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RESUMO 

 

OLIVEIRA, Ana Caroline Melo de Queiroz Oliveira. Estudo da Caulerpina e seus 
derivados em modelos de Mycobacterium tuberculosis IN SÍLICO e IN VITRO 
(Doutorado Programa de Pós-graduação em Desenvolvimento e Inovação Tecnológica em 
Medicamentos (DITM) UFPB/UFRN/UFC/UFRPE, Centro de Ciências da Saúde, 
Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, 2023. 

 

A tuberculose humana (TB) é doença infecto-contagiosa causada 

principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), bactéria patogênica e micro 

aerofílica, que afeta comumente os pulmões, sendo uma das enfermidades mais 

infecciosas do mundo. Devido ao surgimento de cepas bacterianas resistentes, a TB 

ainda é uma doença particularmente desafiadora, fato atribuído, principalmente, à 

baixa adesão aos protocolos de tratamento, mutações espontâneas no genoma 

destes microrganismos e efeitos colaterais dos fármacos. Dessa forma, esforços 

contínuos são necessários para descoberta e desenvolvimento de novos 

medicamentos anti-TB. O ambiente marinho é uma fonte valiosa de diversos produtos 

naturais. A diversidade química das suas moléculas forneceu a descoberta de muitos 

produtos inovadores, dentre eles, a caulerpina, substância majoritária da espécie 

Caulerpa racemosa, um alcaloide bis-indólico, com comprovada atividade biológica 

antioxidante, antifúngica, antiespasmódica, antinociceptiva, antiinflamatória, antiviral 

e leishimanicida. De acordo com o potencial farmacológico dessa molécula, estudos 

foram realizados para o desenvolvimento de análogos pela introdução de novos 

substituintes, que resultaram em diferenças químicas significativas e diferentes 

propriedades farmacocinéticas. O presente trabalho teve como objetivo sintetizar e 

avaliar o potencial antimicobacteriano da CLP e seus derivados em modelos de Mtb, 

através de estudos in silico e in vitro, como uma etapa inicial para o desenvolvimento 

de protótipos candidatos a fármacos para tratamento da TB. Logo, foram realizados 

estudos de modelagem molecular utilizando proteínas alvo de Mtb e como ligantes o 

alcalóide indólico CLP e seus análogos, com a construção de um modelo preditivo 

utilizando metodologias in silico, seguido do isolamento da CLP, síntese dos derivados 

com diferentes substituintes na função éster. Foram realizados testes in vitro para 

determinação da susceptibilidade de micobactérias aos compostos por meio da 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) daqueles com maior atividade 

em cultura de Mtb e avaliação in silico da biodisponibilidade oral e propriedades de 

absorção, distribuição, excreção e toxicidade (ADMET). O estudo do Docking 

molecular dos derivados sintéticos da CLP, das quatro proteínas analisadas (DpE1, 

Pantotenato sintetase, Enoil-ACP redutase e Diidrofolato redutase) demonstraram 

que os derivados sintéticos da CLP obtiveram energias negativas em todas as 

enzimas em estudo, revelando, dessa forma, que ocorreu interação com todos os 

alvos, destacando-se a CLP diisobutil, que demonstrou maior afinidade no alvo 

Pantotenato sintetase. Foi realizada a avaliação in vitro das moléculas mais 

promissoras, objetivando determinar a susceptibilidade de micobactérias aos 

compostos, constatando que o análogo CLP diisobutil apresentou os resultados mais 

promissores (=125 µM). Na avaliação in sílico para determinação dos parâmetros 

teóricos da biodisponibilidade oral, sete análogos demonstraram promissoras 
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atividades farmacocinéticas e, com relação a avaliação da ADMET teóricos, a maioria 

demonstrou bons resultados. 

 

PALAVRAS CHAVES: Caulerpa racemosa, Caulerpina, triagem virtual, atividade 
antimicobacteriana. 
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ABSTRACT 
 

OLIVEIRA, Ana Caroline Melo de Queiroz Oliveira. Study of Caulerpine and its 
derivatives in models of Mycobacterium tuberculosis IN SYLIC and IN VITRO 
(Doctoral Degree Program in Technological Development and Innovation in Drugs 
(DITM) UFPB/UFRN/UFC/UFRPE, Health Sciences Center, Federal University of 
Paraíba, João Pessoa, 2023.  
 
 
Human tuberculosis (TB) is an infectious disease caused mainly by Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb), a pathogenic, micro-aerophilic bacterium that commonly affects 
the lungs and is one of the most infectious diseases in the world. Due to the 
emergence of resistant bacterial strains, TB is still a particularly challenging disease, 
a fact attributed mainly to poor adherence to treatment protocols, spontaneous 
mutations in the genome of these microorganisms, and drug side effects. Thus, 
continuous efforts are needed for the discovery and development of new anti-TB 
drugs. The marine environment is a valuable source of diverse natural products. The 
chemical diversity of its molecules has provided the discovery of many novel 
products, among them caulerpine, the major substance of the species Caulerpa 
racemosa, a bis-indolic alkaloid, with proven antioxidant, antifungal, antispasmodic, 
antinociceptive, anti-inflammatory, antiviral, and leishimanicidal biological activity. 
According to the pharmacological potential of this molecule, studies have been 
conducted to develop analogues by the introduction of new substituents, which 
resulted in significant chemical differences and different pharmacokinetic properties. 
The present work aimed to synthesize and evaluate the antimycobacterial potential 
of PLC and its derivatives in Mtb models, through in silico and in vitro studies, as an 
initial step towards the development of prototype drug candidates for TB treatment. 
Therefore, molecular modeling studies were performed using Mtb target proteins and 
as ligands the indolic alkaloid CLP and its analogues, with the construction of a 
predictive model using in silico methodologies, followed by the isolation of CLP, 
synthesis of derivatives with different substituents in the ester function. In vitro tests 
were performed to determine the susceptibility of mycobacteria to the compounds by 
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) of those with higher activity 
in Mtb culture and in silico evaluation of oral bioavailability and absorption, 
distribution, excretion and toxicity (ADMET) properties. The molecular docking study 
of synthetic CLP derivatives of the four proteins analyzed (DpE1, Pantothenate 
synthetase, Enoil-ACP reductase and Dihydrofolate reductase) showed that the 
synthetic CLP derivatives obtained negative energies in all enzymes under study, 
thus revealing that interaction occurred with all targets, highlighting the diisobutyl 
CLP, which showed greater affinity in the Pantothenate synthetase target. The in vitro 
evaluation of the most promising molecules was carried out, aiming to determine the 
susceptibility of mycobacteria to the compounds, finding that the diisobutyl CLP 
analog showed the most promising results (=125 µM). In the in silico evaluation for 
determination of theoretical oral bioavailability parameters, seven analogues showed 
promising pharmacokinetic activities and, with regard to the evaluation of theoretical 
ADMET, most showed good results. 
 
KEY WORDS: Caulerpa racemosa, Caulerpine, virtual screening, antimicrobial 
activity.
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1. INTRODUÇÃO                                                                                                                                               
 

A tuberculose humana (TB), doença infecto-contagiosa, é causada 

principalmente por Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ou bacilo de Koch, bactéria 

patogênica micro aerofílica, que estabelece comumente sua infecção nos pulmões. 

Devido a sua contínua disseminação, agressiva evolução, possibilidade de recidiva 

e reinfecção endógena, tal patologia tem preocupado as autoridades da área de 

saúde (PROCÓPIO, 2008). 

A TB, antes da pandemia da COVID-19, era um dos principais problemas de 

saúde pública, chegando a ocupar a principal causa de morte por doenças 

infecciosas, chegando a ultrapassar, em 2015, a infecção pelo HIV (SILVA et al., 

2021). A pandemia de COVID-19 teve um impacto significativo nas notificações, no 

diagnóstico e tratamento da TB. Um estudo recente da Global Tuberculosis Network, 

indicou que as notificações de diagnóstico de TB (ativa e latente) diminuíram durante 

a pandemia em muitos países, e isso poderá gerar sérias consequências para a 

incidência e a mortalidade por TB no futuro (MIGLIORI et al., 2021). Essas 

subnotificações foram justificadas devido à emergência da pandemia de COVID-19, 

culminado na reorganização de ações, serviços e sistemas de saúde em todo o 

mundo, o que, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), reverteu anos de 

progresso no controle da TB (WHO, 2021).  

Recentemente, no relatório Global da Tuberculose da Organização Mundial da 

Saúde de 2022 (OMS), observou-se que cerca de 10,6 milhões de pessoas foram 

contaminadas em 2022, com o aumento de 4,5% em relação a 2020. A OMS ainda 

relatou que, em 2021, aproximadamente 1,6 milhões de pessoas morreram em todo 

mundo por causa desta enfermidade (Organização Pan-Americana da Saúde, 2022). 

Esses dados demonstraram que, apesar de a TB ser vista como uma doença do 

passado, ela continua sendo uma das mais infecciosas do mundo, com lacunas 

importantes na cobertura, bem como nas deficiências graves quando se trata de 

diagnóstico e tratamento dessa doença.  

Diante desse panorama da TB, é de fundamental importância lutar por mais 

investimentos em pesquisas, prevenção, triagem e acesso ao diagnóstico e 

tratamento, inclusive com o aumento e volta da cobertura da estratégia dos 

programas de Saúde da Família aqui no Brasil, que desenvolvam ações de busca 

ativa, controle e tratamento da doença, aliados a melhorias na rede laboratorial e a 
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implantação de métodos de diagnósticos rápidos, gerando dessa forma, um retorno 

favorável em relação aos dados epidemiológicos. 

Outro fator importante está relacionado ao tratamento farmacológico da TB, 

que vêm apresentando resultados insatisfatórios, principalmente, devido ao 

surgimento de cepas bacterianas resistentes. Aqui no Brasil, o tratamento padrão 

preconizado pelo Ministério da Saúde, com duração de 6 meses, é composto por 

quatro fármacos na fase intensiva e dois na fase de manutenção, ou seja, consiste 

na associação de medicamentos (poliquimioterapia), objetivando evitar a 

persistência bacteriana e o desenvolvimento de resistências aos fármacos. Os 

principais utilizados no esquema terapêutico são rifampicina (R), isoniazida (H ou 

INH), pirazinamida (Z) e etambutol (E) (BRASIL, 2022d). O tratamento da TB 

suscetível a medicamentos envolve uma fase inicial desses fármacos durante dois 

primeiros meses, seguido por uma fase de continuação de rifamicina e isoniazida 

nos últimos quatro (BRASIL, 2019). 

A isoniazida inibe a síntese de ácidos micólicos, um componente importante da 

parede de micobactérias, não atuando contra outros tipos de bactérias (WINDER, 

F.G. & COLLINS,1970). A rifampicina bloqueia a transcrição, inibindo a síntese de 

RNA, mais especificamente a RNA-polimerase-DNA-dependente (DDRP) da 

bactéria sensível, cessando a síntese de proteínas da célula bacteriana 

(WALSH,2003; BRÖTZ-OESTERHELT; BRUNNER, 2008). 

A pirazinamida apresenta ação bactericida sobre Mycobacterium 

tuberculosis. Age somente em meio ácido e contribui para eliminar bacilos presentes 

dentro de macrófagos (ZHANG & MITCHISON, 2003). Com relação ao etambutol, 

sua substância ativa age contra o microorganismo causador da TB, interrompendo a 

sua multiplicação e diminuindo os sinais e sintomas da doença em algumas 

semanas, através da inibição da biossíntese de arabinogalactano (ZHANG et al., 

2003). A TB é uma doença particularmente desafiadora e com rápido 

desenvolvimento de cepas resistentes, fato atribuído, principalmente, à baixa adesão 

aos protocolos de tratamento (FERNANDES, 2021). 

Apesar desse sistema de poliquimioterapia utilizada, ainda continua, cada vez 

mais frequente, o surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes, que acabam 

desenvolvendo-se através de eventos aleatórios nas micobactérias - mutações 

espontâneas no genoma destes microrganismos. Além disso, há também as 

limitações que contribuem para sua baixa adesão, como longa duração e diversos 
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efeitos colaterais dos fármacos (LIMA et al, 2011; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2015). 

A TB multirresistente a medicamentos (MDR-TB) é causada por bacilos 

resistentes, pelo menos, a isoniazida e rifampicina, enquanto a TB extensivamente 

resistente (XDR-TB) é causada por cepas resistentes a isoniazida e rifampicina, além 

de qualquer fluoroquinolona e pelo menos um dos três medicamentos injetáveis de 

segunda linha (FERRARIS et al., 2018; RODE et al., 2019). 

Com o intuito de melhorar a adesão do paciente, como também diminuir a 

MDR-TB e a XDR-TB, outros fármacos foram desenvolvidos para melhor controle da 

TB, dentre eles a bedaquilina (BDQ) (Sirturo®; Janssen Therapeutics), uma 

diarilquinolina aprovada pela primeira vez em 2012 pelo FDA para o tratamento da 

MDR-TB, tendo como alvo o metabolismo energético das micobactérias replicantes 

e não replicantes.  Especificamente, a BDQ inibe a enzima ATP sintase, que converte 

ADP em ATP (KOUL et al., 2007), enzima essencial para a geração de energia no 

Mycobacterium tuberculosis (GINSBERG, 2010; APPETECCHIA et al., 2020). 

Outro fármaco descoberto foi a delamanida (Deltyba®; Otsuka 

Pharmaceutical), que foi aprovada em 2014 pelas agências regulatórias europeias e 

japonesas, European Medicines Agency (EMA) e Japanese Regulatory Authority, 

respectivamente. Seus metabólitos matam o Mycobacterium tuberculosis pelo 

bloqueio da síntese dos ácidos micólicos e da respiração (MENG et al., 2015; 

RUSTOMJEE, ZUMLA, 2015) 

A pretomanida (PMD) (TB ALLIANCE) foi aprovada em 2019 pelo FDA, e em 

combinação com BDQ e linezolida (LZD), e foi indicada para o tratamento de formas 

altamente resistentes aos fármacos de TB pulmonar (MDR-TB ou XDR-TB 

intolerante ao tratamento / não responsivo) (NAHID et al., 2019). A PMD inibe a 

biossíntese de proteínas e lipídeos em bactérias replicantes, prejudicando a síntese 

de ácidos micólicos da camada bilipídica da parede celular. Em bactérias não 

replicantes atua pela liberação de espécies reativas do nitrogênio (TB ALLIANCE, 

2019). 

Delamanida e PMD são representantes da classe dos nitroimidazois e ambos 

atuam por meio da inibição da biossíntese de ácidos micólicos. Os metabólitos da 

Delamanida matam o Mycobacterium tuberculosis pelo bloqueio da síntese dos 

ácidos micólicos e da respiração (MENG et al., 2015; RUSTOMJEE, ZUMLA, 2015). 

São pró-fármacos que requerem ativação metabólica por uma enzima nitroredutase 
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dependente de deazaflavina e presente no Mycobaterium tuberculosis 

(MATSUMOTO et al., 2006; MANJUNATHA; BOSHOFF; BARRY, 2009a). 

Apesar dessas novas alternativas farmacológicas apresentarem eficácia para 

tratamento da  TB, a alta capacidade de adaptação, como também o 

desenvolvimento de mutações associadas à resistência bacteriana, destacam a 

importância de esforços contínuos para descoberta e desenvolvimento de novos 

medicamentos anti-TB (BLOEMBERG et al., 2015). 

Atualmente, após aproximadamente uma década da inatividade na descoberta 

de novos fármacos para TB, existe a necessidade urgente de uma abordagem 

coordenada envolvendo redes multidisciplinares de pesquisadores, bem como 

parcerias entre a indústria e o setor público em países desenvolvidos e em 

desenvolvimento, para a descoberta de novos medicamentos.  Depois da descoberta 

da bedaquilina, houve um aumento considerável do interesse em substâncias com 

potente atividade antituberculose. Diversos núcleos heterocíclicos e subunidades 

estruturais já foram relatados como grupamentos farmacofóricos com potente 

atividade antimicobacteriana, dentre eles os derivados fluxânicos, nitroimidazólicos, 

ftalimídicos, cumarínicos, tiofênicos, fluoroquinolônicos, quinolônicos, N-

acilhidrazônicos, quinoxalínicos e fluorados (FERNANDES, 2021). 

Entre os métodos de descoberta de novos fármacos para TB, a modificação 

molecular mostrou-se como uma das mais promissoras estratégias (WERMUTH, 

2008; KOUL et al., 2011; SANTOS et al., 2014). Esta consiste em alterações 

químicas na estrutura de um protótipo ou um fármaco, visando melhorar as 

propriedades biofarmacêuticas, farmacocinéticas ou farmacodinâmicas, obtendo 

assim, moléculas com maior eficácia e segurança para utilização na terapia 

medicamentosa. Essa estratégia vem sendo utilizada pela Química Medicinal por 

muitos anos, permitindo a descoberta de diversos fármacos disponíveis na 

atualidade (KOUL et al., 2011; SANTOS et al., 2012).  

Na busca incessante por novos modelos estruturais para tratamento da TB, 

Canché Chay et al. (2014) testaram um produto natural isolado de algas marinhas, 

a caulerpina (CLP), um alcaloide bisindólico extraído da alga Caulerpa racemosa, e 

seus análogos, frente ao Mycobaterium tuberculosis. Seis novos análogos foram 

sintetizados a partir dos indóis em quatro etapas com rendimentos globais entre 3% 

e 8%. Todos os compostos sintetizados foram avaliados contra a cepa de 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv, e a substância classificada como 1A (Dimethyl 
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5,12-Dihydrocycloocta[1,2-b:5,6-b′]-diindole-6,13-dicarboxylate) exibiu excelente 

atividade (IC50 0,24 µM). 

Dessa forma, seguindo os resultados publicados por Canché Chay et al. (2014) 

com a CLP e análogos contra M. tuberculosis, sugerindo que o núcleo indólico 

poderia fazer parte do arranjo estrutural responsável pela atividade contra 

micobactérias, considerou-se, nesta pesquisa, a importância da investigação dos 

efeitos de substituintes posicionados na porção éster da molécula da CLP em um 

modelo in vitro de susceptibilidade de micobactérias a candidatos a fármacos.  

Inicialmente foram utilizadas avaliações virtuais da CLP e seus análogos em 

modelos/alvos enzimáticos de M. tuberculosis com o objetivo de identificar quais 

seriam as mais potentes. Seguindo os resultados dos testes virtuais das possíveis 

moléculas mais promissoras, foram utilizados modelos in vitro com cepas de M. 

tubeculosis em três ensaios independentes com a CLP e seus análogos (ácido 

caulerpínico, caulerpina diisobutil, caulerpina dipentil, caulerpina dietil, caulerpina 

dipropil). 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 
 

2.1 Tuberculose e a espécie Mycobacterium tuberculosis 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada por micobactérias do 

gênero Mycobacterium, sendo a espécie responsável pelo maior número de casos 

de morbidade e mortalidade, o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2013).  

A micobactéria afeta os pulmões (TB pulmonar), mas também pode afetar 

outros órgãos, como ossos, sistema nervoso central, sistema urinário e reprodutor 

(TB extrapulmonar). A doença é transmitida pelo ar no momento em que pessoas 

infectadas com TB pulmonar na forma ativa, expelem as partículas contendo as 

micobactérias, principalmente através da tosse (Figura 1) (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2014) 

O gênero Mycobacterium é composto por mais de 100 espécies, sendo 

algumas patogênicas e a grande maioria não patogênicas. As espécies patogênicas 

compõem o Complexo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), classificado como álcool-

ácido-resistente e Gram positivo, e o reservatório natural do Mtb é o ser humano 

(PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007; FORRELLAD et al., 2013) 

 

Figura 1: infecção pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) 

 

Fonte: https://www.nature.com/articles/nrdp201676 

 

https://www.nature.com/articles/nrdp201676
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A estrutura das micobactérias é formada por sua parede celular, que protege o 

conteúdo intracelular, proporciona suporte mecânico, e é responsável pela forma 

característica do bacilo. Essa parede se destaca por ser um dos fatores mais 

importantes de virulência e resistência (FORRELLAD et al., 2013), sendo constituída 

por três classes de biomacromoléculas ligadas covalentemente (ácidos micólicos, 

arabinogalactanos e peptideoglicanos), que formam uma camada espessa, 

impedindo a passagem da maioria dos agentes antibacterianos (Figura 2) 

(FORRELLAD et al., 2013; JACKSON, MCNEIL, BRENNAN, 2013; BRENNAN; 

NIKAIDO, 1995; DUCATI et al., 2006) 

 

Figura 2: corte esquemático do envelope celular de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) 

 

    

Fonte: Crick et al. (2001) 

 

2.2 Alvos de fármacos na terapia da TB       

Durante muito tempo, o principal alvo molecular na terapia antituberculose 

residiu nos componentes da parede celular biossintetizados pelas bactérias; no 

entanto, nos últimos anos, avanços vêm sendo realizados visando a identificação de 

novos alvos capazes de interferir em diferentes vias metabólicas/bioquímicas 

essenciais à sobrevivência da micobactéria. Diversos alvos potenciais já foram 
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identificados no Mtb usando a combinação dessas estratégias, como por exemplo, 

DNA girasse, (subunidade B) e topoisomerase I, MbtA (enzima adeniladora de ácido 

arílico), QcrB (Subunidade b do complexo respiratório do citocromo bc1), NADH 

(Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo) desidrogenase II, DprE 

(Decaprenilfosforilbeta-D-ribose oxidase) FASs (Ácidos graxos sintases) e MmpL 

(Proteína de membrana micobacteriana) (FERNANDES et al., 2015; LAMICHHANE, 

2011). 

 

2.2.1 Alvos envolvidos com os componentes da parede celular  

Os ácidos micólicos, que desempenham função determinante na 

hidrofobicidade da parede celular, são provenientes da biossíntese de ácidos graxos, 

da qual participam complexos multi-enzimáticos, denominados em conjunto como 

ácido graxo sintase (fatty acid synthase, FAS), envolvendo ciclos repetidos de 

reações de condensação, ceto-redução, desidratação e enoil-redução (HEATH; 

WHITE; ROCK, 2002). As micobactérias possuem dois tipos de FAS: FAS-I, 

responsável pela síntese de ácidos graxos contendo 16-26 átomos de carbono, e 

FAS-II, responsável pela extensão da cadeia dos ácidos graxos produzidos pela 

FAS-I em até 56 átomos de carbono, originando os precursores dos ácidos micólicos 

(CANTALOUBE et al., 2011; DE SOUZA et al., 2008a; SLAMA et al., 2011). 

 

2.2.1.1 Enzima enoil-ACP redutase:  

As enzimas envolvidas na via FAS são alvos importantes para o 

desenvolvimento de novos fármacos, dentre elas, a mais conhecida é a enoil-ACP 

redutase (ENR), denominada InhA no caso da ENR do Mtb. As enoil-ACP redutases 

são enzimas cruciais à etapa de alongamento de ácidos graxos, considerados 

produtos intermediários na biossíntese de ácidos micólicos - os principais 

componentes da parede celular micobacteriana. Portanto, tais enzimas são 

consideradas como alvos moleculares no planejamento racional de novos 

tuberculostáticos (PASQUALOTO et al., 2004). 

Essa enzima, inibida pela isoniazida (um importante fármaco utilizado no 

combate à TB descoberto em 1952), é ativa em bacilos sensíveis, perdendo sua 

atividade em cepas resistentes, devido a mutações na enzima catalase-peroxidase 

micobacteriana (KatG), necessária para a ativação desse fármaco, caracterizando-o 

como um pró-fármaco (ZHANG et al., 1992). 
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A enzima InhA é codificada pelo gene InhA e possui 268 aminoácidos com 

massa molecular de ~29 kD. Pertence à família de enzimas desidrogenase/redutase 

de cadeia curta, as SDR (short chain dehydrogenase/reductase), que utilizam como 

coenzima uma molécula de NAD(H) ou NADP(H) (PARIKH et al., 2000). Essa família 

de proteínas é caracterizada por apresentar uma topologia onde cada subunidade 

consiste em um domínio único com o núcleo central do tipo Rossmann fold, onde se 

encontra o sítio de ligação da coenzima (ROSSMANN et al., 1975). De forma geral, 

a estrutura da enzima se parece com uma cadeira e é composta por sete fitas β e 

oito hélices α. A coenzima se liga em uma cavidade entre o “encosto” e o “assento” 

da estrutura. O sítio de ligação do substrato localiza-se em uma cavidade no 

“encosto” (DESSEN et al., 1995). 

O sítio ativo da InhA: os aminoácidos que delimitam o lado mais externo (em 

relação ao tetrâmero) da cavidade de ligação, formam duas hélices α transversais 

sustentadas por alças e são chamados de “alça de ligação ao substrato” (resíduos 

196-219) (DESSEN, et al., 1995). A alça de ligação ao substrato é um motivo 

estrutural da InhA e é maior nesta enzima do que nas demais enoil redutases 

(ENRs), o que está de acordo com a especificidade da ENR de Mtb de reduzir 

substratos maiores (ROZWARSKI et al., 1999). Os aminoácidos do lado oposto 

formam duas grandes alças igualmente importantes para a ligação do substrato no 

sítio ativo (alças A e B). Estas encontram-se do lado da enzima que faz contato com 

as demais subunidades do homotetrâmero, enquanto as duas hélices da alça de 

ligação ao substrato estão voltadas para fora do tetrâmero, em direção ao solvente. 

 

2.2.1.2 Decaprenilfosforilbeta-D-ribose oxidase (DprE1):  

Alvo essencial como também vulnerável, envolvido na síntese da parede 

celular bacteriana. Está localizada no espaço periplasmático.  É uma enzima 

heterodimérica formada por duas proteínas: DprE1 e DprE2 que são responsáveis 

para biossíntese do decaprenilfosforil-β-D-arabinofuranose (DPA), um dos 

precursores do arabinano – responsável para a formação da parede celular da 

micobactéria.  

A maioria dos fármacos inibidores de DprE apresenta um grupo nitro em sua 

estrutura o qual contribuiu para a formação de uma ligação covalente com um 

resíduo de cisteína (Cys387) no sítio ativo da DprE1 levando a formação de um aduto 

(RICCARDI, et al., 2013). Foi demonstrado que um conjugado triazol-di-
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indolilmetano foi ativo contra esta enzima com IC50 = 1,52 µg/mL contra a cepa 

H37Ra de Mtb (REDDY & PAL. 2020) 

 

2.2.1.3 Proteína tirosina fosfatase B (MptpB):  

Esta enzima é considerada um alvo interessante em razão da sua localização 

externa à parede celular e está associada à modulação da interação patógeno- 

hospedeiro. Dos derivados indólicos que se mostraram ativos contra Mtb, um 

composto contendo grupo carbonila na posição C-3 do anel indólico demonstrou 

81% de inibição (com 1 µM) da enzima MptpB com IC50 = 0,079 (REDDY & PAL. 

2020). 

 

2.2.1.4 Pantonato sintetase:  

A macromolécula pantotenato sintase (PDB: 4MUE), representa uma enzima 

vital para a estrutura do Mycobacterium tuberculosis. Sua ação caracteriza-se por 

catalisar a formação dependente de ATP de uma ligação amida entre o pantonato e 

a β-alanina, sendo dessa forma essencial para a sobrevivência deste 

microorganismo (HUNG et al, 2016). 

 

2.2.2 Outro alvo 

 

2.2.1.4 Diidrofolato redutase (DHFR):  

Diidrofolato redutase (DHFR) pertence à via da biossíntese de folato, 

catalisando a conversão de diidrofolato em tetrahidrofolato, um cofator na produção 

de timidilato, essencial para a síntese de DNA, RNA e proteínas. Assim como foi 

descrito para inibidores de MptpB, derivados indólicos contendo grupo carbonila na 

posição 3 do anel indólico, têm sido explorados como inibidores de DHFR (REDDY 

& PAL. 2020). Diversos inibidores de DHFR são conhecidos, a exemplo do 

metotrexato. No entanto, a maioria desses compostos não apresentam ação seletiva 

na enzima DHFR do Mycobacterium, exercendo também atividade inibitória na 

enzima humana. 

 

2.3 Produtos Naturais: fonte de novos fármacos 

  Nos últimos anos, o ambiente marinho tem sido considerado como uma fonte 

valiosa de diversos produtos naturais, despertando o interesse da comunidade 
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científica por representar, devido à sua diversidade, uma fonte privilegiada de 

prospecção de novos fármacos, aumentado as perspectivas para a descoberta de 

produtos inovadores com aplicabilidade, tanto farmacêutica, quanto cosmética, 

veterinária, alimentícia, bioenergia e biotecnológica estrutural (CARDOZO et al., 

2007, NEWMAN, et al., 2006, HAEFNER, 2003; ABAD & BERNEJO, 2001, COSTA-

LOTUFO et al., 2009, DIETZMANN et al. 1997, FAULKNER, 2000, BARBOSA et al., 

2020).   

A diversidade química presente nessas moléculas forneceu muitas substâncias 

bioativas. Como exemplo temos a trabectidina, comercializado com o nome de 

Yondelis, um fármaco antitumoral isolado do urocordado Ecteinascidia turbinata 

(RINEHART, 2000), a pseudopterosina A, isolada do coral Pseudopterogorgia 

elisabethae e comercializada como substância ativa de uma linha de cremes faciais, 

Resilience, da Estée Lauder (LOOK et al, 1986; ROUSSIS et al., 1990); a conotoxina, 

isolado do molusco Conus magnus, anti-inflamatório neuropático, sendo outro 

exemplo de sucesso para a indústria farmacêutica, comercializado com o nome Prialt 

(Ziconotide) (KANZAKI et al., 2002; PROKSCH et. al., 2003). 

Em relação à biodiversidade, o Brasil encontra-se entre os 10 primeiros países 

no ranking mundial e, por apresentar uma das maiores áreas costeiras na região 

tropical do planeta, tem despertado o interesse da comunidade científica para as 

pesquisas na área de biotecnologia marinha. 

No nosso país, vários estudos com organismos de origem marinha estão sendo 

conduzidos na busca racional de bioprodutos de valor agregado e, no ano de 2010, 

foram criados quatros Institutos Nacionais de Ciência e Tecnologia em Ciências do 

Mar. Dentre eles, enfatizamos o Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em 

Ambientes Marinhos Tropicais (INCTAmbTropic)- coordenado pelo Prof. Dr. José 

Maria Landim Domingues da UFBA. Este instituto reúne instituições de ensino e 

pesquisa da Região Norte e Nordeste do Brasil, dentre  elas, a Universidade Federal 

da Paraíba (UFPB), participando com o subprojeto “Bioprospecção de Produtos 

Naturais de Origem Marinha” que tem como objetivo a descoberta de moléculas 

oriundas das algas de espécies de Caulerpa, que poderão servir como modelos 

estruturais para síntese ou semi-síntese de moléculas orgânicas bioativas, bem 

como contribuir para o desenvolvimento de novos bioprodutos e/ou bioprocessos, 

patentear princípios ativos de origem marinha e, principalmente, tornar possível a 
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transferência dos conhecimentos adquiridos na pesquisa básica na área de 

desenvolvimento de bioprodutos e/ou bioprocessos ao setor produtivo.  

Estudos realizados pelo grupo da UFPB com extratos da alga Caulerpa 

racemosa (Figura 3) e com a substância majoritária dessa espécie, o alcaloide 

indólico caulerpina (CLP), comprovaram a importância desse produto marinho em 

modelos farmacológicos, tais como de inflamação, antinociceptivo, antiespasmódico, 

antiviral e leishimanicida (FRANÇA et al., 2017; MIOSO et al, 2017; DA MATA et al., 

2015; BITENCOURT et al., 2015; FRANÇA et al., 2014; CAVALCANTE-SILVA et al., 

2014; DA MATTA et al., 2011; BITENCOURT et al., 2011; SOUZA et al., 2009a; 

SOUZA et al., 2009b; ABRANTES et al., 2010; CAVALCANTE-SILVA et al., 2013; 

CAVALCANTE-SILVA et al., 2016). 

 

Figura 3: Estrutura da Caulerpa racemosa (Forssk.) J. Agardh (SALTCORNER, 

2016). 

 

 

Fonte: www.google.com.br. Acessado em: 01/03/2018.  

 

A potência farmacológica observada do alcaloide CLP levou Castro (2017) e 

Sousa (2016) a sintetizarem 21 (vinte e um) derivados de caulerpina (sendo 19 

dessas moléculas inéditas), cujo objetivo foi avaliar quais regiões moleculares 

poderiam tolerar modulação estrutural na avaliação da atividade antiviral e 

leishimanicida.  A semisíntese destas moléculas partiu de modificações da molécula 

CLP isolada de Caulerpa racemosa (resultados não publicados). 

Dessa forma, diante do potencial farmacológico apresentado tanto pela CLP 

quanto pelos seus derivados em vários modelos farmacológicos, os estudos das 
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suas propriedades farmacológicas correlacionados à estrutura molecular, faz-se 

necessário.  

Uma das técnicas mais utilizadas para o estudo da relação química e atividade 

biológica para entendimento da relação estrutura atividade (REA) é a triagem virtual 

computacional, que através de bibliotecas químicas com aplicação de inúmeras 

ferramentas computacionais de quimioinformática, desempenham um papel 

indispensável no design moderno da descoberta de móléculas bioativas.  

 

2.4 Estudo in silico 

A triagem virtual (Virtual Screening, VS) é uma estratégia in silico bastante 

difundida que emprega os métodos de docagem molecular. Esta técnica envolve a 

análise de grandes bases virtuais de compostos, através de métodos 

computacionais, com o objetivo de identificar um pequeno subgrupo de compostos 

(sintéticos e/ou naturais) para avaliação da atividade biológica (KLEBE, 2006). A 

triagem virtual permite a seleção de milhares de compostos que são submetidos a 

um grande número de testes biológicos automatizados (WERMUTH, 2003), e têm 

contribuído, entre outras aplicações, para a análise eficiente de dados, a filtragem 

de coleções de compostos, para selecionar moléculas para avaliação experimental, 

a geração de hipóteses, para ajudar a compreender o mecanismo de ação de drogas 

e o desenho de novas estruturas químicas. Além disso, métodos computacionais têm 

feito contribuições significativas para o desenvolvimento de medicamentos que estão 

em uso clínico (SALDÍVAR-GONZÁLEZ; PRIETO-MARTÍNEZ; MEDINA-FRANCO, 

2017). 

Essa técnica apresenta-se como uma ferramenta fundamental no processo de 

desenvolvimento de novos fármacos, tornando-se cada vez mais importante devido 

às mudanças na legislação e aos fatores éticos e econômicos para redução dos 

testes em animais (HEWITT et al., 2015). Através dela, são utilizadas ferramentas 

computacionais de quimioinformática e o entendimento do desenho moderno de 

medicamentos, auxiliando na redução de tempo e custo na descoberta e 

planejamentos desses fármacos (ACHARYA et al., 2011; SLIWOSKI et al., 2014).   

Neste contexto, como etapa inicial para esse desenvolvimento, prioriza-se a 

identificação de possíveis ligantes para um alvo biológico, enquanto que nas etapas 

finais trabalha-se com foco nos ligantes que possuem propriedades físico-químicas, 
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farmacocinéticas e farmacodinâmicas ideais para que, finalmente, um fármaco possa 

ser inserido no mercado farmacêutico (CAVALCANTI, et al., 2019).  

No passado, a maioria das descobertas eram realizadas ao acaso. Atualmente, 

são planejadas de forma inteligente, com técnica de abordagem direta e/ou indireta, 

utilizando a estrutura do receptor ou do ligante, respectivamente, através do Design 

de Drogas Baseado em Ligantes (LBDD) e Design de Fármaco Baseado em 

Estrutura (SBDD). No LBDD, a técnica utilizada no desenvolvimento de 

medicamentos é o Quantitativo - Métodos de relação de atividade de estrutura 

(QSAR), usados para avaliar, através modelos matemáticos, a previsão das 

propriedades físico-químicas, atividade e toxicidade, sendo possível identificar um 

composto com melhor perfil (VIANA, J.O.; SCOTTI, M.T.; SCOTTI. L. 2020).  

Nessas técnicas, principalmente a de modelagem molecular (docking molecular 

e dinâmica molecular), grande foi a contribuição para o entendimento das 

complexidades das proteínas e suas interações com inibidores, colaborando assim, 

para o planejamento de novos compostos com atividade melhorada (FERREIRA et 

al., 2015). 

Já na abordagem indireta, o planejamento de candidatos a fármacos é baseado 

em processos que utilizam ligantes já conhecidos para aquela atividade desejada, 

obtidos nas bibliotecas de compostos virtuais, permitindo que a síntese seja 

direcionada para moléculas com potencial atividade biológica (ACHARYA et al., 

2011; GRINTER, ZOU, 2014; SLIWOSKI et al., 2014).     

Dessa forma, sendo a CLP um alcaloide bisindólico e, considerando a 

versatilidade biológica do núcleo indol, este estudo utilizou metodologias in silico, 

métodos de QSAR e docking molecular, objetivando a realização de uma triagem da 

molécula CLP e seus derivados, baseada em receptor/alvo da bactéria do gênero 

Mycobacterium tuberculosis. 

 

2.5 Versatilidade Biológica do Núcleo Indólico 

 

2.5.1 Indóis 

O anel indólico é um dos produtos naturais mais bioativos de moléculas 

extraídas de fontes naturais, apresentando grande versatilidade biológica, tais como: 

atividade antiviral (DEVOGELAERE et al., 2012), antitumoral (CAI et al., 2015), 

antibacteriana (KANAMARU et al. 2001) e antiparkinsoniana (KUMAR et al., 2010). 
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Em decorrência das diversas atividades biológicas relacionadas a esse núcleo 

heterocíclico, pesquisadores passaram a se interessar pela síntese de moléculas 

que possuíam esses núcleos. No mercado farmacêutico, no período de 2000 a 2021, 

36 novos fármacos foram lançados, indicando sua grande importância terapêutica 

(SILVA et al., 2022). 

Dessa forma, devido à ampla atividade farmacológica e sua particularidade de 

se ligar a uma variedade de receptores (REDDY e PAL 2020), o núcleo indólico é 

considerado uma estrutura privilegiada na química medicinal. Nos últimos anos, 

moléculas derivadas do indol surgiram como um esqueleto versátil para 

desenvolvimento de vários protótipos com atividade anticâncer, antiviral, anti-TB, 

antiinflamatório, antioxidante, analgésico, modulador do receptor 5- HT2C, 

antimalárico, anti-hipertensivo, anti-hiperglicemiante, anti-Parkinson e 

gastroprotetora (AYYAD & BADRIA, 1994; HARDEN et al., 2009; DEMURTAS et al., 

2019; SHAREEF et al., 2019; TARIQ et al., 2020; REDDY e PAL, 2020).    

Recentemente, Etchart et al. (2021) utilizaram substâncias derivadas do indol 

(3-aril-1H-indois) como inibidores in vitro do crescimento de cepa Mtb H37Rv, 

utilizando a isoniazida como controle positivo. De acordo com os valores da 

concentração inibitória mínima (MIC) exibidos para os compostos testados, inferiores 

a 20µM, os resultados obtidos foram satisfatórios pois demonstraram um efeito 

inibitório interessante, com atividade contra cepa sensível e cepas MDR, sem 

resistência cruzada. 

   

2.5.2 Caulerpina (CLP) 

A CLP contém dois grupos indois ligados por um anel cíclico, contendo oito 

carbonos com dois grupos carboxi. A estrutura do CLP foi isolada pela primeira vez 

por Aguilar-Santos (1970), a partir de uma extração etílica da espécie Caulerpa 

racemosa, que se apresentou na forma de pequenos cristais vermelhados e, 

posteriormente, foi revisada por Maiti et al. (1978).  Dois análogos de CLP (I) foram 

isolados de C. racemosa, o ácido CLP (II) e o monoéster da CLP(III) (Figura 

4) (ANJANEYULU et al., 1991). 
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Figura 4: Substâncias marinhas isoladas da Caulerpa racemosa (Forssk.) J. 

Agardh. 

 

 

Caulerpina (I) 

 

Ácido Caulerpínico (II) 

 

Monoéster da CLP (III) 

Fonte: Santos, B.V.O. e Colaboradores. 

 

A caulerpina é um dímero do ácido 3-indol-acrílico, isolado de mais de 12 

espécies de Caulerpa, de Codium decorticatum, Halimeda incrassatae, das algas 

vermelhas Laurencia majuscula, Hypnea musciformis, Caloglossa leprieuri e 

Chondria armata (GÜVEN et al., 2010; GOVENKAR &   WAHIDULLA, 2000). O seu 

rendimento varia de espécies de Caulerpa, como por exemplo, em Caulerpa sp. são 

15% para C. lentilifera, 5% para C. racemosa, 2% para C. microphysa e 8% para C. 

sertulorides. 

Embora a CLP tenha sido isolada pela primeira vez há mais de 52 anos, 

somente na década 60 que foi identificada como uma molécula bioativa. Vários 

relatos científicos mencionaram as propriedades farmacológicas de CLP, tais como, 

atividade antiinflamatória, antinociceptiva, espasmolítica e antituberculose (SOUZA 

et al., 2009b; CAVALCANTE-SILVA et al., 2013; CAVALCANTE-SILVA et al., 2016; 

CANCHÉ-CHAY et al., 2014). 

Esteves et al., (2019) estudaram sua atividade antiviral contra o vírus da 

Chikungunya, que apresentou efeito inibitório de EC50 muito significativo e promissor 

de 0,8 μM, enquanto que a atividade virucida se mostrou muito eficiente, sendo 

capaz de inibir cerca de 90% da infectividade viral em concentração de 5 μM. 

Macedo et al. (2012) descreveram a CLP também como uma molécula alternativa 

ao aciclovir®, durante o tratamento de infecções por HSV-1 (vírus do herpes simples 

humano), através da inibição das fases alfa e beta do ciclo de replicação viral. Cuomo 

et al. (2021), tentaram combater a inflamação crônica provocada pelo Helicobacter 

pylori modulando a resposta imune, visando receptores de peptídeo formil (FPRs) e 
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a proteína G acoplada, receptores que desempenham papéis-chave tanto na 

regulação, quanto na resolução da inflamação inata. Através dos seus estudos in 

vitro, constataram que a CLP atuou contra o infiltrado da cultura de H. pylor, 

revertendo a cascata de sinalização relacionada ao FPRs, neutralizando assim, a 

reação inflamatória desencadeada pelo peptídeo Hp (2–20), reduzindo 

significativamente a resposta imune em culturas de H. pylori.   

Assim, diante desta variedade de propriedades farmacológicas apresentadas, 

foi descrita a síntese desse produto natural, partindo-se de soluções de moléculas 

indólicas e com rendimentos superiores ao observado em processos de extração e 

purificação de produtos naturais, obtendo-se a CLP e seus derivados, que foram 

submetidos aos estudos de modelagem molecular, utilizando proteínas alvo de 

Mycobaterium tuberculosis e a avaliação in silico e in vitro desses compostos.  
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3. OBJETIVOS  
                                                                                                                                                                                             

3.1 Geral:  

- Sintetizar e avaliar o potencial antimicobacteriano da CLP e seus derivados 

em modelos de Mycobacterium tuberculosis, através de estudos in silico e in vitro, 

como uma etapa inicial para o desenvolvimento de protótipos candidatos a fármacos 

para tratamento da tuberculose. 

 

3.2 Específicos:  

  - Realizar estudos de modelagem molecular utilizando proteínas alvo de  

Mycobaterium tuberculosis e como ligantes o alcalóide indólico CLP e seus análogos; 

   - Construir um modelo preditivo utilizando metodologias in silico da CLP e seus    

derivados;   

   - Isolar o alcalóide bisindólico CLP obtido do extrato metanólico da Caulerpa 

racemosa através de métodos cromatográficos; 

- Síntetizar derivados da CLP com diferentes substituintes na função éster; 

   - Avaliar in silico a biodisponibilidade oral e propriedades de absorção, 

distribuição, excreção e toxicidade; 

- Realizar testes in vitro para determinação da susceptibilidade de 

micobactérias aos compostos por meio da determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) em cultura de Mycobacterium tuberculosis. 
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4. METODOLOGIA 

 

Devido ao grande potencial farmacológico da CLP já reportado em diversos 

trabalhos, realizou-se o estudo in silico da CLP e e seus derivados bisindólicos 

sintetizados por Sousa (2016) e Castro (2017).  Dessa forma, foi construído um 

modelo preditivo, no qual diferentes tipos de descritores moleculares foram 

calculados para o banco de moléculas que apresentam atividade conhecida contra 

Mycobacterium tuberculosis. A CLP e seus derivados ésteres foram, então, usados 

para investigar as atividades antituberculosas previstas. Os modelos foram gerados 

pelo algoritmo RF, e os descritores moleculares foram calculados usando o software 

Dragon 7. O modelo foi criado usando um método de validação externa. 

Posteriormente, após observar o perfil de desempenho do modelo, as 

moléculas mais promissoras foram sintetizadas para serem encaminhadas para os 

testes in vitro, com o objetivo de determinar a suscetibilidade à micobactéria 

causadora da tuberculose. Foram também descritas metodologias in silico, para 

observar a toxicidade e propriedades farmacocinéticas (Figura 5). 

 

4.1 TRIAGEM VIRTUAL  

As simulações e análises computacionais foram realizadas na estrutura do 

Laboratório de Bioinformática, Modelagem e Simulação de Biossistemas sob a 

supervisão do Prof. Dr Marcus Tullius Scotti e sua equipe. 

 

4.1.1 Seleção dos compostos e dados de atividade biológica  

Neste trabalho, foram selecionados ésteres da CLP obtidos por semi-síntese, 

segundo metodologia de Sousa (2016) e Castro (2017) (Figura 6) 
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Figura 5: Proposta de fluxo de trabalho que foi utilizada para a triagem virtual, isolamento, identificação e atividades in silico 

e in vitro da CLP e derivados. 
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Figura 6: Derivados da Caulerpina com diferentes substituintes na porção éster 
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4.1.2 Modelo de Predição 

Para a construção do modelo de classificação, faz-se necessária a presença 

de uma série de predição. As moléculas em estudo, tratam-se de 09 compostos 

semissintéticos derivados ésteres da Caulerpina, já mencionados na seção anterior. 

 

4.1.3 Banco de Dados do Modelo e curagem de dados 

Foi elaborado um modelo de predição, sendo este referente a compostos que 

apresentam atividade inibitória do Mycobacterium tuberculosis (in vitro). O conjunto 

de dados para elaboração do modelo de classificação foi obtido a partir da base de 

dados eletrônica ChEMBL Data Base (https://www.ebi.ac.uk/chembl/)(EMBL-EBI, 

2019). Estes dados tratam-se de compostos químicos testados in vitro, e com 

atividade inibitória do microorganismo em estudo. Os compostos foram classificados 

de acordo com o valor da pIC50 (-log IC50 (mol/L), a qual representa a concentração 

necessária para a inibição de 50% da linhagem celular em estudo. 

O conjunto de dados referente a inibição do Mycobacterium tuberculosis (in 

vitro), (CHEMBL ID: 360), era constituído por 582 compostos em seu total, sendo 

que os compostos classificados como ativos, consistiram em um total de 311 

compostos e apresentaram pIC50 ≥ 5.23, já os compostos inativos possuíam valores 

de pIC50 ≤ 4,87 e totalizaram 271 compostos. 

A curagem de dados do banco em estudo iniciou com a remoção das duplicatas 

no Programa Microsoft Excel (https://office.live.com/)(MICROSOFT EXCEL, 2019). 

A etapa de remoção de duplicatas faz-se importante, pois possibilita avaliar a 

qualidade dos dados experimentais e remover as estruturas químicas com registro 

duplicado dos experimentos, representando assim um dado experimental conflitante 

que afeta a qualidade do modelo (FOURCHES; MURATOV; TROPSHA, 2010). Após 

a remoção das duplicatas ocorreu a padronização dos valores do pIC50 e a posterior 

divisão das moléculas do banco em ativas e inativas. 

Os SMILES correspondem a representação canônica da estrutura química do 

composto, estes foram utilizados como dados de entrada para as etapas posteriores, 

as quais consistiram em: (1) conversão das estruturas em 3D e padronização, 

realizada no software Standardizer program [JChem 17.18.0.1784, 2017, ChemAxon 

(https://chemaxon.com/)](CHEMAXON, [s.d.]). O protocolo de padronização incluiu 

https://www.ebi.ac.uk/chembl/
https://office.live.com/
https://chemaxon.com/


45 
 

a adição de átomos de Hidrogênio, Aromatização das estruturas e Remoção de sais; 

e (2) Obtenção dos descritores moleculares. 

Com relação a padronização das moléculas da série de teste, estas foram 

desenhadas no programa Marvin Sketch 22.13 software, ChemAxon 

(https://chemaxon.com/)(CHEMAXON, [s.d.]). Após a obtenção do desenho, os 

compostos em estudo foram padronizados e convertidos em 3D pelo software 

Standardizer program [JChem 17.18.0.1784, 2017, ChemAxon 

(https://chemaxon.com/)](CHEMAXON, [s.d.]). 

 

4.1.4 Descritores Moleculares 

Os descritores correspondem a uma informação quantitativa sobre a identidade 

química da molécula. O cálculo de descritores foi utilizado para prever as 

propriedades biológicas e físico-químicas das moléculas em estudo. A determinação 

dos descritores é possibilitada quando as moléculas são convertidas em uma 

representação molecular que permite o tratamento matemático (BARROS, 2017). 

Neste trabalho foram utilizados os descritores pertencentes ao software Dragon 

7.0, o qual apresenta a capacidade de calcular 5.270 descritores moleculares, os 

quais estão distribuídos em 30 blocos lógicos e abrangem abordagens teóricas 

diversas (Kode Chemoinformatics (https://chm.kode-

solutions.net/products_dragon.php)(KODE INFORMATICS SRL, 2019). 

 

4.1.5 Modelo de Predição e Validação Estatística 

A elaboração do modelo de classificação, como também as análises 

estatísticas e avaliação da sua performance foram realizadas no KNIME 3.4.0 

software (KNIME 3.4.0 The Konstanz Information Miner Copyright, 2003-2018) 

(https://www.knime.com/)(“Knime”, [s.d.]). 

O banco de moléculas importado no software foi particionado pela ferramenta 

“Partioning” com a opção de “Amostra estratificada”, ocorrendo, dessa forma a 

separação em Treino e Teste, o que representa percentuais de 80% e 20% de todos 

os compostos em estudo, respectivamente, ocorrendo assim, a seleção aleatória, 

porém preservando sempre a mesma proporção de substâncias ativas e inativas, em 

ambos os conjuntos de dados sob estudo. 

https://chemaxon.com/
https://chemaxon.com/
https://www.knime.com/
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O Random Forest (RF) foi utilizado como algoritmo de cálculo, o qual 

caracteriza-se como um algoritmo supervisionado que se baseia na combinação de 

árvores de predição, de uma forma em que cada árvore depende dos valores de um 

vetor aleatório amostrado de forma independente e mantém-se a mesma distribuição 

de árvores na floresta (ACEVEDO, 2017; BREIMAN, 2001). A configuração utilizada 

durante as análises correspondeu a 200 árvores e a uma semente (seed) para a 

geração de números aleatórios (200-1). 

Um outro artifício utilizado na avaliação foi o “Domínio de Aplicabilidade”, 

responsável por analisar os compostos dos conjuntos de testes, avaliando a 

confiabilidade das predições realizadas, como também compreende um espaço 

químico teórico que abrange os descritores do modelo e a resposta modelada que 

permite estimar a incerteza na previsão de um composto no conjunto de treinamento 

empregado no desenvolvimento do modelo (ROY; KAR; AMBURE, 2015). Este 

parâmetro é calculado de acordo com a fórmula: 

DA = d + Zσ 

Em que: 

 - d e σ: equivalem as distâncias euclidianas e o desvio padrão médio, 

respectivamente, dos compostos no conjunto de treinamento; 

- Z: representa um valor de corte empírico. 

Neste trabalho, o valor de Z utilizado foi 0,5 (ROY; KAR; AMBURE, 2015). 

 A avaliação da performance do modelo, sendo as performances dos testes 

internos e externos do modelo elaborado foram avaliadas quanto a quatro 

parâmetros, correspondendo a respectivamente: 1) Sensibilidade, que equivale a 

taxa de verdadeiros positivos, ou seja, a taxa de compostos realmente ativos; 2) 

Especificidade, a qual corresponde a taxa de verdadeiros negativos, ou seja, os 

compostos realmente inativos e 3) Precisão, que denota a taxa de previsibilidade 

geral do modelo. O desempenho do modelo foi avaliado pela curva Receiver 

Operating Chacteristic (ROC), este parâmetro avalia a sensibilidade e especificidade 

e, para a avaliação do desempenho global, foi utilizado o Coeficiente de Correlação 

de Matthews (do inglês, Matthews Correlation Coefficient - MCC), visto que, este 

parâmetro correlaciona as classificações binárias observadas e preditas, resultando 

em um valor situado entre -1 e +1, em que +1 indica uma predição perfeita; -1 

corresponde a um total desacordo entre o valor predito e o observado; já o 0 
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demonstra uma previsão aleatória (MATTHEWS, 1975). Este parâmetro é 

representando pela seguinte fórmula: 

𝑀𝐶𝐶 =  
𝑉𝑃 𝑥 𝑉𝑁 − 𝐹𝑃 𝑥 𝐹𝑁

√(𝑉𝑃 + 𝐹𝑃)(𝑉𝑃 + 𝐹𝑁)(𝑉𝑁 + 𝐹𝑃)(𝑉𝑁 + 𝐹𝑁)
 

Em que: 

 TP: Verdadeiro positivo (Variável positiva, classificada como positiva); 

 TN: Verdadeiro Negativo (Variável negativa, classificada como negativa); 

 FP: Falso Positivo (Variável negativa, classificada como positiva); 

 FN: Falso Negativo (variável positiva, classificada como negativa). 

 

4.1.6 Identificação dos resíduos que fazem contato com os ligantes  

A identificação dos resíduos que interagem com cada um dos ligantes 

presentes nas estruturas do PDB, é de extrema importância para entendermos a 

dinâmica do seu sítio ativo. Para a identificação dos aminoácidos em contato com os 

ligantes foi utilizado o programa LIGPLOT (WALLACE et al., 1995), um programa 

amplamente utilizado e bem em estabelecido para esta finalidade.  

 

4.1.7 Região do sítio ativo utilizado  

Foram utilizados novos inibidores seletivos para a InhA, DprE1, pantontenato 

sintase e DHFR de Mtb. Levando em consideração que o NADH (nicotinamida 

adenina dinucleotídeo) é ligante de diversas outras enzimas no organismo humano, 

e que participa de muitas outras vias metabólicas, o foco foi o sítio de ligação do 

substrato. Por isso, nas simulações computacionais de triagem, deixou-se o NADH 

fazendo parte da proteína “bloqueando” seu sítio de ligação, deixando livre apenas 

o sítio de ligação do substrato.  

 

4.1.8 Obtenção e preparo dos ligantes  

Inicialmente, foram preparados os ligantes utilizados em estudo. Os controles 

positivos Moxifloxacino (Inibidor da DNA Girase – Topoisomerase II), Rifampicina 

(Inibidor da RNA Polimerase) e derivados sintéticos da Caulerpina (Compostos teste) 

foram desenhados no programa Marvin Sketch (ChemDraw), salvos como 

arquivos.cdx e convertidos em formato .sdf pelo programa MarvinSketch 22.13 

(https://chemaxon.com/products/marvin) (ChemAxon Marvin Sketch). Em seguida 
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realizou-se a padronização das estruturas químicas por meio da adição de átomos 

de Hidrogênios, padronização do anel aromático, remoção de sais e clean 3D no 

programa Standardizer 22.13 (https://chemaxon.com/products/marvin) (ChemAxon 

Standardizer) e submetidos posteriormente ao Docking molecular. 

Todas as moléculas de água foram removidas da estrutura cristalina, em 

seguida foi criado um “template” entre a enzima e o ligante co-cristalizado, com a 

finalidade de demarcar o sítio ativo da macromolécula, seguindo o procedimento com 

a inserção da molécula teste e, por fim, realizada a simulação de Docking molecular. 

Previamente a realização da simulação de Docking molecular foi calculado o Desvio 

Quadrático Médio (RMSD) a partir das poses, indicando o grau de confiabilidade do 

ajuste. O RMSD fornece o modo de conexão próximo à estrutura experimental e é 

considerado bem-sucedido se o valor for inferior a 2,0 Å (HUNG, et al., 2011). 

 

4.1.9 Análise das simulações por Docking Molecular / Cálculo de acoplamento 

molecular e visualização das interações 

Para a realização das simulações de Docking molecular, foi utilizado o software 

Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) (CLC Bio Company Molegro Virtual Docker 

6.0) com os parâmetros predefinidos neste. O ligante complexado foi usado para 

definir o sítio ativo. Em seguida, os compostos foram importados, para analisar a 

estabilidade do sistema através das interações identificadas com o sítio ativo da 

enzima, tomando como referência o valor energético do algoritmo MolDock Score 

(DE AZEVEDO & WALTER, 2010; PRAKOESWA et al., 2020). O algoritmo MolDock 

SE (Simplex Evolution) foi usado com os seguintes parâmetros: um total de 10 

execuções com um máximo de 1.500 interações usando uma população de 50 

indivíduos, 2.000 etapas de minimização para cada resíduo flexível e 2.000 etapas 

de minimização global por corre. A função de pontuação MolDock Score (GRID) foi 

usada para calcular os valores de energia de encaixe. Um GRID foi fixado em 0,3 A 

e a esfera de busca foi fixada em 15 A de raio. Para a análise da energia do ligante, 

foram avaliadas as interações eletrostáticas internas, ligações de hidrogênio internas 

e torções Sp2-Sp2. 

Para a realização da visualização das interações e obtenção das figuras de 

acoplamento molecular, foi utilizado o software Discovery Studio Visualizer 

v20.1.0.19295 - BIOVIA (2020) (https://discover.3ds.com/discovery-studio-

visualizer-download) (Biovia Accelrys Discovery Studio 3.5). 
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4.1.10 Docagem Molecular  

O Docking molecular foi utilizado para investigar o mecanismo de ação dos 

compostos derivados sintéticos da caulerpina que contribuíssem para efeito inibitório 

do Mycobacterium tuberculosis, através da afinidade de ligação dos compostos às 

enzimas selecionadas no estudo. Para isso, foi realizado um rastreio com quatro 

proteínas envolvidas nessa atividade. A estruturas 3D das enzimas foram obtidas do 

Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (RCSB Protein 

Data Bank; BERNSTEIN et al., 1997). As proteínas selecionadas e informações 

detalhadas sobre elas podem ser visualizadas na tabela 01.  
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Tabela 01 - Informações sobre as proteínas selecionadas no estudo. 

Proteína PDB ID Ligante PDB Resolução 

Decaprenilfosforil-beta-
D-ribose 2-epimerase 
(DpE1) 

4NCR 
(MARAKOV et al., 2014) 

2-(4-(ciclohexilmetil)piperazin-1-il)-8-nitro-6-
(trifluorometil)-4H-benzo[e][1,3]tiazin-4-ona 

(26J) 

1.88 Ǻ 

Pantotenato sintetase 4MUE 
(HUNG, et al., 2016) 

ácido [5-metoxi-2-({[4-
(trifluorometil)fenil]sulfonil}carbamoil)-1H-indol-
1-il]acético 

(2DH) 

2.06 Ǻ 

Enoil-ACP redutase 4TRO 
(CHOLLEt et alk., 2015) 

  

4-(2-hidroxietil)-1-piperazina ácido 
etanossulfônico 

(EPE)  

1.40 Ǻ 

Diidrofolato Redutase 5JA3 
(HAJIAN et al., 2016) 

Ácido 4-[3-[3-[2,4-bis(azanil)-6-etil-pirimidin-5-
il]prop-2-inil]-4-metoxi-fenil]benzóico 

(U06) 

1.81 Ǻ 

Observação: De forma semelhante ao teste in vitro, os fármacos MOX   e RIF foram utilizados como controles. 
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4.2 ESTUDO QUÍMICO - Metodologia utilizada para obtenção das moléculas 

Local de execução: As atividades de isolamento e síntese de CLP e seus 

análogos foram desenvolvidas no Laboratório de Fitoquímica do Instituto de Pesquisa 

em Fármacos e Medicamentos - IPeFarM, da Universidade Federal da Paraíba 

(UFPB).  

 

4.2.1 Coleta do material:  

A espécie C. racemosa foi coletada no litoral da cidade de Pitimbu, Paraíba, 

coordenadas 7*07’31’’S; 34*49’25”, durante marés de sizígia (-0,2 a 2,0), ou seja, de 

acordo com as tabelas disponibilizadas on-line pelo Instituto Hidrográfico 

(www.hidrografico.pt). A identificação da alga foi efetuada com base em bibliografia 

especializada e técnicas correntes para identificação de macroalgas e atualizada de 

acordo com WYNNE (1998). A espécie foi coletada no intervalo entre os dias 26 de 

outubro de 2019 a 21 de fevereiro de 2020 e identificadas pelo Prof. Dr. George 

Emmanuel Cavalcanti de Miranda do Departamento de Biologia 

Molecular/CCEN/UFPB. Foram preparadas excicatas e depositadas na seção de 

criptógamos do herbário Lauro Pires Xavier (JPB – DSE/UFPB). O material coletado 

foi seco ao sol e, posteriormente, submetido à exaustiva extração com metanol, 

seguindo-se a sua concentração em rotaevaporador, obtendo-se o respectivo extrato 

bruto.  

 

4.2.2 Preparação do extrato metanólico  

Após coletados, o material de origem marinha (CLP) foi triado para eliminar 

prováveis “contaminantes” epífitas e fauna associada. Em seguida, o material foi 

extraído in natura com solventes orgânicos (metanol) obtendo-se as soluções 

extrativas que foram concentradas em evaporador rotatório sob pressão reduzida e/ou 

liofilização, obtendo-se os respectivos extratos metanólicos. 

 

4.2.3 Isolamento da Caulerpina (6E, 13E) -dimetil 5,12- dihidrocicloocta [1,2 b: 

5, 6-b`] diindol-6,13-dicarboxilato) 

A purificação da CLP foi realizada segundo a metodologia de Lira (2013) com 

modificações. Nesta etapa, o extrato bruto metanólico da Caulerpa racemosa foi 

submetido a cromatografia de exclusão em coluna aberta (CC), utilizando sephadex 

LH-20 da Merck como fase estacionária e como eluentes os solventes clorofórmio e 

http://www.hidrografico.pt/
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metanol (1:1). As frações foram concentradas em evaporador rotativo e comparadas 

ao perfil do padrão da Caulerpina, seguindo da Cromatografia em Camada Delgada 

Analítica (CCDA)  

 

4.2.4 Derivados da Caulerpina para os estudos in vitro 

As modificações estruturais da caulerpina, foram utilizadas metodologias já 

descritas por Sousa (2016). Todos derivados utilizados foram cedidos pelo grupo de 

Santos, B.V.O. e Colaboradores. 

Derivados da caulerpina: (6E, 13E)-5,12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-

6,13-ácido dicarboxilico (ácido caulerpínico); (6E,13E)-diisobutil 5, 12-

dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-6,13-dicarboxilato (Diisobutil); (6E,13E)-dibutil 5, 

12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-6,13-dicarboxilato (Dibutil); (6E,13E)-dipropill 

5, 12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-6,13-dicarboxilato (Dipropil); (6E,13E)-dietill 

5, 12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-6,13-dicarboxilato (Dietil); (6E,13E)-dipentil 

5, 12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-6,13-dicarboxilato (Dipentil); (6E,13E)-

diisopentil 5, 12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-6,13-dicarboxilato (Diisopentil); 

(6E,13E)-dialil 5, 12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-6,13-dicarboxilato (Dialil); 

(6E,13E)-dimetil 5, 12-diacetil-5,12-dihiidrocicloocta[1,2-b:5,6-b´]diindol-6,13-

dicarboxilato (dimetil). 

  

4.3 METODOLOGIA UTILIZADA PARA PREVISÃO DE PROPRIEDADES DE 

ABSORÇÃO, DISTRIBUIÇÃO, METABOLISMO, EXCREÇÃO E TOXICIDADE. 

 

Para as simulações e análises computacionais foi utilizada a estrutura do 

Laboratório de bioquímica da unidade acadêmica de ciências Biológicas do centro de 

saúde e tecnologia rural da UFCG sob a supervisão do Prof. Dr. Abrahão Alves de 

Oliveira Filho. 

Foram avaliadas nove substâncias teste derivadas da Caulerpina (ácido 

caulerpínico, CLP diisobutil, dibutil, dipropil, dietil, dipentil, diisopentil, dialil, dimetil). 

Todas as informações químicas, códigos smiles, destas substâncias-teste foram 

obtidas no site gratuito Pubchem® (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Por meio da 

comparação da estrutura química das moléculas em estudo com um banco de dados 

de moléculas com atividades biológicas definidas, softwares são utilizados prever a 

probabilidade teórica das moléculas em estudo atuarem sobre determinados alvos 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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farmacológicos. Essas ferramentas computacionais avaliam vários parâmetros 

teóricos da molécula em estudo nas fases iniciais de sua descoberta, o que possibilita 

selecionar os melhores candidatos para desenvolvimento bem como rejeitar aqueles 

com uma baixa probabilidade de sucesso (RAJASEKHAR et al., 2011). 

 

4.3.1 Avaliação da biodisponibilidade oral in sílico 

Para a análise da biodisponibilidade oral teórica dos compostos derivados da 

caulerpina, alguns parâmetros foram analisados, segundo a “Regra dos Cinco” de 

Lipinski: (a) número de grupos aceptores de ligação hidrogênio (nALH), menor ou 

igual a 10; (b) número de grupos doadores de ligação hidrogênio (nDLH), menor ou 

igual a 5; (c) massa molecular (MM), menor ou igual a 500 g/mol; (d) coeficiente de 

partição octanol-água (milog P), menor ou igual a 5; (e) área de superfície polar 

(PSA), menor ou igual a 140 Å. Moléculas que não atendem mais do que um destes 

parâmetros podem ter problemas com a biodisponibilidade (SILVA, 2015). Para 

determinação dessa biodisponibilidade foi utilizado o programa Molinspiration 

Cheminformatics, um software gratuito encontrado no endereço: 

(http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties). 

 

4.3.2 Teste toxicológico in sílico 

As 9 (nove) substâncias - ácido caulerpínico, CLP diisobutil, dibutil, dipropil, 

dietil, dipentil, diisopentil, dialil, dimetil -  foram submetidas ao estudo in silico para 

avaliação dos parâmetros ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e 

toxicidade) e para verificação das predições do potencial Toxicidade AMES, Agentes 

Cancerígenos, Toxicidade Oral Aguda e Carcinogenicidade, utilizando endereço: 

(http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/). 

 

4.4 ESTUDOS in vitro 

Os estudos in vitro foram realizados no laboratório de Biotecnologia de 

Microorganismos localizado no Centro de Biotecnologia (CBiotec), da Universidade 

Federal da Paraíba, sob supervisão do Prof. Dr. Valnês da Silva Rodrigues Junior. 

 

4.4.1 Ensaio de suscetibilidade a micobactérias 

 

http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/
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4.4.1.1 Determinação das Concentrações Inibitórias Mínimas (MIC) em 

Mycobacterium tuberculosis  

As concentrações inibitórias mínimas (MIC) das substâncias testadas foram 

determinadas na cepa H37Ra de M. tuberculosis. As MICs foram determinadas 

usando o ensaio de redução de resazurina em microplaca (REMA), como um indicador 

de crescimento. Foram utilizadas as moléculas antituberculosas usadas no tratamento 

da TB, RIF e MOX, como controles positivos. As substâncias testadas foram pesadas, 

tendo suas soluções preparadas em DMSO: CLP, ÁCIDO CLP, CLP DIISOBUTIL, 

DIPENTIL, DIETIL; em um primeiro ensaio. Em seguida, seguindo a mesma 

metodologia, foram avaliadas: CLP DIPROPIL, CLP DIISOBUTIL, CLP DIETIL, em um 

segundo ensaio. Foram preparadas soluções de trabalho usando caldo 7H9 

Middlebrook (suplementado com ácido oleico, albumina, dextrose e catalase) para 

atingir as respectivas concentrações desejadas. Foram realizadas diluições em série 

em microplacas de 96 poços de poliestireno com fundo em U. A concentração de 

DMSO foi mantida a 2,5 % em todos os poços do ensaio. Após a adição das cepas 

bacterianas aos poços, procedeu-se com a incubação das microplacas à temperatura 

de 37 °C, durante 7 dias para M. tuberculosis. Após isso, 30 μL de uma solução de 

resazurina (0,02 %) foi adicionado a cada poço, e os resultados foram avaliados após 

48 horas para M. tuberculosis. A MIC de cada molécula foi considerada como a menor 

concentração de fármaco que impede uma mudança de cor de azul (resazurina) para 

rosa (resorufina) (MURADÁS et al., 2018).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

5.1 TRIAGEM VIRTUAL 

5.1.1 Modelo de Predição 

Para realizar a triagem virtual baseada no ligante (Ligand Based), um modelo 

de predição foi construído usando o algoritmo Random Forest (RF). Para a 

construção desse modelo, foram calculados descritores moleculares para o banco 

de moléculas com atividade inibitória conhecida para o Mycobacterium tuberculosis, 

obtido através do banco de dados ChEMBL. 

O modelo de RF foi avaliado quanto ao seu poder preditivo, utilizando os 

parâmetros de especificidade, sensibilidade, precisão, exatidão (AUC), valor predito 

positivo (PPV) e valor predito negativo (NPV), além de desempenho e robustez, 

como também pela curva Receiver's Operating Characteristic (ROC) e coeficiente de 

correlação de Mathews (MCC). A Tabela 2 descreve as características dos modelos, 

em termos de poder preditivo e robustez, e a Figura 7 mostra o desempenho do 

modelo. De acordo com os resultados, foi observado que o modelo apresentou uma 

ótima classificação, desempenho e robustez. 

Tabela 2: Resumo dos parâmetros correspondentes aos resultados obtidos 
para o modelo elaborado com os descritores Dragon 7. 

 
Organismo 

 
Validação Epecificidade Sensibilidade Acurácia PPV NPV MCC 

 

AUC 

Mycobacterium 

tuberculosis  
Test 0.72 0.89 0.81 64 19 0.62 0.90 

 Cross 0.77 0.81 0.79 233 62 0.57 0.86 
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Figura 7. Curva Receiver operating characteristic (ROC) gerada para o modelo 

Random Forest (RF) com os descritores Dragon 7. Legenda: (A) Teste e (B) Cross 

Validation. 

 

 

Após a validação do modelo, os derivados ésteres da caulerpina foram 

analisados quanto à possibilidade de atividade no Mycobacterium tuberculosis, 

utilizando o modelo de predição elaborado. Como o modelo elaborado demonstrou 

um bom desempenho, este foi utilizado para selecionar o composto potencialmente 

ativo para o Mycobacterium tuberculosis. 

O algoritmo RF possibilitou selecionar compostos com potencial ativo, que 

apresentassem probabilidades ≥0.50 para a inibição do Mycobacterium tuberculosis 

(Tabela 3). Dessa forma, a maioria dos compostos apresentou probabilidades acima 

de 50%, com exceção do composto 8 (p=0.44), sendo possível classificá-los como 

potencialmente ativas, visto que, as probabilidades obtidas variaram entre 0.535 e 

0.755, tendo os compostos 02 e 04 obtido os valores de probabilidade mais alta 

(p=0.755) e (p=0.75), respectivamente (Tabela 3). Além disso, o domínio de 

aplicabilidade foi confiável para todos os compostos em estudo, demonstrando que 

os compostos se encontram no espaço químico do modelo elaborado. Dessa forma, 

segundo os resultados demonstrados, os compostos derivados ésteres da 

caulerpina são potencialmente ativos para o Mycobacterium tuberculosis. 

Tabela 3: Probabilidade de atividade dos derivados sintéticos ésteres da 

Caulerpina contra o Mycobacterium tuberculosis avaliados pelo algoritmo Random 
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Forest (RF).  Em negrito encontram-se destacados os compostos considerados 

ativos pelo modelo. 

Composto Probabilidade (%) 
Domínio de 

Aplicabilidade (DA) 
Predição 

01- ÁCIDO 
CAULERPÍNICO 

0.535 Confiável Ativo 

02- DIISOBUTIL 0.755 Confiável Ativo 

03- DIBUTIL 0.705 Confiável Ativo 

04- DIPROPIL 0.75 Confiável Ativo 

05- DIETIL 0.74 Confiável Ativo 

06- DIPENTIL 0.67 Confiável Ativo 

07- DIISOPENTIL 0.655 Confiável Ativo 

08-DIALIL 0.44 Confiável Inativo 

09- DIMETIL 0.565 Confiável Ativo 

10- CAULERPINA 0.58 Confiável Ativo 

Legenda: Em negrito, compostos com probabilidade acima de 50%. Em vermelho, composto com 

probabilidade mais alta. 

 Seguindo os resultados apresentados, o Docking molecular foi realizado nas 

três moléculas sintéticas que apresentaram melhores probabilidades de atividade: 

(02) CLP diisobutil, (04) CLP dipropil e (05) CLP dietil. 

  

5.1.2 Estudo de Docking molecular 

Os derivados sintéticos da Caulerpina foram submetidos ao rastreio por meio 

de Docking molecular em quatro proteínas. Os resultados foram gerados usando a 

função de pontuação Moldockscore. Valores mais negativos indicaram melhores 

previsões para a função de pontuação em estudo. A proteína em que os compostos 

obtiveram valores de energia de ligação menor ou próximo ao fármaco padrão, em 

pelo menos uma função de pontuação, foi considerada ativa. 

Os resultados de docking gerados pelo algoritmo MolDock Score do programa 

foram validados pelo redocking do ligante cristalográfico com todas as proteínas 

investigadas. Os desvios da raiz quadrada média (RMSDs) das poses de ajuste 

obtidas foram calculados em comparação com a estrutura cristalina. Os valores 

RMSD inferiores a 2 Å indicam um grau ideal de confiabilidade de triagem. As 

informações sobre as estruturas de partida e os resultados da validação de redocking 

encontram-se na Tabela 4. 
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Tabela 4: Valores de RMSD para as proteínas selecionadas no estudo. 

Proteína Ligante PDB RMSD 

Decaprenilfosforil-beta-D-ribose 2-
epimerase (DpE1) 

(PDB: 4NCR) 

26J 1.23 

Pantotenato sintetase 
(PDB: 4MUE) 

2DH 0.23 

Enoil-ACP redutase 
(PDB: 4TRO) 

EPE 0.17 

Diidrofolato Redutase 

(PDB: 5JA3) 

U06 1.92 

  

Durante a análise de redocking, todos os valores de RMSD estavam abaixo de 

2,0 Å, ou seja, as poses geradas posicionaram o ligante corretamente no local ativo. 

No geral, os programas forneceram valores considerados satisfatórios para a 

validação do docking.  

Após a realização do redocking, o estudo foi prosseguido com a realização do 

docking. Os resultados de docking podem ser visualizados na Tabela 5.  
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Tabela 5: Valores de energia de ligação dos compostos derivados sintéticos da Caulerpina analisados nas quatro proteínas 

selecionadas no estudo. Os melhores resultados estão destacados em negrito e na cor vermelha. 

Alvos 

Compostos Decaprenilfosforil-

beta-D-ribose 2-

epimerase (DpE1) 
(PDB: 4NCR) 

Pantotenato 

sintetase 
(PDB: 4MUE) 

Enoil-ACP redutase 
(PDB: 4TRO) 

Diidrofolato Redutase 
(PDB: 5JA3) 

Caulerpina Diisobutil (02) 

                

-142.953 -167.091 -117.998 -163.135 

Caulerpina Dipropil (04) 

                        

-114.574 
  

-159.191 -122.632 -150.175 

Caulerpina Dietil (05) 
 

-109.194 -136.132 -108.978 -136.34 

Moxifloxacino -66.5821 -105.491 -53.9314 -111.351 

Rifampicina -144.167 -153.738 -151.008 -235.889 

Lig PDB -63.8621 -137.379 -46.3319 -155.802 

 

Legenda: Em vermelho encontra-se o composto de menor energia e em negrito encontra-se o composto com valores de score menor que os 

controles e o ligante PDB. 
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Segundo os resultados apresentados na tabela 3, das quatro proteínas analisadas, 

os derivados sintéticos da Caulerpina obtiveram energias negativas em todas as enzimas 

em estudo, demonstrando, dessa forma, que ocorreu interação com todos os alvos em 

estudo. Além disso, o composto Caulerpina diisobutil (02) foi o composto de maior afinidade 

no alvo Pantotenato sintetase (PDB: 4MUE), como também foi observado que para os 

quatro alvos em estudo, os derivados da Caulerpina apresentaram maior afinidade quando 

comparados a pelo menos um dos controles em estudo. 

  

5.1.3 Avaliação da interação molecular entre o composto Caulerpina diisobutil, os 

inibidores Moxifloxacino e Rifampicina, o ligante PDB (2-(4-(ciclohexilmetil) 

piperazin-1-il)-8-nitro-6-(trifluorometil)-4H-benzo[e][1,3]tiazin-4-ona) e a 

macromolécula Decaprenilfosforil-beta-D-ribose 2-epimerase (DpE1) (PDB: 4NCR). 

Para a macromolécula Decaprenilfosforil-beta-D-ribose 2-epimerase (DpE1) (PDB: 

4NCR), o composto Caulerpina diisobutil apresentou score de energia menor que o inibidor 

Moxifloxacino, como também o ligante PDB (2-(4-(ciclohexilmetil) piperazin-1-il)-8-nitro-6-

(trifluorometil)-4H-benzo[e][1,3]tiazin-4-ona) no algoritmo MolDock Score, correspondendo 

a -142.953 Kcal.mol-1, enquanto que os inibidores Moxifloxacino e Rifampicina 

apresentaram score correspondente a -66.5821 Kcal.mol-1 e -144.167 Kcal.mol-1 (a 

Rifampicina foi o composto de maior afinidade). Já o ligante PDB 2-(4-(ciclohexilmetil) 

piperazin-1-il)-8-nitro-6-(trifluorometil)-4H-benzo[e][1,3] tiazin-4-ona demonstrou valores de 

-63.8621 Kcal.mol-1. 

Além disso, observou-se (figura 8) que as interações do composto Caulerpina 

diisobutil são do tipo ligações de hidrogênio (linhas pontilhadas em verde), que se formam 

entre átomos polares, sendo observadas nos átomos de oxigênio (O) do grupamento éster 

por meio dos resíduos Gly 133 (1 interação), Gly 117 (1 interação), Lys 418 (1 interação) 

e Cys 387 (1 interação). Os átomos de Carbono (C) da estrutura química dos compostos 

foram fundamentais para o estabelecimento das interações do tipo hidrofóbicas (linha 

tracejada em rosa), sendo observado os resíduos Tyr 314 (1 interação), Val 365 (3 

interações), Lys 367 (1 interação) e Cys 387 (1 interação). As interações estéricas, 9 linhas 

tracejadas em vermelho e em laranja, foram o último grupo de interações visualizadas, 

sendo que estas foram observadas nos átomos de Carbono (C) dos anéis por meio dos 

resíduos Cys 387 (2 interações), como também foram perceptíveis nos átomos de 

Hidrogênio (H) do grupamento amina através do aminoácido Lys 134 (1 interação) e do 

grupamento éster por meio do resíduo Cys 387 (1 interação). Vale salientar que os 
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resíduos Val 365, Cys 387, Gly 117 e Lys 418, são resíduos observados no sítio ativo da 

enzima Decaprenilfosforil-beta-D-ribose 2-epimerase (DpE1) (PDB: 4NCR) (MAKAROV et 

al., 2014). 

O fármaco controle Moxifloxacino apresentou interações do tipo hidrofóbicas (linhas 

tracejadas em rosa), interações estéricas (linhas tracejadas em laranja) e interações do 

tipo ligações de hidrogênio (linhas tracejadas em verde). As ligações de hidrogênio foram 

observadas nos átomos de Oxigênio (O) do grupamento carbonila por meio dos resíduos 

Cys 387 (1 interação), Asn 385 (1 interação), His 132 (1 interação). Além disso, também 

foram visualizadas ligações de hidrogênio os átomos de Oxigênio (O) do grupamento éter 

por meio do resíduo Gly 117 (1 interação). Os grupos cíclicos da estrutura química do 

composto foram essenciais para o estabelecimento das interações hidrofóbicas e das 

interações estéricas, sendo os resíduos envolvidos referentes a: Lys 134 (1 interação), 

Cys 387 (2 interações) e Val 365 (2 interações). Ocorreram interações semelhantes entre 

o controle Moxifloxacino e o composto Caulerpina-diisobutil, sendo correspondente as 

interações do tipo ligações de hidrogênio através dos resíduos Cys 387 e Gly 117, nas 

interações hidrofóbicas através do resíduo Val 365, como também nas interações 

estéricas pelo resíduo Cys 387. 

Para o fármaco controle Rifampicina foram observadas apenas interações 

hidrofóbicas (linhas tracejadas em rosa) e interações do tipo ligação de hidrogênio (linhas 

tracejadas em verde). As ligações de hidrogênio ocorreram em menor número e foram 

observadas apenas no átomo de Hidrogênio (H) do grupamento amina por meio do 

aminoácido Ser 228 (1 interação). As interações hidrofóbicas foram mais prevalentes, 

sendo observadas nos átomos de Carbono (C) dos grupamentos metilas (CH3) do 

composto, além dos grupamentos (CH2) dos anéis, os resíduos observados 

compreenderam Trp 230 (2 interações), Leu 363 (1 interação), Cys 387 (2 interações), Val 

365 (3 interações) e His 132 (1 interação). Isso demonstra uma maior contribuição dos 

grupamentos apolares da estrutura química do fármaco Rifampicina ao sítio ativo da 

enzima Decaprenilfosforil-beta-D-ribose 2-epimerase (DpE1) (PDB: 4NCR). Foram 

observadas interações semelhantes entre o fármaco Rifampicina e o composto 

Caulerpina-diisobutil, sendo correspondentes aos resíduos Cys 387 e Val 365. 

O ligante PDB (2-(4-(ciclohexilmetil) piperazin-1-il)-8-nitro-6-(trifluorometil)-4H-

benzo[e][1,3]tiazin-4-ona) apresentou interações estéricas (linhas tracejadas em laranja e 

vermelho), interações hidrofóbicas (linhas tracejadas em rosa) e interações do tipo 

ligações de hidrogênio (linhas tracejadas em verde). As interações estéricas ocorreram 
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em menor número, sendo observadas nos átomos dos anéis aromáticos por meio do 

resíduo Cys 387 (3 interações). As interações hidrofóbicas foram observadas nos átomos 

de Carbono (C) da estrutura química do composto por meio dos aminoácidos Trp 230 (1 

interação), Val 365 (3 interações), Lys 367 (1 interação) e His 132 (1 interação). As 

interações do tipo ligação de hidrogênio foram observadas nos átomos de Flúor por meio 

dos resíduos Gly 133 (1 interação), Lys 134 (1 interação) e His 132 (1 interação). Foram 

observadas interações semelhantes correspondentes as ligações de hidrogênio por meio 

do resíduo Gly 133, as interações hidrofóbicas observadas nos aminoácidos Lys 367 e 

Val 365. O resíduo Cys 387 foi coincidente nas interações estéricas. 
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Figura 8: Interações 2D e 3D entre o composto Caulerpina diisobutil (A), o Moxifloxacino (B), a Rifampicina 

(C), o ligante PDB 2-(4-(ciclohexilmetil) piperazin-1-il)-8-nitro-6-(trifluorometil)-4H-benzo[e][1,3]tiazin-4-ona 

(D) e a macromolécula Decaprenilfosforil-beta-D-ribose 2-epimerase (DpE1) (PDB: 4NCR). Interações: 

interações hidrofóbicas estão destacadas em rosa, as interações de hidrogênio estão destacadas em verde 

e as interações estéricas estão destacadas em laranja e em vermelho. Resíduos: Lys (Lisina), Val (Valina), 

Gly (Glicina), Tyr (Tirosina), Cys (Cisteína), Asn (Asparagina), His (Histidina), Leu (Leucina), Trp (Triptofano), 

Ser (Serina). 
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5.1.4 Avaliação da interação molecular entre o composto Caulerpina Diisobutil, os 

inibidores Moxifloxacino e Rifampicina, o ligante PDB ácido [5-metoxi-2-({[4-

(trifluorometil)fenil]sulfonil}carbamoil)-1H-indol-1-il]acético e a macromolécula 

Pantotenato sintase (PDB: 4MUE). 

 

A macromolécula Pantotenato sintase (PDB: 4MUE), a qual representa uma enzima 

vital para a estrutura do Mycobacterium tuberculosis, visto que, catalisa a formação 

dependente de ATP de uma ligação amida entre o pantoato e a β-alanina, sendo dessa 

forma essencial para a sobrevivência deste microorganismo (HUNG et al, 2016). Nesse 

alvo, o composto Caulerpina diisobutil apresentou score de energia menor que os 

fármacos controles Moxifloxacino e Rifampicina, como também o ligante PDB ácido [5-

metoxi-2-({[4-(trifluorometil)fenil]sulfonil}carbamoil)-1H-indol-1-il]acético no algoritmo 

MolDock Score, correspondendo a -167.091 Kcal.mol-1, enquanto que os inibidores 

Moxifloxacino e Rifampicina apresentaram score correspondente a -105.491 Kcal.mol-1 e 

-153.738 Kcal.mol-1. Já o ligante PDB ácido [5-metoxi-2-({[4-

(trifluorometil)fenil]sulfonil}carbamoil)-1H-indol-1-il]acético demonstrou valores de -

137.379 Kcal.mol-1. O encaixe molecular ocorrido entre os compostos Caulerpina-

diisobutil, os fármacos controle Moxifloxacino e Rifampicina, o ligante PDB ácido [5-

metoxi-2-({[4-(trifluorometil)fenil]sulfonil}carbamoil)-1H-indol-1-il]acético e o alvo 

Pantotenato sintase (PDB: 4MUE) é observado na figura 9. 

Observou-se que as interações do composto Caulerpina diisobutil são do tipo 

ligações de hidrogênio (linhas tracejadas em verde), sendo estas estabelecidas com os 

átomos do grupo éster por meio dos resíduos Lys 160 (1 interação), Asp 161 (1 interação), 

Ser 197 (2 interações) e Ser 196 (1 interação). As interações hidrofóbicas (linhas 

tracejadas em rosa) foram observadas nos átomos de Carbono (C) da estrutura química 

do composto através dos aminoácidos Lys 160 (2 interações), Met 195 (1 interação), Val 

187 (1 interação), Phe 157 (1 interação), Leu 165 (1 interação), His 47 (1 interação) e Met 

40 (1 interação). A interação estérica (linha tracejada em vermelho) foi observada apenas 

nos átomos de Hidrogênio (H) das metilas (CH3) do grupo diisobutil. O resíduo 

responsável por essa interação correspondeu a Gly 158 (1 interação). Vale salientar que 

os resíduos Met 40 e Phe 157 são resíduos importantes na constituição da bolsa 

hidrofóbica do sítio da enzima Pantotenato sintase (PDB: 4MUE). 

O fármaco controle Moxifloxacino apresentou apenas interações hidrofóbicas (linhas 

tracejadas em rosa) e interações do tipo ligação de hidrogênio (linhas tracejadas em 
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verde). As interações hidrofóbicas foram observadas nos átomos de Carbono (C) dos 

anéis através dos aminoácidos Met 40 (2 interações), Leu 50 (1 interação), His 47 (2 

interações), His 44 (2 interações) e Lys 160 (1 interação). As ligações de hidrogênio foram 

observadas nos átomos de grupo carboxila por meio dos resíduos Val 187 (2 interações), 

Thr 186 (1 interação) e Gly 46 (1 interação); nos átomos de Hidrogênio (H) do grupo 

metoxila (OCH3) através do resíduo Asp 161 (2 interações) e nos átomos de Hidrogênio 

dos anéis aromáticos por meio dos aminoácidos Met 195 (1 interação) e Pro 38 (1 

interação). Foram observadas interações semelhantes entre o composto Caulerpina-

diisobutil e o fármaco Moxifloxacino referente as ligações de hidrogênio estabelecida pelo 

resíduo Asp 161, como também referentes as interações hidrofóbicas dos aminoácidos 

Lys 160, His 47 e Met 40. 

O fármaco controle Rifampicina estabeleceu ligações de hidrogênio (linhas 

tracejadas em verde) com os átomos de Hidrogênio (H) do grupamento amina por meio 

dos resíduos Asp 161 (1 interação) e His 135 (1 interação), aos átomos de Hidrogênio (H) 

do grupo hidroxila (OH) por meio dos resíduos His 47 (1 interação) e His 44 (1 interação), 

aos átomos de Oxigênio (O) dos grupos carbonila pelos resíduos Glu 159 (1 interação), 

Thr 181 (1 interação), Phe 160 (2 interações) e ao átomo de Oxigênio do grupamento éter 

por meio do resíduo Ser 196 (1 interação). O último tipo de interação visualizado 

correspondeu as interações estéricas (linhas tracejadas em vermelho) por meio dos 

átomos de hidrogênio dos grupos (CH e CH3) através dos resíduos Pro 38 (2 interações), 

Leu 50 (1 interação), Ser 197 (2 interações), Gln 164 (1 interação); os átomos de 

Hidrogênio (H) do grupo amina (NH) por meio dos resíduos Gln 164 (1 interações), Phe 

165 (1 interação); nos átomos de Hidrogênio (H) dos grupos hidroxila (OH) por meio Gln 

164 (1 interação), His 44 (1 interação) e Leu 50 (1 interação). Foram observadas 

interações semelhantes entre o fármaco Rifampicina e o composto Caulerpina-disobutil 

que compreenderam as ligações de hidrogênio através dos resíduos Asp 161 e Ser 196 e 

as interações hidrofóbicas por meio dos resíduos Phe 157, His 47 e Met 40. 

O ligante PDB ácido [5-metoxi-2-({[4-(trifluorometil)fenil]sulfonil}carbamoil)-1H-indol-

1-il]acético apresentou interações hidrofóbicas (linhas tracejadas em rosa) nos átomos de 

Carbono (C) dos anéis aromáticos, do grupo metóxi (OCH3) e do grupo (CF3) por meio 

dos resíduos Val 143 (1 interação), Phe 157 (1 interação), Val 184 (1 interação), Leu 50 

(1 interação), Ala 49 (1 interação), Val 187 (1 interação), His 44 (2 interações), Met 40 (1 

interação) e Lys 160 (1 interação). As interações estéricas ocorreram em menor número 

sendo visualizada no grupo carboxila por meio do resíduo Lys 160, e no átomo de enxofre 
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(S) por meio do resíduo His 47 (1 interação). Já as ligações de hidrogênio compreenderam 

vários grupos sendo esses correspondentes a: átomos de Hidrogênio (H) do grupo amina 

(NH) por meio do resíduo His 47 (1 interação), os átomos de Oxigênio (O) dos grupos 

carbonila por meio do resíduo Met 40 (1 interação). Os átomos de Hidrogênio (H) dos 

grupos metila (CH3) e (CH) por meio dos resíduos Pro 185 (1 interação), Gly 46 (1 

interação) e Met 195 (1 interação), além dos átomos de Oxigênio (O) dos grupos metóxi 

por meio dos resíduos Thr 186 (1 interação) e Val 187 (1 interação). Foram observadas 

interações semelhantes entre o composto Caulerpina-disobutil e ligante PDB ácido [5-

metoxi-2-({[4-(trifluorometil)fenil]sulfonil}carbamoil)-1Hindol1il]acético que 

compreenderam as interações hidrofóbicas dos resíduos Lys 160, Val 187, Phe 157 e Met 

40. 
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Figura 9: Interações 2D e 3D entre o composto Caulerpina diisobutil (A), o Moxifloxacino (B), a Rifampicina 

(C), o ligante PDB ácido [5-metoxi-2-({[4-(trifluorometil)fenil]sulfonil}carbamoil)-1H-indol-1-il]acético (D) e a 

macromolécula Pantotenato sintetase (PDB: 4MUE). Interações: interações hidrofóbicas estão destacadas 

em rosa, as interações de hidrogênio estão destacadas em verde e as interações estéricas estão destacadas 

em laranja e em vermelho. Resíduos: Met (Metionina), Val (Valina), Asp (Ácido aspártico), Gly (Glicina), Phe 

(Fenilalanina), Leu (Leucina), His (Histidina), Ser (Serina), Lys (Lisina), Pro     (Prolina), Thr (Treonina), Glu 

(Ácido glutâmico), Gln (Glutamina) e Ala (Alanina). 
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5.2 ESTUDO FITOQUÍMICO  

 

5.2.1 Identificação estrutural da Caulerpina 

A Caulerpina foi isolada do extrato da alga verde C. racemosa com rendimento 

correspondente a 5% do extrato bruto. A elucidação da estrutura do produto natural 

foi baseada principalmente na análise de seus espectros IR, RMN 1 H e 13 C, e em 

comparação com dados da literatura. O espectro IR revelou bandas em ν max 3382 

(N-H), 2925 e 2852 (C-H sp 3), 1265 (C-O), 1687 (referente a estiramento C=O de 

éster conjugado a C=C) e 1616, 1591 e 743 cm -1 (C-H do anel benzeno). Dados 

espectrais de RMN 1 H (Tabela 6) apresentaram quatro sinais característicos de 

benzeno orto- dissubstituído: dois dubletos largos (δ 7.43, 1H e δ 7.30, 1H) e dois 

duplos tripletos (δ 7.20, 1H e δ 7.11, 1H). O singleto observado em δ 9,21 sugere a 

presença de nitrogênio de núcleo indólico, característico da classe dos alcaloides, e a 

presença de dois singletos em δ 8.06 e δ 3.90 sugerem a presença de grupo metínico 

de unidade ciclooctatetraeno e metoxila, respectivamente. Dados de RMN 13 C-APT 

(Tabela 6) confirmam a presença do anel benzeno (δc 111.66 e 123.51), além do 

grupo metoxila (δc 52.68) e da carbonila de éster (δc 166.80). Diante dos resultados 

obtidos foi possível identificar o composto obtido do extrato de C. racemosa como o 

alcaloide majoritário caulerpina (Figura 10) já isolada anteriormente em várias 

espécies de Caulerpa (Lorenzo, 2010). 

 

Figura10: Estrutura do alcaloide bis-indólico, Caulerpina 

 

 

(Estrutura 1)
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Tabela 6: Dados comparativos de RMN 1H e 13C da Caulerpina (1) (δ, CDCl3, 200 

MHz) com dados da literatura (δ, CDCl3, 150 MHz). 

 

 Composto 
analisado 

Caulerpina (1) 
 (Lorenzo, 2010) 

Carbo
nos 

  δH δC δH δC 

N 9.10 (s, 
1H) 

--- 9.20 (s, 
1H) 

--- 

2/2’ -- 133.
0 

--- 132.8 

3/3’ -- 112.
0 

--- 112.4 

3a/3a’ -- 128.
3 

--- 128.1 

4/4’ 7.3 (dl,1H) 118.
4 

7.41(dl, 
1H) 

118.0 

5/5’ 7.05 (dt, 
1H) 

120.
8 

7.07 (dt, 
1H) 

120.7 

6/6’ 7.20 (dt, 
1H) 

123.
5 

7.17 (dt, 
1H) 

123.3 

7/7’ 7.31 (dl, 
1H) 

111.
7 

7.29 (dl, 
1H) 

111.5 

7a/7a’ --- 137.
8 

--- 137.7 

8/8’ --- 125.
6 

--- 125.6 

9/9’ 8.06 (s, 
1H) 

142.
9 

8.04 (s, 
1H) 

142.9 

10/10’ --- 166.
8 

--- 166.6 

11/11’ 3.90 (s, 
3H) 

52.7 3.88 (s, 
1H) 

52.6 

 

Fonte: Lorenzo, 2010.
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5.3 AVALIAÇÃO DA BIODISPONIBILIDADE ORAL IN SILICO: MOLINSPIRATION 

Abordagens experimentais e computacionais para estimar a solubilidade e 

permeabilidade em configurações de descoberta e desenvolvimento são descritas através 

do método Lipinski (LIPINSKI et al., 2001). A investigação deste pesquisador e 

colaboradores deu origem a chamada “regra dos 5”, que traçou um perfil para moléculas 

de fármacos dentro de limites de massa molar, lipofilia que é representada pelo coeficiente 

de partição, log P, e hidrofilia, representada pelo número de doadores e receptores de 

ligação de hidrogênio. A “regra dos cinco” estabelece alguns parâmetros estruturais 

relevantes para a predição teórica do perfil de biodisponibilidade oral (SILVA, 2015).   

A partir da metodologia empregada, observou-se os resultados de biodisponibilidade 

oral seguindo a regra dos cinco Lipinski. Foram obtidas nove substâncias-teste através do 

site gratuito Pubchem® (Figura 11). 

Figura11: Estrutura química dos derivados da Caulerpina 

                                                                     
                                     1- ácido caulerpínico;                                                        2- diisobutil; 

 

                                                                               
                     3- dibutil;                                                                              4- dipropil; 
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                                          5- dietil;                                                                          6- dipentil; 

 

 

7-diisopentil;                                                      8- dialil; 

 

   

 

 

9- dimetil.
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Tabela 7: Análise in silico da biodisponibiliade oral de acordo com a regra dos 5 Lipinski. 

 

 

Sigla. milLogp: coeficiente de partição octamol água (≥ 5); TPSA: área de superficie polar total (≤140Å); Natom: número de átomos; MW: peso molecular (≤ 

500g/mol); nON: número de aceptores de hidrogênio (≤10); nOHNH: número de doadores de hidrogênio (≤ 5); nV: número de violações; nROTB: número de 

rotações; vol: volume. FONTE: Pubchem® (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov); Molinspiration Cheminformatics(http://www.molinspiration.com/cgi-

bin/properties 

 

 

 

 PROPRIEDADES MOLECULARES 
miLog   TPSA Natom  MW nON  N 

OHNH 
  nV nrotb    vol 

1- dicarboxylic acid; 4.58 106.18 

 
 28 

 
370.36 

 
 6 4  0  2 311.40 

 

2- diisobutyl; 7.35 84.19 

 
   36 482.58 

 
 6 2  1  8  446.84 

 

3- dibutyl; 7.98 84.19 

 
   36 482.58 

 
 6 2  1  10 447.27 

 

4- dipropyl; 6.86 84.19 

 
   34 454.53 

 
 6 2  1  8 413.66 

 

5- diethyl; 5.86 84.19 

 
   32 426.47 

 
 6 2  1  6 380.06 

 

6- dipentyl; 8.89 84.19 

 
   38 510.53 

 
 6 2  2  12 480.87 

 

7-diisopentyl; 8.34 84.49 

 
   38 

 
510.63 

 
 6 2  2  10 480.44 

 

8- diallyl; 6.39 84.19 

 
   34 

 
  450.49 

 
 6 2  1  8 402.40 

 

9- dimethyl. 5.75   96.62    36   482.49  8 0  1  4   418.31 

          

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
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Dentre as substâncias analisadas, a 1 (ácido caulerpínico) apresentou-se dentro de 

todos os padrões exigidos pela “regra dos 5” (tabela 7). Os valores dos seus resultados 

demonstraram uma grande vantagem para o avanço dos estudos, pois esta apresentou 

boas características de biodisponibilidade teórica, mostrando-se, portanto, como uma 

molécula promissora para futura formulação de novos fármacos. 

Avaliando o quesito do coeficiente de partição, que determina o grau de lipofilia de 

uma droga, todas as demais substâncias estudadas apresentaram alteração desse valor, 

no entanto, as substâncias 2 ( diisobutil), 3 (dibutil), 4 (dipropil), 5 (dietil), 8 (dialil) e 9 

(dimetil) violaram apenas esse quesito na “regra dos 5” de Lipinski, ou seja, constatou-se 

apenas uma violação quando das propriedades moleculares, portanto, também se 

enquadraram como promissoras (tabela 7). 

Medeiros et al. (2020), utilizaram o software Molinspiration para o cálculo de 

importantes propriedades físico-químicas da molécula, bem como para avaliar a  

probabilidade do composto atuar em    diferentes    alvos    farmacológicos    gerando    

uma    noção    de    suas    características farmacodinâmicas. A previsão do escore de 

bioatividade pelo software também foi realizada na pesquisa de Ammal et al. (2020), 

evidenciando que a triagem biológica in silico indicou que os compostos estudados eram 

bons candidatos a fármacos, possuindo diversas atividades biológicas. Os referidos 

autores, realizaram uma triagem fitoquímica e estudos in sílico, incluindo a aplicação do 

software Molinspiration de flavonóides, tendo em vista a recente explosão de interesse na 

bioatividade desses flavonóides de microalgas e seus benefícios à saúde. 

Para Benet et al. (2016), a metodologia da “regra de 5”  não parece ser tão útil hoje 

na definição de medicamentos como quando foi proposta. Os autores observaram critérios 

adicionais necessários e encontraram deficiências significativas nos quatro critérios da 

“regra de 5” originalmente propostos por Lipinski e colaboradores. Dessa forma, os 

referidos autores, sugeriram a associação BDDCS (Sistema de Classificação de 

Disposição de Drogas Biofarmacêuticas)/Regra de cinco como uma forma ampliar as 

possibilidades de previsões teóricas. 

Santos et al. (2021) utilizaram uma série de chalconas e seus análogos B-aril que 

foram preparados e avaliados como inibidores de atividade de cloração da 

mieloperoxidase (MPO). Eles verificaram que as substâncias estudadas respeitaram os 
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limites físico-químicos delineados por Lipinski, fatores importantes para alcançar a 

farmacocinética do composto desejável indicando, portanto, que eles podiam não ter 

restrições na biodisponibilidade oral com base nesses limites. 

Estudos recentes de Souza et al. (2021) também utilizaram a metodologia in silico 

baseando-se na regra de cinco Lipinski. Os derivados de α-aril-α-tetralonas e α-fluoro-α-

aril-α-tetralonas foram sintetizados por reação de α-arilação catalisada por paládio de α-

tetralonas e α-fluoro-α-tetralonas, com bromoarenos em rendimentos moderados a bons. 

Estes compostos foram avaliados por seus efeitos antiproliferativos in vitro contra câncer 

de mama humano e linhagens de leucemia com diversos perfis de resistência a drogas. 

Os resultados in silico refletiram nos baixos efeitos em células não tumorais. Eissa et al 

(2021) verificaram, através de estudos computacionais, que derivados tiazólicos 

demonstraram nenhuma violação para a regra de Lipinski, sendo, portanto, compostos 

biodisponíveis por via oral e com alta absorção gastrointestinal. 

A massa molecular, que deve apresentar valores iguais ou abaixo de 500g/mol, 

apresentou-se alterada nas moléculas 6 (dipentil) e 7 (diisopentil) (tabela 7). Tais 

moléculas também apresentaram seus valores de coeficiente de partição alterados, 

portanto, violaram dois quesitos da “regra dos 5”, ou seja, não apresentaram boa 

disponibilidade teórica.  

Bergström, Charman e Christopher (2016), afirmaram que muitos candidatos a  

fármacos contemporâneos apresentam propriedades físico-químicas que estão se 

movendo em direção a um peso molecular mais alto e, coincidentemente, também a uma 

maior lipofilicidade na busca por seletividade e especificidade biológica resultando, 

geralmente, em uma menor solubilidade em água. Os estudos in silico permitem portanto, 

uma estratégia de formulação para diferentes fármacos administrados por via oral.  

Bergström e Christopher (2016) enfatizaram a importância da interação entre as 

propriedades da droga, a formulação e o ambiente gastrointestinal na determinação da 

absorção oral, parâmetros que se movem além da “regra dos 5”. Cordeiro e Kachroo 

(2020) pesquisaram análogos do tiazol, devido a necessidade de descoberta de fármacos 

mais seguros e econômicas para tuberculose. Todos os compostos sintetizados foram 

também avaliados usando o software Molinspiration, cumprindo todos os parâmetros 

exigidos da “regra de cinco” de Lipinski, comprovando que aqueles análogos 

apresentaram bons potenciais antituberculose. Abordagens computacionais combinadas 
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com investigações experimentais também podem ser utilizadas para projetar fabricação 

de drogas, melhorando o controle de qualidade (BOETKER et al., 2016). 

Abordagens experimentais e computacionais são utilizadas para estimar a 

solubilidade e permeabilidade em configurações de descoberta e desenvolvimento. No 

ambiente de desenvolvimento, os cálculos de solubilidade que se concentram na previsão 

do valor exato são difíceis por causa do polimorfismo. Trabalhos recentes sobre relações 

lineares de energia livre e abordagens Log P são revisados criticamente. Predições úteis 

são possíveis em séries analógicas estreitamente relacionadas quando combinadas com 

medições experimentais de solubilidade termodinâmica (LIPINSKI et al.,2001). 

 
5.4 AdmetSAR  

As nove substâncias selecionadas através do site gratuito Pubchem® 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) foram submetidas ao estudo in silico para avaliação dos 

parâmetros ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade) usando o 

endereço: (http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/) (Tabela 8).

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/
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Tabela 8: Propriedades de classificação de ADMET, calculadas no software admetSAR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Continua 

 

 

 

 

 

 

 
                                               

                                                                                      Substâncias 
                                                                   Resultados e probabilidades 

Absorção    1    2    3    4    5    6    7    8    9 

Barreira 
hematoen- 
Cefálica 

+0.8792 
 

+0.8333 
 

+0.8512 
 

+0.8402 +0.8268 
 

+0.8884 
 

+0.8168 
 

+0.9381 
 

+0.9632 
 

Absorção 
intestinal 
humana 
 

+0,9368 +0,989 +0,991 +0,9899 +0,9913 +0,9896 +0,9822 +0,9659 +0,9560 

Permeabili-
dade 
em Caco-2 
 

-0,7501 -0,6051 -0,6179 -0,6448 -0,6399 -0,6302 -0,6003 -0,6230 +0,6011 

Substrato da 
glicoproteína 
P 
 

não 
0,6942 
 

não 
0,5134 

substr 
0,5898 

substr 
0,5197 

não 
0,5189 

substr 
0,6549 

substr 
0,5767 

não 
0,6008 

não 
0,7936 

Inibidor da 
glicoproteína 
P 
 

não  
0.9691 
 

não 
0.5874 
 

não 
0.7208 
 
 

não 
0.6981 
 

não 
0.7852 
 

não 
0.7164 
 

não 
0.5721 
 

não 
0.7568 
 

não 
0.5495 
 

 não 
0.9218 
 

inib 
0.5895 
 

não 
0.8647 
 

não 
0.8320 
 

não 
0.8263 
 

não 
0.7946 
 

não 
0.5729 
 

não 
0.5665 
 
 

inib 
0.5978 
 

Transporte 
renal de 
cátions 
orgânicos 
 

não 
0.9037 

não 
0.8400 
 

não 
0.7787 

não 
0.7997 

não 
0.8327 
 

não 
0.7704 

não 
0.7671 

não        
 0.7544                                       

não 
0.8720 
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Distribuição    1    2   3    4    5    6    7    8    9 

Localização 
Celular: 
Mitocôndrias 

0.7014         
 

0.8351 
 

0.7877 
 

0.8398                  
 

0.8358 
 

0.7679   
 

0.8459 
 

0.7653 0.7639 

Metabolismo 
 

         

Substrato 
CYP450 2C9 
 
 

não          
0.7882 
 

não   
0.8269  
 

não   
0.8466 
 

não 
0.8573 
 

não   
0.8547 
 

não   
0.8573 
 

Não 
0.8141 
 

não 
0.8596 
 

não   
0.7688 
 

Substrato 
CYP450 2D6 
 
 

não 
0.8476 
 

não 
0.836 
 

não 
0.8029 

não 
0.8195 
 

não 
0.8465 
 

não 
0.8079 
 

Não 
0.7981 
 

não 
0.8366 
 

não 
0.8076 

Substrato 
CYP450 3A4 

não 
0.7890 

não 
0.577 
 

não 
0.6100 
 

não 
0.6126 
 

não 
0.6841 
 

não 
0.5788 
 

Não 
0.5122 
 
 

não 
0.7265 
 

substr. 
0.5510 
 

Inibidor 
CYP450 1A2 
 
 

inibidor 
0.5918 
 

inibidor 
0.774 
 

inibidor 
0.8240 
 

inibidor 
0.8357 
 

inibidor 
0.9012 
 

inibidor 
0.7630 
 

inibidor 
0.7071 
 

inibidor 
0.7687 
 

inibidor 
0.5551 
 

Inibidor 
CYP450 2C9 
 
 

não 
0.7604 
 

inibidor 
0.6167 
 

inibidor 
0.7185 

inibidor 
0.7419 
 

inibidor 
0.6537 
 

inibidor 
0.6560 
 

inibidor 
0.5827 
 

inibidor 
0.6587 
 

inibidor 
0.5313 
 

Inibidor 
CYP450 2D6 
 
 

não 
0.9234 
 

não 
0.7415 
 

não 
0.8405 

não 
0.8231 
 

não 
0.7145 
 

não 
0.8004 
 

Não 
0.8499 
 

não 
0.7254 
 

não 
0.8767 
 

Inibidor 
CYP450 2C19 
 
 

não 
0.8210 
 

inibidor 
0.6327 
 

inibidor 
0.6487 
 

inibidor 
0.6754 
 

inibidor 
0.6533 
 

inibidor 
0.6573 
 

inibidor 
0.5532 
 

inibidor 
0.6923 
 

inibidor 
0.6381 

Inibidor 
CYP450 3A4 
 
 

não 
0.8009 
 

inibidor 
0.5415 
 

inibidor 
0.5827 
 

inibidor 
0.5429 
 

inibidor 
0.6416 
 

inibidor 
0.5335 
 

Não 
0.5480 
 

inibidor 
0.5480 
 

inibidor 
0.6379 
 

Promiscuidade 
inibitória 
CYP 
 

Baixa 
0.9102 
 

Alta 
0.7302 
 

Alta 
0.6792 
 

Alta 
0.7491 
 

Alta 
0.8265 
 

Alta 
0.7255 
 

Alta 
0.5261 
 

Alta 
0.8210 
 

Alta 
0.6472 
 

Continua 
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Toxicidade 
 

   1     2    3    4    5    6    7    8    9 

HERG fraco 
0.9897 
 

fraco 
0.9871 
 

fraco 
0.9707 
 

fraco 
0.9632 
 

fraco 
0.9839 
 

fraco 
0.9626 
 

Fraco 
0.9738 
 

fraco 
0.9706 
 

fraco 
0.9953 
 

Inibição 
Genética 
 

não 
0.9014 
 

não 
0.7928 
 

não 
0.7799 

não 
0.7619 
 

não 
0.7865 
 

não 
0.5880 
 

Não 
0.7958 
 

não 
0.8484 
 

não 
0.8071 
 

Toxicidade 
Ames 
 

não 
0.9322 
 

não 
0.7263 
 

não 
0.8034 
 

não 
0.8204 
 

não 
0.7508 
 

não 
0.8157 

Não 
0.7751 
 

não 
0.7185 
 

não 
0.6064 
 

Carcinógeno 
 

não 
0.9031 
 

não 
0.8501 
 

não 
0.9120 
 

não 
0.9027 
 

não 
0.8276 

não 
0.9114 
 

não 
0.9125 
 

não 
0.8883 
 

não 
0.8438 
 

Toxicidade em 
peixes 
 

alta 
0.9563 
 

alta 
0.9969 
 

alta 
0.9929 
 

alta 
0.9806 
 

alta 
0.9872 
 

alta 
0.9955 
 

alta 
0.9966 
 

alta 
0.9990 

alta 
0.8636 
 

Toxicidade em 
Tetrahymena 
Pyriformis 
 

alta 
0.5462 
 

alta 
0.9583 
 

alta 
0.9918 

alta 
0.9919 
 

alta 
0.9555 
 

alta 
0.9940 
 

alta 
0.9933 
 

alta 
0.9889 
 

alta 
0.6862 
 

Toxicidade da 
abelha do mel 
 

baixa 
0.6532 
 

baixa 
0.5410 
 

baixa 
0.6268 

baixa 
0.6339 
 

baixa 
0.5751 
 

baixa 
0.6423 
 

baixa 
0.5881 
 

baixa 
0.5466 
 

baixa 
0.6280 
 

Biodegradação 
 

não 
0.9081 
 
 

não 
0.9827 
 

não 
0.9648 

não 
0.9603 
 

não 
0.9697 
 

não 
0.9798 
 

não 
0.9813 
 

não 
0.9825 
 

não 
0.8259 
 

Toxicidade 
aguda oral 

III 
0.4484 

III 
0.6679 

III 
0.7039 

III 
0.7042 

III 
0.7071 

III 
0.7342 

III 
0.6954 

III 
0.6675 

III 
0.5652 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Derivados da CLP: 1-dicarboxylic acid; 2-diisobutyl; 3-dibutyl; 4-dipropyl; 5-diethyl; 6-dipentyl; 7-diisopentyl; 

8- diallyl; 9- dimethyl.
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Tabela 9: Propriedades de regressão ADMET, calculadas no software admetSAR 

 

       
                                                                                        Substâncias 

                                                                                           Valores 

 

Absorção 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Solubilida- 
de aquosa 
(Logs) 

-4.1684 
 

-4.7364 
 

-4.5081   
   
 

-4.2402 
    

-4.2347 
 

-4.6402 
   
 

-4.6778 
   
 
 

-4.3390 
   

-3.9410 
   
 
 

Permeabili-
dade em 
Caco-2 
(LogPapp 
cm/s) 

0.0818 
 

0.700 
 
 

0.5702 
 
 

0.5329 
 
 

0.4541 
 

0.4466 
 

0.7136 
 

0.4275 
 
 

1.0611 
 
 
 

Toxicidade 
 

         

Toxicidade 
aguda em 
ratos 
(LD50 
Mol/kg) 

2.2055 
 

2.2607 
 

2.2956 
 

2.2302 
 

2.2353 
 

2.2808 
 

2.2849 
 

2.2494 
 

2.4938 
 

 

Toxicidade 
em peixes 
pLC50 
mg/L) 
 

1.2264 
 

0.3468 
 

0.4645 
 

0.5661 
 

0.7824 
 

0.5957 
 

0.2894 
 

0.0179 
 

0.5409 
 

Toxicidade 
em 

Tetrahy-

mena 

Pyriformis 

pIgC50 
ug/L 

0.2862 
 

0.9583 

 

1.0301 

 

0.9794 0.7810 

 

1.1088 
 

1.1047 

 

0.9856 

 

0.5816 
 

Derivados da CLP: 1-dicarboxylic acid; 2-diisobutyl; 3-dibutyl; 4-dipropyl; 5-diethyl; 6-dipentyl; 7-diisopentyl; 

8- diallyl; 9- dimethyl.
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Diante dos resultados obtidos, a absorção teórica das substâncias foi avaliada 

através dos parâmetros de penetração da barreira hematoencefálica (BBB), na qual 

todas apresentaram valores positivos, variando com probabilidade de 0,8168 

(substância 7- diisopentil)) a 0,9632 (substância 9- dimetil), sugerindo uma possível 

inatividade no SNC, pois todos os valores foram inferiores a 1 (CBrain/Cblood<1) 

(GHANNAY et al., 2020) (tabela 8). Os valores da absorção intestinal humana, que 

prevê a absorção da droga pelo intestino, demonstraram valores altos e positivos, 

favorecendo assim, fármacos administrados pela via oral, dentre elas destacou-se a 

substância 5 (dietil), com valor de 0.9913 de probabilidade. O intestino apresenta 

maior área absortiva devido suas microvilosidades, sendo mais desejável que os 

fármacos sejam absorvidos nesta região (DOS SANTOS et al., 2018). 

Com relação à permeabilidade teórica em Caco-2, que representam as células 

do adenocarcinoma do cólon humano (Yee, 1997), apenas a substância 9 (dimetil) 

com valor de 0,6011, apresentou tal característica (tabela 8). A monocamada Caco-2 

tem sido extensivamente utilizada para a triagem de alto rendimento de 

permeabilidade de drogas e identificação de substratos, inibidores e indutores de 

transportadores intestinais, especialmente glicoproteína-P. Tradicionalmente, a 

monocamada Caco-2 é vista como uma barreira única, em vez de uma monocamada 

de células polarizadas, que consiste em enzimas metabólicas que são localizadas 

entre duas barreiras de membrana com transportadores distintamente diferentes 

(SUN et al., 2008). 

Hilgers et al. (1990) verificaram que as células do Caco-2, quando cultivadas em 

filtros semipermeáveis, se diferenciaram espontaneamente em cultura para formar 

monocamadas confluentes que, tanto estrutural quanto funcionalmente, se 

assemelhavam ao epitélio do intestino delgado, concluindo assim, que o sistema de 

células Caco-2 forneceu previsões úteis sobre o potencial de absorção oral de novas 

substâncias medicamentosas. 

A análise da absorção mostrou também que substâncias 3, 4, 6 e 7 (dibutil, 

dipropil, dipentil e diisopentil, respectivamente) apresentaram-se como substratos da 

glicoproteína P, enquanto as 1, 2, 5, 8 e 9 (ácido caulerpínico, diisobutil, dietil, dialil e 

dimetil, respectivamente) como não-substratos. A bomba de efluxo intestinal, P-

glicoproteína (P-gp), localizada nas membranas apicais das células absortivas 

intestinais, pode reduzir a biodisponibilidade de uma ampla gama de drogas que são 

substratos para este transportador de membrana, como também substâncias 
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inibidoras aumentam a biodisponibilidade da molécula (VARMA et al. 2005; 

CONSTANTINIDES; WASON 2007). Como inibidores da glicoproteína P temos as 2 

(diisobutil) e 9 (dimetil). As demais classificaram-se como não inibidoras (tabela 8). 

Dessa forma, a substância que apresentou melhores características foi a 2 (diisobutil), 

classificada como não substrato e inibidora da glicoproteína P, demonstrando bons 

resultados terapêuticos teóricos. 

Com relação à depuração, os túbulos proximais dos rins desempenham 

importante função na excreção de fármacos orgânicos e seus metabólitos. O 

transportador de cátions orgânicos é fundamental na excreção renal de fármacos 

catiônicos. Existindo alterações nesses transportadores, uma toxicidade renal pode 

ser induzida, como também a sua inibição possibilita a ocorrência de interações 

medicamentosas (ALBERTONI; SCHOR, 2015; DIEKJÜRGEN; GRAINGER, 2018). 

Todas as nove substâncias analisadas apresentaram-se como não inibidoras do 

transporte renal de cátions orgânicos em teoria (tabela 8). 

Após a absorção, as substâncias avaliadas apresentaram como localização 

celular de distribuição teórica as mitocôndrias (tabela 8). Seguindo a partir deste 

ponto, a maioria das drogas é metabolizada por enzimas encontradas 

fundamentalmente no fígado. Tal metabolização ocorre em duas fases. A fase I, que 

consiste nas reações de oxidação e redução, e a fase II, que são as reações de 

conjugação. Geralmente, o metabolismo converte compostos lipofílicos em 

derivados hidrofílicos, que podem ser excretados pelo corpo, geralmente pela urina 

(ARCO, 2005; RAUNIO et al., 2015). 

Referente à metabolização, todas as substâncias apresentaram-se como não 

substrato do complexo citocromo (CY) P4502C9 e 2D6. Apenas a 9 (dimetil) 

mostrou-se como substrato do CYP 450 3A4. Todas as moléculas foram inibidoras 

do CYP  1A2 e apenas a substância 1 (ácido caulerpínico) mostrou-se como não 

inibidora do complexo citocromo P4502C9 e 2C19, o que favorece tal molécula pois 

substâncias inibidoras podem desenvolver efeitos colaterais e falhas terapêuticas 

(RAUNIO, et al., 2015). Todas foram não inibidoras do CYP450 2D6, como também 

inibidoras do CYP450 3A4, com exceção da substância 1 (ácido caulerpínico) e 7 

(diisopentil). Apenas a substância 1 (ácido caulerpínico) demonstrou baixa 

promiscuidade inibitória do CYP, ou seja, não se apresenta como substrato de 

muitas enzimas (Tabela 8). 
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As enzimas do citocromo P450 são essenciais para o metabolismo e 

bioativação de muitos medicamentos, podendo ser inibidas ou induzidas por drogas, 

resultando em interações medicamentosas clinicamente significativas (LYNCH; 

PRICE, 2007; VASANTHANATHAN et al., 2009). Dentre as isoformas CYP2C19, 

2C9, 2D6, 1A2 e 3A4, esta interage com mais da metade dos medicamentos 

utilizados, fato observado nas substâncias 1(ácido caulerpínico) e 7 (diisopentil), e a 

CYP2C9 está envolvida no metabolismo dos antiinflamatórios não esteriodais 

(LYNCH; PRIME, 2007; RAUNIO et al., 2015; BRAZ et al., 2018; GHANNAY et al., 

2020).  

As reações catalisadas por CYPs geralmente transformam os xenobióticos em 

metabólitos inofensivos e excretáveis, mas, às vezes, um xenobiótico inócuo é 

transformado em um metabólito tóxico; dessa forma, é altamente desejável ter 

modelos que possam prever a interação com isoformas específicas. As ferramentas 

in silico são de fundamental importância pois fornecem uma previsibilidade de dados 

sobre ADME e propriedades de toxicidade de compostos (LYNCH; PRIME, 2007; 

RAUNIO et al., 2015). 

Para os parâmetros de toxicidade, foi possível constatar teoricamente que 

todas os compostos foram fracos inibidores do gene codificador de canais de 

potássio, HERG (gene relacionado com o éter-a-go-go humano), que codifica os 

canais de potássio e que são responsáveis pela repolarização normal de ação do 

músculo cardíaco (tabela 8). Mutações herdadas no gene HERG causam a síndrome 

do QT longo, um distúrbio que predispõe os indivíduos a arritmias potencialmente 

fatais. Este efeito colateral é uma razão comum para a falha do medicamento em 

testes de segurança pré-clínica. Modelos computacionais de predição in silico 

fornecem uma maneira rápida e econômica de rastrear compostos durante a 

descoberta inicial de drogas (SANGUINETTI; TRISTANI-FIROUZI, 2006; JING et al., 

2015). 

A previsão in silico de genotoxicidade, que evoluiu muito nos últimos anos, 

fornece um método estabelecido e aceito que define a primeira etapa na avaliação 

de impurezas reativas de DNA. Isso foi possível devido à crescente quantidade de 

dados confiáveis de triagem de Ames, às tentativas de compreender as vias de 

atividade e ao subsequente desenvolvimento de sistemas de previsão baseados em 

computador (WICHARD, 2017). 
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O teste de Ames é feito através da utilização de linhagens de bactérias 

Salmonella thyphimurium para medir a mutagênicidade das moléculas, ou seja, é 

empregado para a análise da atividade mutagênica de compostos químicos (DOS 

SANTOS et al., 2018). Sendo assim, o programa AdmetSAR, previu que todas as 

moléculas analisadas se apresentaram como não tóxicas pelo teste de Ames, como 

também não carcinogênicas e não prontamente biodegradáveis, apresentando 

categoria de toxicidade aguda III (tabela 8). 

De acordo com a avaliação dos parâmetros de toxicidade aguda em ratos nas 

propriedades de regressão (tabela 9), os resultados teóricos da ferramenta 

AdmetSAR mostraram que todas as substâncias estudadas apresentaram valores 

entre o intervalo de 22055 (substância 1- ácido caulerpínico) e 24938 (substância 9- 

dimetil), grau III de toxicidade, que inclui compostos com DL50 de valores superiores 

a 500 mg/kg e inferiores a 5000 mg/k, destacando-se, portanto, a substância 1 como 

a de menor toxicidade teórica. Também apresentaram baixa solubilidade em meio 

aquoso, destacando-se as substâncias 1- ácido caulerpínico (LogS de -4.1684) e 9- 

dimetil (LogS de -3.9410), possuindo, portanto, valores que representam um poder 

de absorção mais elevado (GUPTA et al., 2014). 

As propriedades de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade 

(ADMET) avaliadas no estudo in silico desempenham papéis importantes na 

descoberta / desenvolvimento de novos fármacos, sendo estas informações bastante 

úteis ao conduzir a avaliação de risco ambiental e humano (CHENG et al., 2012). 

A indústria farmacêutica atual procura desenvolver candidatos a medicamentos 

com menor potencial de impacto ambiental, embora tal risco tenha sido demonstrado 

como muito baixo. Através de técnicas analíticas modernas, resíduos de muitos 

produtos farmacêuticos ainda podem ser detectados no ambiente aquático. Dessa 

forma, uma melhor compreensão do metabolismo e da farmacocinética do fármaco 

pode resultar na administração de doses mais baixas para atingir o mesmo efeito 

terapêutico, menor duração da terapia, melhor direcionamento e melhor 

administração do medicamento, combinados com maior especificidade, levando 

diretamente a menores emissões do paciente para o meio ambiente e, portanto, 

menores resíduos ambientais (TAYLOR, 2015). 

De acordo com Hewitt et al. (2015), uso de ferramentas in silico no processo de 

desenvolvimento de medicamentos prevê uma ampla gama de propriedades, 

incluindo absorção, distribuição, metabolismo, eliminação e toxicidade, tornando-se 
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cada vez mais importante devido às mudanças na legislação e aos fatores éticos e 

econômicos para redução dos testes em animais. Embora tais ferramentas tenham 

sido usadas por décadas, permanece relutância em aceitar previsões com base 

nesses métodos, particularmente em configurações regulatórias. Essa apreensão 

surge em parte devido à falta de confiança na confiabilidade, robustez e 

aplicabilidade dos modelos. Para resolver este problema, os autores propuseram um 

esquema para a verificação de modelos in silico que permitia avaliar a validade 

científica dos modelos de acordo com os princípios de boas práticas de modelagem 

computacional. Eles relataram a implementação do esquema no âmbito do projeto 

"eTOX" (toxicidade eletrônica) e sua aplicação aos modelos in silico. 

A descoberta de medicamentos é um processo complexo e caro no qual 

convergem várias áreas do conhecimento. Os métodos computacionais têm 

contribuído, entre outras aplicações, para a análise eficiente de dados, a filtragem 

de coleções de compostos para selecionar moléculas para avaliação experimental, 

a geração de hipóteses para ajudar a compreender o mecanismo de ação de 

fármacos e o desenho de novas estruturas químicas. Além disso, métodos 

computacionais têm feito contribuições significativas para o desenvolvimento de 

medicamentos que estão em uso clínico (SALDÍVAR-GONZÁLEZ; PRIETO-

MARTÍNEZ; MEDINA-FRANCO, 2017). 

Processos in silico requerem não apenas um bom entendimento da mecânica 

de fluidos, mas também investimento em hardware, software e know-how. Na frente 

do hardware, colher todo o potencial do CFD requer recursos de computação de alto 

desempenho (HPC) e “clusters” de computação poderosos. Devido ao avanço da 

computação baseada em nuvem, existem inúmeras opções de baixo custo 

computacional em todo o mundo, mas o dilema de ponta versus computação em 

nuvem deve ser resolvido no que diz respeito às necessidades de desenvolvimento 

e escalas de tempo de processos correspondentes (CARDILLO et al., 2001). 

 

5.5 RESULTADOS DOS ESTUDOS in vitro  

 

5.5.1 Determinação das MIC da Caulerpina e análogos em cepas de 

Mycobacterium tuberculosis H37Ra  
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As Tabelas 10 e 11 apresentam as concentrações inibitórias mínimas (MIC) 

das substâncias testadas frente às cepas de M. tuberculosis (H37Ra) para a 

Caulerpina e seus análogos. Os valores foram obtidos a partir da realização de três 

a quatro experimentos independentes, e cada substância foi testada na faixa de 

concentração de 1,56 µM a 200 µM. As concentrações maiores não foram testadas 

devido a solubilidade dos compostos analisados. 

Dessa forma, as MICs foram determinadas usando o ensaio de redução de 

resazurina em microplaca (REMA), como um indicador de crescimento. Como 

controles positivos, foram utilizadas as moléculas antituberculosas usadas no 

tratamento da TB, rifampicina (RIF) e moxifloxacina (MOX). As substâncias testadas 

foram pesadas, tendo suas soluções preparadas em DMSO: ÁCIDO CLP, CLP 

DIISOBUTIL, CLP DIPENTIL, CLP DIETIL e CLP DIPROPIL, em um primeiro ensaio. 

Em seguida, seguindo a mesma metodologia, foram avaliadas: CLP DIPROPIL, CLP 

DIISOBUTIL, CLP DIETIL em um segundo ensaio. Foram preparadas soluções de 

trabalho usando caldo 7H9 Middlebrook para atingir as respectivas concentrações 

apresentadas, em seguida, diluições em série foram realizadas em microplacas de 

96 poços de poliestireno com fundo U. A concentração de DMSO foi mantida a 2,5 % 

em todos os poços do ensaio. Após adição das cepas bacterianas aos poços, 

procedeu-se com a incubação das microplacas à temperatura de 37 °C, durante 7 

dias para a M. tuberculosis. Após esta etapa, 30 μL de uma solução de resazurina 

(0,02 %) foi adicionado a cada poço, e os resultados obtidos foram avaliados após 

48 horas. A MIC de cada molécula avaliada foi considerada como a menor 

concentração de fármaco que impede uma mudança de cor de azul (resazurina) para 

rosa (resorufina) (MURADÁS et al., 2018). 

 

Tabela 10: Valores da CIM para a CLP e seus derivados contra Mycobacterium 

tuberculosis H37Ra. 

Molécula MIC(µM) 

CLP > 200 

Ácido caulerpínico > 200 

CLP diisobutil = 125 

CLP dipentil > 200 

CLP dietil = 125 
Cada substância foi testada na faixa de concentração de 1,56 microM a 200 microM, e concentrações 

maiores não foram    testadas devido a solubilidade dos compostos testados. Foram realizados de 3 a 

4 experimentos independentes.CLP dipentil (PM=512,268); ácido caulerpínico (PM= 370,10); CLP 

diisobutil (PM=482,22); CLP (PM=398,4); CLP dietil (PM=426,16); CLP dipropil (PM=454,19)  
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Tabela 11: Valores da CIM para a CLP e seus derivados contra Mycobacterium 

tuberculosis H37Ra. 

 

Molécula MIC(µM) 

CLP dipropil =150 

CLP diisobutil =125 

CLP dietil =175 
   Cada substância foi testada na faixa de concentração de 1,56 microM a 200 microM, e concentrações 

maiores não foram testadas devido a solubilidade dos compostos testados. Foram realizados de 3 a 

4 experimentos independentes. Dipropil (PM=454,526); Disobutyl (PM=482,5800; Dietil 

(PM=426,472) 

 

A realização de testes utilizando análogos da Caulerpina para avaliação da 

atividade contra M. tuberculosis foram descritas pela primeira vez por Canché Chay 

et al. (2014), que utilizaram a porção indol da Caulerpina para síntese de novas 

moléculas, sugerindo que este núcleo poderia fazer parte do arranjo estrutural 

responsável pela atividade contra a referida micobactéria.  

 Substâncias derivadas do indol (3-aril-1H-indois) também foram utilizadas, 

recentemente, por Etchart et al. (2021) como inibidores in vitro do crescimento de 

cepa Mtb H37Rv, utilizando a isoniazida como controle positivo. De acordo com os 

valores da concentração inibitória mínima (MIC) exibidos para os compostos 

testados, inferiores a 20µM, os resultados obtidos foram satisfatórios, pois 

demonstraram um efeito inibitório interessante, com atividade contra cepa sensível 

e cepas MDR, sem resistência cruzada. 

Assim, baseando-se nesses achados, o presente estudo considerou a 

importância da investigação dos efeitos de substituintes posicionados na porção 

éster CLP em um modelo in vitro de susceptibilidade de micobactérias a candidatos 

a fármacos. 

De acordo com os resultados obtidos, três substâncias demonstraram 

resultados relevantes, pois apresentaram concentrações inibitórias mínimas 

menores que 200µM.  No primeiro ensaio, CLP diisobutil (=125 µM), CLP dietil (=125 

µM) (tabela7) e, no segundo ensaio, CLP dipropil (=150 µM), CLP diisobutil (=125 

µM) e CLP dietil (=175 µM) (tabela 8), destacando-se a CLP diisobutil que, devido 

ao menor valor de MIC em ambos, mostrou-se como uma molécula promissora 

candidata a fármaco. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O estudo do docagem molecular dos derivados sintéticos da CLP, com as 

quatro proteínas analisadas (DpE1, Pantotenato sintetase, Enoil-ACP redutase e 

Diidrofolato redutase) demonstraram que os derivados sintéticos da Caulerpina 

obtiveram energias negativas em todas as enzimas em estudo, predizendo, dessa 

forma, a possibilidade de interação com todos os alvos em estudo. Além disso, o 

composto Caulerpina isobutil foi o de maior afinidade no alvo Pantotenato sintetase 

(PDB: 4MUE), apresentando menor energia de ligação (-167,091) quando 

comparada aos fármacos de controle positivo MOX (-105,491) e RIF (-153,738), 

como também foi observado que, para os quatro alvos em estudo, os derivados da 

Caulerpina apresentaram maior afinidade quando comparados a pelo menos um dos 

controles em estudo. 

A avaliação in silico para determinação dos parâmetros da biodisponibilidade 

oral, como também de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade 

(ADMET) revelaram que, dentre as substâncias derivadas da Caulerpa racemosa, 

(no total de nove substâncias: ácido caulerpínico, CLP diisobutil, dibutil, dipropil, 

dietil, dipentil, diisopentil, dialil, dimetil), sete demonstraram promissores perfis 

farmacocinéticos a partir dos resultados obtidos pela ferramenta Molinspiration 

(ácido caulerpínico, CLP diisobutil, dibutil, dipropil, dietil, , dialil, dimetil) sendo que, 

apenas duas (dipentil e diisopentil), violaram os princípios que regem as regras de 

biodisponibilidade teórica in silico. Ainda, estas avaliações demonstraram que, das 

substâncias analisadas, a maioria apresentou um bom padrão de solubilidade, 

estabilidade, não sofreram um metabolismo significativo no fígado e intestino. Com 

relação aos parâmetros teóricos de toxicidade, nenhuma apresentou potencial 

mutagênico, foram fracas inibidoras do HERG e pouco tóxicas. 

De acordo com a avaliação in vitro para determinação da susceptibilidade de 

micobactérias aos compostos, por meio da determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM), das moléculas de maior atividade em cultura de Mtb, destacaram-se, 

no primeiro ensaio, CLP diisobutil (=125 µM), CLP dietil (=125 µM) e, no segundo 

ensaio, CLP dipropil (=150 µM), CLP diisobutil (=125 µM) e CLP dietil (=175 µM), 

considerando as que resultaram em CIMs abaixo de 200µM. 
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Os ensaios de docagem molecular demonstraram bons resultados da CLP 

diisobutil frente ao alvo molecular Pantotenato sintetase de Mycobacterium 

tuberculosis. Segundo os parâmetros da biodisponibilidade teórica e do ADMET, 

esta molécula demostrou boa atividade, destacando-se como não substrato e 

inibidora da glicoproteína P, ou seja, apresentou bons resultados terapêuticos 

teóricos. Validando as predições in silico, na avaliação in vitro, esta molécula 

apresentou os resultados mais promissores (CIM=125 µM).  

Dessa forma, diante dos favoráveis resultados, cloncluiu-se que a caulerpina 

diisobutil demonstrou ser uma promissora molécula a ser testada em futuros testes 

in vitro e in vivo com vistas a desenvolver novas terapias para tratar a infecção 

causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis (Mtb). 
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