida) é uma das carbodiimidas mais utilizadas, pois, trata-se da 

primeira carbodiimida a ser descoberta, que tem como característica ser um sólido 
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ceroso que possui alto rendimento em síntese de amidas e ésteres, além de apresentar 

baixo custo. Logo, está foi a carbodiimida escolhida para realizar a síntese do método  

    Observavam-se diversas manchas na placa de CCD, o que nos lavava a concluir 

que havia uma mistura de componentes além de haver impurezas. Com intuito de 

purificar, foi feita uma coluna de cromatografia. Uma dificuldade foi encontrar a fase 

móvel, já que utilizar uma fase móvel com 100% de etanol não é algo interessante. 

Foram feitos diversos testes e a fase móvel que apresentou o melhor desempenho foi 

de: 50% éter/50% acetato de etila.  

Foram coletados 107 tubos na coluna de cromatografia. A tabela 2 apresenta os 

resultados: 

 

  Tabela 2: avaliação dos resultados das análises das frações coletadas na coluna 

de cromatografia do método 1 

Tubo 1 ao 16- fração I Volume morto da coluna 

 

Tubo 17 a 33- fração II 

mancha na porção superior, na mesma 

região que a isoniazida apresenta uma 

mancha. 

Tubo 35 ao 56- fração III mancha na porção mais inferior, entre a 

mancha de MDZ e H. 

Tubo 66 ao 107- fração IV mancha próxima a base da placa de CCD,  

 

Com os componentes separados, foram realizada espectroscopia de 

infravermelho para se ter indicativos da formação do produto. 

No método 2, após 1 hora quando retirou-se a síntese do banho de gelo o pH foi 

ajustado para 9 com trietilamina pois, o pka da isoniazida é 8, e a síntese inicialmente 
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apresentou pH 5,5. Se a isoniazida está em um pH abaixo do seu ideal, esta se 

apresentará na forma protonada, e desta forma, não há elétrons disponíveis para 

ocorrer o ataque da amina na carbonila, inviabilizando o acoplamento. 

Observou-se que alguns inconvenientes na utilização do DCC, como a formação 

do intermediário, como por exemplo N,N’-diciclohexilureia (DCU), que é removido por 

filtração, porém, traços dos intermediários permanece e são de difícil remoção. (TANG, 

et al. 1994)  

Com propriedades muito semelhantes ao DCC, o DIC (diisopropilcarbodiimida) 

apresenta menos inconvenientes, pois, o DIC é líquido facilitando o manuseio, forma 

intermediários solúveis em fase orgânica, o que facilita sua remoção. Por isso, na 

síntese do método 2 utilizamos o DCI. (ANGELL, 1994) 

 A fim de facilitar o processo de formação de amida, fez-se o uso de 

hidroxibenzotriazol (HOBt), que tem a capacidade de diminuir o processo de 

racemização e aumenta o rendimento na síntese de peptídeos.  

 

Figura 5: Molécula de HOBt 

 HOBt ativado tem a capacidade de reagir  com grupo acila, como na síntese 

proposta o ácido carboxílico do hemissuccinato de metronidazol e DIC formam um 

grupo acila, o HOBt é capaz de ativá-lo, formando ésteres ativados, favorecendo a 

formação da amida, desejável para concluir o acoplamento. Desse modo fica claro o 

motivo de se seguir a ordem dos componentes adicionados durante a síntese. 
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Mecanismo HOBt: 

 

 Esquema 6: formação de amidas com o uso de HOBt retirado de  Scheehan, Hess 

1955 . 

 

Desta forma a junção da utilização do DIC e do HOBt constituíram os elementos 

que possibilitam o acoplamento de hemissuccinato de metronidazol com a isoniazida.  

Na purificação alguns cuidados foram tomados, como deixar a mistura repousar 

um tempo antes de fazer a separação, e quando o funil de separação foi aberto, tinha-

se cuidado, pois, o solvente expande e pode causar acidentes. Uma dificuldade dessa 

fase é que para fazer placa de CCD com a fase aquosa, que não é de rápida 

evaporação. 
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Os resultados das análises das matérias-primas utilizadas e dos compostos 

sintetizados seguem listados abaixo: 

 

Espectro 1: infravermelho do anidrido succínico 
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Grupamentos Funcionais               Banda (cm-1) teórica               Banda (cm-1) observada  
O
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1790-1700/1230-1180 

 

1701/1203 

Tabela 3: Interpretação do espectro de IV do anidrido succínico 
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Com o estudo do infravermelho do anidrido succínico foi possível observar que o 

composto trabalhado como reagente da síntese provavelmente possui os grupamentos 

desejáveis. Esta é uma análise de grande utilidade, já que, por ser um anidrido, há a 

possibilidade de degradação deste, além disso, saber o perfil da espectroscopia de 

infravermelho dos reagentes nos ajuda a concluir sobre o produto que desejamos obter. 

 

Espectro 2: infravermelho da isoniazida 
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Grupamentos Funcionais               Banda (cm-1) teórica            Banda (cm-1) observada       

        NH 2 
 

3500-3400 (mf)/1610-
1590/1210-1100/820-780 

 

3304,08/1668,43/1141,85/744,52 

H
N

 
 

3500-3300/ 1700-1655 

 

3304/1668 

N  

 

1600-1450 

 

1558 

Tabela 4: Interpretação do espectro de IV da isoniazida 

 

Para identificação das aminas primárias é necessária a observação de vários 

picos. (SILVERSTEIN, 2005) É possível observar a formação de um forte pico na região 

da amida secundária, o que nos leva a crer, que provavelmente se tem esse 

grupamento na molécula, e por fim a amina aromática que se apresenta dentro do 

esperado.  

O intuito de fazer o infravermelho da isoniazida é semelhante ao do anidrido 

succínico, isto é, observar a degradação do produto e a possibilidade de traçar um 

comparativo com o produto final. 
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Espectro 3: infravermelho do metronidazol 
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Grupamentos Funcionais               Banda (cm-1) teórica            Banda (cm-1) observada 
NO2  1400-1300/1600-1500 1367/1535 

N

 

 
1250-1180 

 
1265 

OH  3700-3450 3219 

Tabela 5: Interpretação do espectro de IV do metronidazol 

 

Com a espectroscopia de infravermelho do metronidazol é possível observar que 

os grupamentos mais significantes da molécula estão presentes. Como um teste 

adicional, foi feito a faixa de fusão do metronidazol, como já citado, o que indicou que 
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mesmo o composto sendo sensível a luz, este estava em perfeito estado para 

utilização. 

 

Espectro 4: infravermelho do hemissuccinato de metronidazol 
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Grupamentos Funcionais               Banda (cm-1) teórica            Banda (cm-1) observada 

NO2  1400-1300/1600-1500 1539 

N

 

 

1250-1180 

 

1263 

O

O  

 

1190- 1210/1700-1750 

 

1205/1747 

Ácido carboxílico Banda larga em 3200 2582-3128 

Tabela 6: Interpretação do espectro de IV do hemissuccinato de metronidazol  

 

A espectroscopia no infravermelho do hemissuccinato de metronidazol, sugere 

que houve a formação do composto, já que observamos os grupamentos mais 

significantes encontrados na molécula de metronidazol, como o grupo nitro e a amina 

terciária, assim como é possível observar o grupo mais significante presente na 

molécula de anidrido succínico, que seria o éster e o ácido carboxílico, todos estes 

grupamentos numa mesma molécula. Fato este que foi comprovado por HPLC. 
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Pró-fármaco desejado 

N
N

NO2

CH3

O

O

NH

O

NH O

N  

 Durante a síntese, como já citado anteriormente, observou-se a formação de um 

precipitado branco, que poderia ser o pró-fármaco que se precipitou. Segue abaixo o 

seu infravermelho. 

 

 

Espectro 5: infravermelho do precipitado da síntese o método 2 
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Grupamentos Funcionais                Banda (cm-1) teórica            Banda (cm-1) observada 

NO2  1400-1300/1600-1500 1336/1558 

N

 

 

1250-1180 

 

1267 

O

O  

 

1700-1750 

 

2875-3425 

O

N  

 

1700-1655/ 3300-3500 

 

1687/3425 

N  

 

1600-1450 

 

1558 

 

Ácido carboxílico 

 
 

Banda larga em 3200 

 

2875-3425 

Tabela 7: Interpretação do espectro de IV do precipitado do método 2 

 

Apesar dos os picos de vários grupamentos terem valores muito próximos, este 

infravermelho indica que provavelmente esse composto não é o pró-fármaco procurado, 

já que apresenta banda larga na região de 3200 cm-1, o que pode significar que nesse 

precipitado, há as duas moléculas, de hemissuccinato de metronidazol e isoniazida, 

mas que não estão acoplados.  

Após a rotaevaporação e purificação do composto final, obtivemos um pó 

amarelo, seu infravermelho segue abaixo: 
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 Espectro 6: Infravermelho do composto final do método 2 
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Grupamentos Funcionais                Banda (cm-1) teórica            Banda (cm-1) observada 

NO2  1400-1300/1600-1500 1386/1570 

N

 

 

1250-1180 

 

1265 

O

O  

 

1190- 1210/1700-1750 

 

1209/1728 

O

N  

 

1700-1655/ 3300-3500 

 

1616/3458 

N  

 

1600-1450 

 

1616 

 

Ácido carboxílico 

 
 

Banda larga em 3200 

 

-------------- 

 Tabela 8: interpretação do IV do composto final do método 2. 

 

Já nesse infravermelho é possível observar os picos de todos os grupamentos de 

maior relevância na molécula do pró-fármaco. O que pode nos indicar que talvez a 

síntese tenha dado um resultado efetivo. 
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Espectro 7: infravermelho da fração II (tubo 17 ao 33) do método 1 

 

 

 

Espectro 8: infravermelho da fração III (tubo 35 ao 66) do método 1 
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Espectro 9: infravermelho da fração IV (tubo 66 ao 107) do método 1 
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Grupamentos           Banda (cm-1)                                                    Bandas  
 Funcionais                   teórica                                                      observadas(cm-1)       

  

 

 
Fração II 

Tubo 17-30 

 
Fração III 

Tubo 35-66 

 
Fração IV 
Tubo 66-107 

 

NO2  

 

1400-1300/1600-1500 

 

1363/1527 

 

1429/1535 

 

1290/1608 

N

 

 

1250-1180 

 

1263 

 

1265 

 

1188 

O

O  

 

1190- 1210/1700-1750 

 

1190/1734 

 

1188 

 

       1734 

O

N  

 

1700-1655/ 3300-3500 

 

1701 

 

1653/3221 

 

1701 

N  

 

1600-1450 

 

-------- 

 

1489 

 

------------- 

 
Ácido 

carboxílico 

 
 

Banda larga em 3200 

 

--------- 

 

------------- 

 

------------- 

Tabela 9: interpretação dos IV das frações II, III e IV do método 1. 

 

Na observação dos infravermelhos das frações coletadas na coluna de 

cromatografia alguns pontos são importantes de observar.  Para haver a formação do 

pró-fármaco, na análise do infravermelho devem aparecer os picos referentes à 

formação da amida secundária que se forma entre o hemissuccinato de metronidazol e 

isoniazida, assim como deve desaparecer os picos referentes ao ácido carboxílico da 

extremidade da molécula de hemissuccinato de metronidazol e da amina primária da 

isoniazida que se liga ao hemissuccinato de metronidazol. Além disso, todos os 



  49

             

 

grupamentos funcionais mais relevantes da molécula de hemissuccinato de 

metronidazol e isoniazida devem aparecer, como por exemplo: grupo nitro, éster, amina 

aromática, dentre outros listados na tabela. 

A fim de termos uma análise comparativa de todos os compostos obtidos e dos 

reagentes, montamos a seguinte tabela: 
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Tabela 10: valores de absorção no infravermelho para reagentes metronidazol, 
isoniazida, hemissuccinato de metronidazol e composto desejado. Na tabela, os compostos 
representados são: 

 
1. composto da fração 2 da coluna de CCD do método 1 
2. composto da fração 3 da coluna de CCD do método 1 
3. composto da fração 4 da coluna de CCD do método 1 
4. composto do método 2 

 
 
Compostos     Grupamentos funcionais (cm-1)  

 

N
N

NO2

CH3
OH

 

Ácido 
carboxíli
co 

NO2  NH 2 
 

N

 
N  

O

O

  

OH  
O

N

 
 

--------- 
 

1367 
1535 

 
---------- 

 
1265 

 
---------- 

 
---------- 

 
3219 

 
---------- 

N

H
NO

NH2

 

 
----------- 

 
---------- 

 
3304 
1668 
1141 
744 

 
---------- 

 
1558 

 
---------- 

 
---------- 

 
1668 
3304 

N
N

CH3
O

O

O

OH

NO2  

 
2582-
3128  

 
1539 

 
---------- 

 
1263 

 
---------- 

 
1205 
1747 

 
---------- 

 
---------- 

1

N
N

NO2

CH3

O

O

NH

O

NH O

N  

 
-------- 

 
1363/15

27 

 
---------- 

 
1263 

 
---------- 

 
1190/17

34 

 
---------- 

 
1701 

2

N
N

NO2

CH3

O

O

NH

O

NH O

N  

 
------- 

 
1429/15

35 

 
---------- 

 
1265 

 
1489 

 
1188 

 
--------- 

 
1653/32

21 

3

N
N

NO2

CH3

O

O

NH

O

NH O

N  

 
--------- 

 
1409/16

08 

 
---------- 

 
1188 

 
--------- 

 
1734 

 
---------- 

 
1701 

4

N
N

NO2

CH3

O

O

NH

O

NH O

N  

 
--------- 

 
1386 
1570 

 
---------- 

 
1265 

 
1616 

 
1209 
1728 

 
---------- 

 
1616 
3458 
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A tabela comparativa (tabela 10) nos fornece informações sobre a síntese. Pode-

se observar que o metronidazol possui grupamentos como grupo nitro, amina terciária e 

álcool primário. O composto derivado de metronidazol (hemissuccinato de metronidazol) 

mantém o grupamento nitro e amina terciária, mas não apresenta o álcool primário e 

sim um éster, exatamente como o esperado, indicando que houve a formação do 

produto. 

É possível observar que na fração II (tubo 17-30) e fração IV (tubo 66-117) do 

método 1 não se observa o sinal da amina aromática que seria da isoniazida, assim 

como, observa-se a formação de apenas um pico relativo ao grupamento da amida 

secundária ao invés dos dois picos que se deveria observar.  

Já a fração III, além de apresentar todos os grupos funcionais relevantes, possui 

dois picos relativos à formação da amida secundária sendo que seu espectro está com 

os picos bem definidos na região desse mesmo grupamento, que também nos fornece 

grandes informações sobre o acoplamento. 

É possível observar também que no composto final do método 2 há os grupos 

desejáveis como o grupo nitro, amina terciária e éster que demonstram que pode haver 

hemissuccinato de metronidazol. A amina aromática nos dá indício que provavelmente 

tem-se isoniazida, adicionalmente observar-se que houve formação de amida 

secundária e não há sinais de amina primária, o que nos levou a crer que 

provavelmente houve a ligação entre o hemissuccinato de metronidazol e a isoniazida.  
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6) Conclusão 

Foram realizadas duas sínteses com intuito de obtenção do pró-fármaco 

recíproco de metronidazol e isoniazida, sendo que, o que diferencia uma síntese da 

outra é o agente acoplante, em um método utilizamos DCC e no outro utilizamos DIC, 

além de HOBt. Há de se observar que a o segundo método teve um melhor rendimento 

que o primeiro. 

Foi observado na primeira síntese, de acordo com os infravermelhos analisados, 

que uma das frações recolhidas (fração III) apresentou os grupamentos desejados, 

porém, este infravermelho não possui os grupamentos nítidos, necessitando de outras 

análises para se concluir sobre este composto. Nas demais frações coletadas não se 

podem observar os grupamentos de interesse. 

Já no método 2, analisando o infravermelho é possível ver os grupamentos 

desejados, presentes de maneira bem nítida, podendo ser o pró-fármaco desejado.  

Porém, tanto no método 1 como no método 2, são necessárias maiores análises, 

já que, para identificação de um produto de uma síntese orgânica, são necessárias 

várias análises para se obter uma conclusão. Logo, acredita-se que as metodologias 1 

e 2 podem ter sido efetivas, sendo que, devido a nitidez dos picos observados no 

infravermelho, provavelmente, o método 2 seria mais efetivo que o método 1. 
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