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RESUMO

GIMENES, Ana Carolina Ramos. Analise In Vitro e In Silico da Atividade Anti-
Mycobacterium tuberculosis De Derivados De Benzoiltioureias. 2026. 76. Defesa
de Mestrado — Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2026.

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada por Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) que afeta mais de 10 milhdes de pessoas. Atualmente, uma
preocupacao mundial € o aumento do numero de casos de resisténcia aos farmacos,
0 que ressalta ainda mais a necessidade de novas alternativas terapéuticas para a
TB, com menor tempo de uso e menor toxicidade. A parede celular desse bacilo
dificulta o desenvolvimento de novos antimicrobianos, porém, permite a utilizagao de
alvos especificos, essenciais a sua manutengdo, como as desidratases AB (HadAB).
Sua inibicdo afeta a sobrevivéncia dos bacilos, como ja demonstrado pelo farmaco
isoxil, derivado de tioureias, que exerce esse efeito. Aliada a isso, metodologias
mediadas por computador, como o docking molecular, permitem prever o encaixe da
molécula de interesse no alvo desejado, aumentando as chances de sucesso na
busca de novas moléculas inibidoras. No contexto da TB, sistemas de liberagdo de
farmacos, como os lipossomas, permitem a entrega direcionada ao alvo, além de
melhorarem a solubilidade das substancias. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar in vitro a atividade anti-Mtb de derivados de benzoiltiroureias livres e
encapsulados (RTB05, RTB32, RTB286 e RTB287). E, posteriormente, realizar
estudos in silico mais especificos para identificar novos possiveis hits, para que sua
atividade seja avaliada in vitro. Para isso, as substancias foram encapsuladas em
lipossomas catibnicos, obtendo-se tamanhos médios (277,98 a 477,03 nm) em
homogeneidade (20,60 a 26,86%) e nao agregados (42,30 a 46,15 mV). A partir disso,
a concentragao inibitéria minima (CIM) das substancias livres e encapsuladas foi
determinada frente a cepa sensivel Hs7rRv de Mtb, resultando em valores inibitérios
acima de 1,0 mM. Com base nisso, estudos in silico foram conduzidos com as
melhores tiouréias ndo oxidadas, da quimioteca do Laboratério de Sintese de
Moléculas Medicinais, como forma de reavaliar sua abordagem como pré-farmacos,
assim como o isoxil. Isso resultou em trés moléculas (RTB288, RTB299 e RML35)
que interagiam com pelo menos um residuo de aminoacido do sitio catalitico da
enzima HadAB (His41 e Asp36) e com uma das aguas de reconhecimento molecular
(HOH330, HOH339, HOH353 e HOH434). Elas ainda se adequaram a todas as regras
de farmaco-similaridade, apresentando alta absorcao intestinal e inibicdo da
glicoproteina-P em estudos in silico. Todas as moléculas foram encapsuladas
resultam em vesiculas estaveis (22,06 a 27,56 mV), de tamanhos variados (428,50 a
983,53 nm) e com homogeneidade apenas nas RTB288 e RTB299 (37,10 e 23,50%).
Posteriormente, um novo CIM foi determinado com as trés moléculas livres RTB288
e RTB299 apresentaram valores de CIM menores 7,81x10-3 mM, e RML35 apresentou
inibicao > 1,0 mM. Tais resultados abriram novas perspectivas para estudos futuros
com as substancias encapsuladas em cepas resistentes, além de estudos de
citotoxicidade frente a células de mamiferos, para determinar se os lipossomas
conseguem reduzir o efeito citotoxico das substancias.

Palavras-chave: tuberculose; HadAB; docking molecular; tioureias; lipossomas.



ABSTRACT

GIMENES, Ana Carolina Ramos. In Vitro and In Silico Analysis of the Anti-
Mycobacterium tuberculosis Activity of Benzoylthiourea Derivatives. 2026. 76.
Defesa de Mestrado — Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2026.

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) that affects more than 10 million people. Currently, a global concern is the
increasing number of cases of resistance to conventional drugs, which further
highlights the need for new therapeutic alternatives for TB, with shorter treatment times
and lower toxicity. The cell wall of this bacillus hinders the development of new
antimicrobials but allows the use of specific targets essential for its maintenance, such
as dehydratases AB (HadAB). Its inhibition prevents the survival of the bacilli, as
already demonstrated by the drug isoxyl, a thiourea derivative, which exerts this
mechanism of action. In addition, computer-mediated methodologies, such as
molecular docking, allow predicting the fit of the molecule of interest to the desired
target, increasing the chances of success. In the context of TB, drug delivery systems,
such as liposomes, allow targeted delivery to the target, in addition to improving the
solubility of substances. Thus, the objective of this work was to perform the in vitro
evaluation of the anti-Mtb activity of free and encapsulated benzoylthiourea derivatives
(RTBO05, RTB32, RTB286 and RTB287). Subsequently, more specific in silico studies
were conducted to identify new potential hits, so that their activity could be evaluated
in vitro. For this purpose, the substances were encapsulated in cationic liposomes,
obtaining average sizes (277,98 to 477,03 nm) in homogeneity (20,60 to 26,86%) and
non-aggregated (42,30 to 46,15 mV). From this, the minimum inhibitory concentration
(MIC) of the free and encapsulated substances was determined against the sensitive
Hs7Rv strain of Mtb, resulting in inhibitory values above 1,0 mM. Based on this, in silico
studies were conducted with the best non-oxidized thioureas from the chemical library
of the Laboratory for the Synthesis of Medicinal Molecules, in order to reassess their
potential as prodrugs, similar to isoxyl. This resulted in three molecules (RTB288,
RTB299, and RML35) that interacted with at least one amino acid residue of the
catalytic site of the HadAB enzyme (His41 and Asp36) and with one of the molecular
recognition waters (HOH330, HOH339, HOH353, and HOH434). They also met all the
rules of drug-similarity, showing high intestinal absorption and inhibition of P-
glycoprotein in in silico studies. All molecules were encapsulated, resulting in stable
vesicles (22,06 to 27,56 mV) of varying sizes (428,50 to 983,53 nm), with homogeneity
only in RTB288 and RTB299 (37,10 and 23,50%). Subsequently, a new MIC was
determined with the three free molecules. RTB288 and RTB299 showed lower MIC
values of 7,81 x 10°® mM, while RML35 showed inhibition > 1,0 mM. These results
opened new perspectives for future studies with resistant strains, including those of
the encapsulated substances, as well as cytotoxicity studies against mammalian cells,
to determine if liposomes can reduce the cytotoxic effect of the substances.

Keywords: tuberculosis; HadAB; molecular docking; thioureas; liposomes.
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1 INTRODUGAO

1.1 TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) €& wuma doenga infectocontagiosa causada por
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Os primeiros relatos historicos da infecgdo datam
a civilizagdes do periodo Neolitico, entretanto, a TB atualmente ainda se consolida
como um problema de saude publica (Hershkovitz et al., 2015). Atualmente, Mtb
infecta 10,7 milhdes de pessoas no mundo, das quais causa a morte de 1,23 milhdo
por ano, sendo 2024 o primeiro ano a apresentar uma queda no numero de casos
desde 2020. Entretanto, s6 em 2024, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
registrou 8,3 milhdes de novos casos de TB, sendo, pelo segundo ano consecutivo, o
maior valor de incidéncia ja reportado desde a fundagéo da organizagdo. Assim, em
2023, apos um hiato de trés anos devido a pandemia da COVID-19, a TB volta a
ocupar o topo da lista de maior causa de morte por um uUnico agente infeccioso no
mundo. O periodo pandémico consolidou-se como um grande retrocesso nos marcos
epidemioldgicos da TB, pois limitou o acesso da populagéo as unidades basicas de
saude e aos hospitais, o que resultou na diminuicdo do numero de pacientes com TB
diagnosticados e em tratamento. Estima-se que durante esse periodo (2020 — 2023)
houve uma lacuna de 2,7 milhées de casos que nao foram reportados em relatérios
oficiais e um excedente de mais de 700.000 mortes por TB nesse periodo (Figura 1)
(WHO, 2024, 2025).

Figura 1 - Numero de mortes por TB entre 2010 — 2023, estimando o efeito da
pandemia COVID-19 sobre o numero de 6bitos entre 2020 — 2023
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— A linha azul representa o nimero de mortes pela TB. — A area sombreada em azul representa o
intervalo de confianga de 95% do numero real estimado de mortes causadas pela TB. — A linha
vermelha mostra o nimero estimado de mortes que teriam ocorrido por causa da TB na auséncia da
pandemia de COVID-19. A area sombreada em vermelho mostra o excesso de mortes por TB
decorrente das interrupgdes associadas a pandemia de COVID-19.

Fonte — Adaptado de (WHO, 2024)

Em decorréncia disso, varios marcos definidos para 2025 pela “Estratégia de
Eliminagdo da Tuberculose” (do inglés End TB Strategy) tiveram que ser adiados, pois,
p. ex., a meta de reduzir em 50% a incidéncia de TB no periodo de 2015 a 2024 s6
atingiu 12%. Como agravante, a regiao das Américas registrou um aumento das taxas
de incidéncia pelo quarto ano consecutivo. Dentre os paises componentes dessa
regido, apenas o Brasil encontra-se citado em duas listas de alto indice de casos da
OMS: de TB e de TB com coinfecc¢ao de HIV (WHO, 2025).

Assim, o Brasil registra um total de 84.308 novos casos anuais, 0 que
representa um aumento de 21% em comparagao ao quadriénio de 2020 — 2024 e uma
alta de mais de 80% nas taxas de incidéncia entre 2023 e 2024. O que foi amplificado
pelo numero de mortes, ultrapassando um limiar de 6 mil, que sé foi observado antes
ha 26 anos (Figura 2). Fatores como a desnutricao e a desigualdade socioecondmica
sao alguns dos principais fatores que influenciam essa disparidade em comparacéao
com outras regides da OMS. Assim, populagdes vulneraveis, como as populagdes
pretas e pardas, representam 65,8% dos casos de TB no Brasil (Brasil, 2025; WHO,
2025) .

Figura 2 - Coeficiente de mortalidade e numero de o6bitos por TB no Brasil (2013 -
2023)
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Fonte — (Brasil, 2025) .

A transmissdo da TB ocorre por meio de aerossoéis contendo o bacilo,
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denominados particulas de Fligge, expelidos quando um individuo infectado fala,
tosse ou espirra. Uma vez suspensas e expostas ao ambiente, essas goticulas
ressecam (nucleos de Wells) e podem ser inaladas por outro individuo. Estima-se que
trés bacilos sejam suficientes para desencadear a TB; por isso, um paciente com a
infeccao ativa consegue infectar, anualmente, até 15 pessoas de seu convivio. (Figura
3) (Barreto et al., 2014; Donald et al., 2018; WHO, 2025). Dessa forma, habita¢des
mal ventiladas e umidas, como as favelas, facilitam a disseminacdo da doenca para

os demais membros da familia (Barreto et al., 2014).

Figura 3 — Mecanismo fisiopatoldgico de disseminagao de Mycobacterium tuberculosis

no hospedeiro
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®) Mtb atinge os pulmdes pela traqueia e infecta os macréfagos alveolares. ©) Esses macréfagos
infectados iniciam uma cascata de eventos que, eventualmente, recrutam células imunes e
desencadeiam a liberagao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). (@ O VEGF desencadeia
a formacéo de novos vasos sanguineos, levando, eventualmente, a um excesso de bombas de efluxo
do tipo ABC, geralmente a glicoproteina de permeacéo (gp-P), resultando em concentragdes mais
baixas de medicamentos durante o tratamento da tuberculose. ) Os novos vasos sanguineos também
permitem as células do sistema imune chegar ao local da infecgdo, onde a controlam por meio da

formagdo de granulomas. ® A contengdo bem-sucedida da infeccdo leva a fase latente e,
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eventualmente, a calcificagcdo. @ A falha na contengéo da infecgdo, devido a doengas predisponentes
ou a um sistema imunolégico comprometido, leva a ruptura do granuloma e a liberagdo de Mtb. ™ A
disseminagdo de Mtb leva a propagacdo da infecgdo para 6rgédos proximos, por meio dos vasos
sanguineos, com efeitos negativos na saude do hospedeiro.

Fonte — Adaptado de (Parida et al., 2024)

Em um novo hospedeiro, a mucosa do trato respiratério superior € a primeira
linha de defesa contra Mtb, podendo envolvé-lo no muco e elimina-lo por meio da
degluticdo. As bactérias que alcangam os alvéolos serao internalizadas por células
fagociticas, como os macréfagos alveolares, que entdo migram para o intersticio para
promover a destruicdo do bacilo. Concomitantemente, nos alvéolos, os bacilos que
evadem da fagocitose podem apresentar uma formag¢ado em cordas (Cord Formation)
capazes de se inserir nas jungdes célula-célula do epitélio, permitindo a disseminagao
do patégeno para o intersticio (Viljoen; Dufréne, 2023).

No intersticio, os bacilos podem ser efetivamente eliminados pelos macrofagos
ou replicar-se neles. Pode ocorrer a disseminacao de bacilos a partir do pulméo para
linfonodos adjacentes, permitindo a formagao de uma resposta imune adaptativa e a
disseminagao hematogénica dos bacilos para focos extrapulmonares (Alsayed;
Gunosewoyo, 2023; Leung, 1999).

Como estratégia de sobrevivéncia, os bacilos utilizam a formagdo em corda
para comprimir o nucléolo da célula fagocitica, diminuindo a eficacia da resposta
imune (Viljoen; Dufréne, 2023). Ademais, também sao capazes de induzir a formagao
de macréfagos espumosos, caracterizados pelo acumulo de lipidios, os quais
apresentam uma resposta imune atenuada e atuam como fonte de acido graxos
(Singh et al., 2012). Isso facilita a replicacao intracelular e a liberagao de bacilos no
espaco extracelular. Outros mecanismos de evasao envolvem a inibicao da maturacao
do fagossomo e o bloqueio da sua fusdo com o lisossomo e sua consequente
acidificacao, além da neutralizacdo de metais pesados e de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (Kanabalan et al., 2021; Liu; Liu; Ge, 2017).

Assim, estabelece-se um ciclo de liberacdo de bacilos pelos macrofagos
incapacitados e o recrutamento de novas células fagociticas para a contengao ou
eliminacado da infecgdo, denominada TB primaria. Todo esse processo exacerba a
resposta inflamatdria, levando ao aumento de citocinas sinalizadoras que fazem o

aporte de células imunes, as quais virdo a compor o granuloma, marco histopatolégico
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da TB pulmonar (Flynn; Chan, 2022). Os granulomas constituem-se de um
aglomerado de células imunes, como macrofagos, neutréfilos, células dendriticas,
fibroblastos e linfocitos B e T.

Em individuos imunocompetentes, os granulomas servem para “esterilizar” ou
conter a infecgao, tornando-se calcificados ou escleréticos (Chandra; Grigsby; Philips,
2022; Kanabalan et al., 2021). Portanto, em 90% dos individuos, a infec¢do primaria
permanece em laténcia (assintomatica e ndo transmissivel) por diversos anos até a
reativagcdo. Durante esses anos, Mtb permanece intracelular, em estado de
quiescéncia, reduzindo seu metabolismo para garantir sua sobrevivéncia (Lin;
Desmond, 2014). Dessa forma, nos dois primeiros anos, o risco de perpetuacao da
infeccdo no hospedeiro é maior, chegando a 5% (Barreto et al., 2014; WHO, 2025).

Entretanto, episédios de imunodepressdao podem levar a reativagcdo da
infeccdo, caracterizada como infeccdo secundaria. Fatores como coinfecgao pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), desnutricdo, uso de imunossupressores,
quimioterapia, alcoolismo, tabagismo, dependéncia quimica, diabetes descontrolada,
cancer, sepse e faléncia renal crénica sao facilitadores da reativacédo da TB (Luies;
Preez, 2020) . Nesse caso, ha progressao e maturacdo do granuloma, com maior
presenca de macréfagos espumosos € acumulo de residuos celulares no centro,
abrigando um nicho de bacilos e evoluindo para um centro necrético, marco dos
granulomas caseosos (Chai; Zhang; Liu, 2018) . E, quando esses colabam, formam
cavidades que permitem a liberagao de bacilos no meio extracelular, caracterizando a
TB ativa. A partir disso, os bacilos ganham acesso as vias aéreas e sao
aerossolizados, disseminando-se para novos hospedeiros e iniciando um novo ciclo
(Russell et al., 2009).

No inicio da infecgdo os sintomas sao inespecificos, como tosse seca ou
produtiva, sudorese noturna, febre e perda de peso, e em alguns casos é possivel
observar dor no peito e falta de ar, porém, em adultos, até 5% deles podem
permanecer assintomaticos (Korzeniewska-Kosela et al., 1994) . A maioria dos casos
de TB ativa, perto de 80%, manifesta-se na forma pulmonar, mas, também pode afetar
sitios extrapulmonares, como os sistemas linfatico, gastrointestinal, nervoso central,
reprodutivo, musculoesquelético e articular, além da pele e do figado. E em casos
graves, as lesbes sao disseminadas em multiplos 6rgaos, denominadas TB miliar
(Brasil, 2019, 2025; Lin; Desmond, 2014) .

A primeira linha de tratamento atual para TB suscetivel consiste
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majoritariamente em farmacos descobertos entre 1950 e 1970, sendo eles: isoniazida
(INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) e pirazinamida (PZA) (Figura 4) (Brasil,
2019; Chauhan et al., 2021). Esses, em adolescentes e adultos, sdo administrados
em esquemas extensos de seis meses, sendo os dois primeiros meses um coquetel
dos quatro farmacos seguido de quatro meses de RIF e INH. Enquanto, para criangas,
0 esquema permanece 0 mesmo, com a exclusdo do etambutol nos dois primeiros
meses. Dessa forma, esse esquema terapéutico compreende duas fases de acao:
inicialmente, os dois primeiros meses correspondem a fase de ataque, que visa reduzir
e eliminar os bacilos rapidamente, seguida da fase de manutencado, destinada a
eliminacao dos bacilos remanescentes e a prevencao do ressurgimento (Brasil, 2019).
Nos casos em que o esquema de tratamento € concluido, a chance de cura atinge
90%, enquanto, em pacientes nao tratados, a TB apresenta uma mortalidade proxima
de 50% (WHO, 2025) .

Figura 4 - Estrutura quimica dos compostos INH, RIF, EMB, PZA utilizados como

primeira linha de tratamento da TB
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Fonte — Autora, 2026.

Os mecanismos de acao de cada farmaco diferem entre si, porém, em sua
maioria, atuam sobre enzimas ou bloqueiam a sintese de moléculas essenciais para
a sobrevivéncia de Mtb (Figura 5). Portanto, atuam apenas em bacilos que estéo
metabolicamente ativos, como na TB ativa, e ndo naqueles em estado de quiescéncia,

para os quais € esperada a eliminagao pelo sistema imunolégico (Brasil, 2019) .
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Figura 5 — Farmacos utilizados para o tratamento da TB e seus respectivos alvos

moleculares de Mycobacterium tuberculosis
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A figura apresenta os alvos moleculares dos farmacos antimicrobianos, com cinco principais
mecanismos de agéo. Ligagao as proteinas de parede celular: frans-2-enoil-ACP redutase A (InhA), -
cetoacil-ACP sintetase A (KasA), genes que codificam as enzimas arabinosiltransferases (EmbAB),
proteina de ligacéo a penicilina (PBP) e ATP sintetase. Acdo na membrana celular, por degradacao da
membrana, como a polimixina e valinomicina. Agdo sobre a maquinaria de replicagdo do DNA: DNA
girasse. Impedir a tradugéo proteica do complexo ribossémico e da RNA polimerase. Atuagao nas vias
metabolicas: acido graxo sintase | (Fas-I), timidilato sintase (ThyA) e alanina desidrogenase (ADH).
Sendo que em vermelho estédo os farmacos utilizados para a TB.
Fonte — Adaptado de (Chauhan et al., 2021).

Apesar dessas alternativas de tratamento, as cepas resistentes aos anti-
microbianos de Mtb estdo em ascensdo. A resisténcia da bactéria se deve
principalmente a polimorfismos de nucleotidio Uunico (SNPs) e alteragoes
cromossOmicas (insergdes, delegdes, duplicagbes, inversbes e conversdes) no seu
genoma, visto que o bacilo ndo consegue realizar a transferéncia horizontal de genes
(Domenech et al.,, 2010; Shitikov et al., 2014; Silva-Pereira; Soler-Camargo;
Guimaraes, 2024). Trés grandes categorias de resisténcia de TB, segundo a OMS,
séo identificadas: TB RIF-resistente (RR — TB), TB multirresistente (MDR — TB,
resistente a RIF e INH) e TB extensivamente resistente (XDR — TB, resistente a RIF,
INH, fluoroquinolonas e a um farmaco injetavel de 22 linha) (WHO, 2025). Para esses
casos, o tratamento € modificado, passando a abranger esquemas terapéuticos mais
longos e personalizados para cada perfil de resisténcia.

Dessa forma, a abordagem terapéutica para casos de resisténcia requer um
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esquema individualizado para o paciente, considerando suas comorbidades,
toxicidade, alergias, entre outros fatores. No geral, esse deve abranger quatro
farmacos inéditos para o paciente, dos quais dois sdo essenciais para a atividade
bactericida, e os outros dois sdo de acompanhamento, que fornecem uma acao
protetora. Os farmacos sao administrados por um periodo minimo de 18 meses,
durante os quais a fase de ataque varia de 6 a 8 meses e a fase de manutengao se
estende até o final de um periodo estipulado. Segundo o Manual de Recomendagdes
para o Controle da Tuberculose no Brasil, deve compor o grupo um farmaco do grupo
A (levofloxacino, moxifloxacino e gatifloxacino), um do grupo B (amicacina,
capreomicina, canamicina) e dois do grupo C (etionamida, protionamida, terizidona,
cicloserina, linezolida e clofazimina), sendo os demais grupos utilizados apenas em
casos especiais, quando ndo ha farmacos novos para inserir no esquema (Figura 6).
E imprescindivel ressaltar que, além da maior duracéo, ha maior potencial de efeitos

adversos e pior prognostico para o paciente (Brasil, 2019).

Figura 6 — Classificagdo dos farmacos recomendados pelo Ministério da Saude do

Brasil para o tratamento da TB resistente
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Carbapenémicos e clavulanato de potassio (disponivel em associagdo com amoxicilina) devem sempre
ser usados em conjunto.
Fonte - (Brasil, 2019)

Atualmente, foram contabilizados 147.592 casos de MDR-TB e 25.140 de XDR-
TB no mundo. Em razao da gravidade, em 2024, a OMS incluiu as cepas de RR-TB
na Lista Prioritaria de Patégenos Bacterianos (do inglés, Bacterial Priority Pathogens
List) para o desenvolvimento de estratégias para o seu controle.

Apesar da alta chance de cura do tratamento da TB, ha um alto indice de
abandono devido a sua longa extensao, principalmente em populag¢des vulneraveis,
visto que, no Brasil, 40,8% das pessoas em situacdo de rua interromperam o
tratamento em 2023. Isso acentua ainda mais a problematica, pois elas sao 56 vezes
mais suscetiveis a desenvolver TB do que a populagdo em geral. Além disso, os
efeitos adversos dos medicamentos também sao outro fator contribuinte para a
desisténcia do tratamento; entre eles, o desconforto gastrico, a ictericia, as dores nas
articulagdes e as alteragdes cutaneas. E, em casos graves, pode levar a complicagdes
maiores, como ocorre em 3 a 8% dos casos, que resultam em faléncia renal,
hepatotoxicidade, convulsdes, polineurite, entre outros, que tende a se desencadear
principalmente em pessoas desnutridas, idosos, com doenga hepatica ou renal, ou
pacientes com HIV (Bhise, 2017; Brasil, 2019, 2025).

Tendo isso em vista, torna-se cada vez mais urgente a busca de novas
alternativas terapéuticas para a TB. Principalmente, que sejam acessiveis a toda a
populacdao, em esquemas de tratamento curtos, facilitando o acesso de pessoas em
situacao de rua ou privadas de liberdade. Ainda que apresente poucos efeitos toxicos,
pois 0 paciente com TB ja se encontra fragilizado, isso |he proporcionaria uma melhor

qualidade de vida.

1.2 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

A TB pode ser causada por um grupo de micobactérias que compartilham
aproximadamente 99,99% de similaridade gendmica, denominado o complexo
Mycobacterium tuberculosis (do inglés Mycobacterium tuberculosis Complex, MTBC),
composto por: M.tuberculosis, M.africanum, M.bovis, M.caprae, M.microti,

M.pinnipedii e M.canetti. Entretanto, em humanos, Mtb é organismo causador de 98%
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dos casos de TB (Lin; Desmond, 2014) .

O bacilo foi primeiramente descrito pelo médico alemao Robert Koch em 1882
como patégeno causador da TB (Kaufmann; Schaible, 2005). E um bacilo de
crescimento lento que se destaca por sua alta capacidade metabdlica como
organismo prototréfico, capaz de utilizar tanto fontes de carbono quanto de nitrogénio
na biossintese de moléculas essenciais a sua perpetuacao (Warner et al., 2025) .
Ademais, possui uma versatilidade respiratoria que, apesar de ser um microrganismo
aerobico, Ihe permite sobreviver em situag¢des de hipdxia, como as dos granulomas,
ao adotar um fendtipo de quiescéncia (Kalia et al., 2023).

Além da versatilidade metabdlica, Mtb, assim como outras espécies do género
Mycobacterium, é classificado como bacilo alcool-acido resistente (BAAR) por
apresentar uma parede celular com alto conteudo lipidico, que dificulta a entrada de
corantes, como aqueles utilizados na coloragao Gram (Lin; Desmond, 2014). A parede
celular € composta por 60% de lipidios, que fornecem uma superficie hidrofébica de
contato entre o bacilo e o hospedeiro, 0 que é importante para o reconhecimento, a
evasao e a modulacado do sistema imune. A parede celular divide-se em uma parte
externa, composta principalmente por glicolipidios, e uma parte interna, composta por
acidos micolicos (AMs). Abaixo da parede, situa-se o espacgo periplasmatico, que é
seguido pela membrana celular, responsavel pela regulagdo osmotica e pela

passagem de solutos (Figura 7) (Singh et al., 2018).

Figura 7 — Composicao da parede celular de Mycobacterium tuberculosis
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diaciltrealose; PIM = fosfatidilinositol manosideo; PDIM = ftiocerol dimicocerosato; LAM =
lipoarabinomanano.
Fonte — Adaptado de (Warner et al., 2025).

O genoma circular de Mtb codifica 6% de suas proteinas, aproximadamente
200, relacionadas a produgéo de lipidios, sendo metade delas destinada a f-oxidagao
de acidos graxos. Isso demonstra a importancia dos lipidios para a sobrevivéncia do
patdgeno, visto que essa barreira lipidica também defende contra as enzimas do
hospedeiro e impede a passagem de antibioticos. Isso pode ser visto
experimentalmente, onde em condi¢gbes anaerdbicas ocorre um espessamento da
parede, prolongando a sobrevivéncia do bacilo (Singh et al., 2018).

Os AMs séo acidos graxos (AGs) a-ramificados B-hidroxilados de alto peso
molecular (C7o — Co0) que podem variar, em complexidade e variabilidade,
interespécies (Brennan; Nikaido, 1995; Daffé; Draper, 1997). Sendo ja relatado na
literatura que esses lipidios sdo majoritariamente responsaveis pela viruléncia de Mtb,
como é o caso do fator corda (TDM) (Glickman; Cox; Jacobs, 2000). A formacéao
desses compostos requer a sintese de novo por Mtb, uma vez que néo € possivel
obté-los diretamente do hospedeiro.

Para isso, a rota sintética inclui duas etapas, a acido graxo sintase | (do inglés
Fatty Acid Synthase I, FAS-I), a qual inicia a sintese de cadeias alifaticas de AG (C22-
C2s), e € constituida por uma cadeia polipeptidica com diferentes dominios e sitios
cataliticos. Seguida pela acido graxo sintase Il (do inglés Fatty Acid Synthase Il, FAS-
II), constituida por quatro pares de enzimas que realizam o alongamento das cadeias
até atingirem Cus-Cs2, sendo elas, as B-cetoacil-ACP redutases (MabA), as -
hidroxiacil-ACP desidratases (Hads) AB e BC, a trans-2-enoil-ACP redutase A (InhA)
e as B-cetoacil-ACP sintetases (Kas) A e B (Figura 8). O processo completo também

se configura como uma condensacgéao de Claisen.
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Figura 8 — Vias de biossintese dos acidos micélicos a partir de acidos graxos em Mtb
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Biossintese, inibi¢cdo e regulagdo de AMs em Mycobacterium spp. A via de AM inicia-se com a sintese
de novo e o alongamento de AGs, catalisados pelas sintases FAS-I e FAS-Il. Os produtos da FAS-II
sofrem alongamento adicional e modificacdes para produzir os precursores de cadeia longa. A
carboxilagdo da acil-CoA (os produtos da FAS-I) gera o alquilmalonato, e a sua condensagdo com
cadeias mero produz o B-cetoéster que, apds reducéo, resulta no AM maduro.

Fonte — Adaptado de (Marrakchi; Lanéelle; Daffé, 2014)

Dessa forma, uma abordagem viavel para impedir a sobrevivéncia do bacilo é
inibir a biossintese de AMs, uma vez que se trata de um lipidio que o hospedeiro n&o
produz. Para isso, busca-se o desenvolvimento de farmacos inibidores, os quais
caracterizam-se como moléculas capazes de ligar-se ao alvo de interesse, impedindo
a ligacéo de seu substrato natural, e, consequentemente, bloqueando sua atividade.

No contexto de Mtb, um alvo molecular de interesse sdo as enzimas do sistema

FAS, em especifico, as desidratases que participam da terceira etapa do FAS-II. As
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desidratases (HadA, HadB, HadC), codificadas pelo mesmo conjunto de genes, cujas
proteinas se arranjam em heterodimeros HadAB ou HadBC para desempenhar
diferentes fung¢des na sintese de AMs. Em estudos mais recentes um novo dimero foi
descoberto, o HadD que, diferente dos demais, € codificado por outro gene, sendo ele
também capaz de se heterodimerizar com HadB para formar um complexo (Bories et
al., 2024; Lefebvre et al., 2020).

O dimero HadA possui a sequéncia de aminoacidos responsavel pela atracéo
e ligacdo do substrato, sendo eles o Arg86, Arg113, Asp113, His116, Met143 e
Phe116 (Figura 9C). Enquanto o dimero HadB possui os aminoacidos His41 e Asp36,
responsaveis pela atividade catalitica da enzima (Figura 9C). O heterodimero HadAB
participa do inicio do ciclo, dando origem a AGs de tamanho intermediario; para isso,
ambos os dimeros, compostos de folhas o e B, se conectam por ligacoes
intermoleculares e assumem uma conformacao de “cachorro-quente” dupla (Figura
9A). Enquanto o outro heterodimero (HadBC) esta envolvido nos processos finais do
ciclo, gerando cadeias alifaticas mais longas (Figura 9B) (De Melo Milani et al., 2024;
Dong et al., 2015; Singh et al., 2022a).

Figura 9 - Estrutura cristalografica dos heterodimeros HadAB e HadBC de

Mycobacterium tuberculosis

A B
k (A
¥ %
A A w
9y
F M
HadAB (4RLJ): HadBC (5ZY8):
HadA & HadB
& HabB ~ HabC
C Substrate
binding entry A _ Active site
Y 4 +~ S5y 5 - ~ G
g 71 w L \r-w—
[ (/%\/ ) e a* o~
,,/1!/L§:: v RN 4
91‘;116 1 - [
Phell6/ \ 1 Asp36
Aspl‘/‘/ /4’\/ ‘,‘/Met143 Y, 1 ~{y 3
FLS U @ N "{ Y Ry
<"§./ Jo ! } il ¥ . His41
) k{‘ 4 // 7 g
Y
Argll3 //
Arg86 /
..ﬁ% //

Estruturas cristalograficas da B-hidroxiacil-ACP desidratase. A) Complexo HadAB (PDB ID 4RLJ); B)



27

Complexo HadBC (PDB ID 5ZY8); C) Sobreposicdo dos complexos HadAB e HadBC, em que os
circulos pretos tracejados representam as regides de ligagdo do substrato e o sitio ativo, com os
aminoacidos criticos envolvidos.

Fonte - (De Melo Milani et al., 2024).

As desidratases, portanto, configuram-se como alvos potenciais para o
desenvolvimento de farmacos inibidores de suas atividades. Tendo com obijetivo final
a inibicdo da biossintese de AMs, como ja é visto em farmacos consolidados para o
tratamento da TB, como a INH (inibicdo da InhA) (Figura 8). Ainda, as enzimas Hads
nao possuem representantes similares no corpo humano, permitindo a idealizagao de
inibidores sem desencadear efeitos tdéxicos para o paciente (Bibens et al., 2023; Singh
et al., 2022c)

1.3 METODOLOGIAS DE DESCOBERTA DE FARMACOS AUXILIADAS POR COMPUTADORES

O conceito das metodologias de descoberta de farmacos auxiliadas por
computadores (do inglés Computer-Aided Drug Discovery, CADD) foi idealizado
primeiramente nos anos de 1960 por Hansch e colaboradores; entretanto, s6 nos anos
1980 a ideia ganhou for¢a no campo de estudo de descoberta de farmacos como uma
estratégia de economia de tempo e recursos. Desde entéo, as técnicas de CADD tém
sido constantemente atualizadas para abranger mais abordagens e metodologias
inovadoras. Assim, uma nova vertente paralela ao CADD ganhou forga: o
desenvolvimento de farmacos auxiliado por inteligéncia artificial (do inglés Artificial
Intelligence Drug Design, AIDD), com o objetivo de criar e analisar bancos de dados
de moléculas e suas atividades biolégicas (Wang et al., 2024). Em 2020, a AIDD teve
seu primeiro grande marco com o desenvolvimento na descoberta da molécula Halicin

(Figura 10), um potente antimicrobiano (Stokes et al., 2020)
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Figura 10 - Exemplos de moléculas com potente atividade antimicrobiana descobertas

por meio de metodologias computacionais
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Fonte — Autora, 2026.

Assim, as metodologias de CADD podem apresentar duas abordagens
distintas: o desenvolvimento de farmacos baseado na estrutura (do inglés Structure-
Based Drug Design, SBDD) e o desenvolvimento de farmacos baseado no ligante (do
inglés Ligand-Based Drug Design, LBDD) (Serhan, 1996). O LBDD, por focar na
estrutura do ligante, permite a aplicagédo a descoberta de farmacos em alvos cuja
estrutura ndo esta elucidada, utilizando-se de técnicas de modelos farmacoféricos
baseados no ligante e de estudos de relagado estrutura-atividade quantitativa 3D (do
inglés 3D Quantitative Structure-Activity Relationship, 3D QSAR). Isso desencadeou,
em 1986, a descoberta do antimicrobiano norfloxacino (Figura 10) (Wang et al., 2024).
Ao contrario, as metodologias de SBDD necessitam da estrutura do alvo molecular
para aplicar suas diferentes técnicas, como o docking molecular e a dindmica
molecular. Sendo esses altamente importantes na década de 1990 para a descoberta
de dois farmacos com atividade antiviral, o zanamivir e o oseltamivir (Figura 10)
(Ferreira et al., 2015; Kalyaanamoorthy; Chen, 2011; Wang et al., 2024).

Nesse contexto, o docking molecular, concebido em 1982, € uma metodologia

que permite o estudo de interacbes em nivel atdbmico entre moléculas e seu alvo,
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permitindo estimar o encaixe e a for¢a de interagao entre elas (Kuntz et al., 1982).
Para que isso ocorra, essa metodologia € sustentada por dois pilares principais: a
funcéo de busca e a de pontuacéo.

De modo geral, os algoritmos de pontuagcdo podem ser divididos em dois
grandes grupos. O primeiro deles baseia-se em uma metodologia sistematica, que ira
realizar diferentes modificagcbes conformacionais, exaurindo as possibilidades de
novas torsbes e mantendo em vista os aspectos fisico-quimicos de cada nova
estrutura para evitar uma “explosdo combinatéria” do espago amostral. Um exemplo
dessa metodologia € o algoritmo de construgdo incremental. Enquanto as
metodologias estocasticas realizam modificagdes aleatérias no ligante ou na
populagcdo do ligante, como se vé em algoritmos genéticos e de Monte Carlo.
(Goodford, 1985; Jones et al., 1997; Ma; Ajibade; Zou, 2024; Oshiro; Kuntz; Dixon,
1995).

Os algoritmos genéticos padrées processam a pose do ligante como um
cromossomo, composto de genes, que correspondem aos graus de liberdade do
ligante. A partir dessa analogia, nele podem ocorrer mutagbes ou crossover,
resultando em um novo cromossomo, ou seja, uma nova pose do ligante, que é
pontuada para ser descartada ou para passar para a proxima geragcdo. Assim, O
processo é repetido até a selegdo da melhor pose do ligante. Dessa forma, trata-se
de uma metodologia que utiliza conceitos da teoria da evolugdo de Darwin e da
genética mendeliana, sendo implementada em softwares como o Genetic Optimization
for Ligand Docking (GOLD). Entretanto, quando se baseiam na teoria fenotipica de
Jean Batiste de Lamarck, os algoritmos genéticos sdo chamados de Larmarkianos.
Lamarck postulava que tracos fenotipicos adquiridos durante a vida do individuo
poderiam ser transferidos para sua prole; assim, nos algoritmos, antes da
“transferéncia génica” ocorrem a otimizagao da populagcado e o posterior crossover.
Esse algoritmo genético € amplamente utilizado atualmente no software AutoDock
(Agu et al., 2023; Ma; Ajibade; Zou, 2024; Meng et al., 2011; Morris et al., 1998;
Rodrigues, 2016; Verdonk et al., 2003).

Em suma, as fungdes de busca procuram realizar uma pesquisa entre todas as
conformacgdes possiveis que o ligante pode assumir no sitio do alvo e escolher a que
for mais energeticamente favoravel, ou seja, a que se adequa melhor
tridimensionalmente (posi¢cao, conformacao e configuragao) ao alvo.

Enquanto as fungdes de pontuacdo sao responsaveis por calcular, por meio de
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equagdes matematicas, uma pontuagcdo que estima a afinidade ou o ajuste do
complexo ligante-alvo molecular (Paggi; Pandit; Dror, 2024; Wang et al., 2024). Essas
pontuagdes podem advir de diferentes metodologias, tais como os empiricos, que séo
resultantes da soma de varios parametros energéticos individuais favoraveis, como
ligacdo de hidrogénio, interagcao ibnica, entropia de ligagdo e efeito hidrofébico,
podendo haver penalizagdo por parametros que prejudiquem o reconhecimento
molecular, como, por exemplo, repulsao eletrostatica (Bohm, 1998; Head et al., 1996).
Outro exemplo sao as fungdes de pontuagdo baseadas em campos de forga classicos
que realizam a somatoria de interagdes nao-ligantes, eletrostaticas e de Van Der
Waals, sendo cada interagdo estimada por uma féormula matematica diferente e
estipulando-se um valor de corte e de importancia de acordo com a distancia delas
em relagdo ao alvo (Carlson; Jorgensen, 1995; Kollman, 1993; Meng et al., 2011;
Paggi; Pandit; Dror, 2024). No contexto de softwares disponiveis no mercado o GOLD
emprega diferentes sistemas de pontuacdes, nesse caso o ChemScore e ChemPLP
baseiam-se em fung¢des empiricas, o GoldScore em campo de forca e a ASP (Astex
Statistical Potential) em fungbes baseadas em conhecimentos estatisticos do Banco
de Dados de Proteinas (do inglés Protein Data Bank, PDB). Enquanto o AutoDock
baseia-se puramente em fungdes empiricas (Jones et al., 1997; Liebeschuetz; Cole;
Korb, 2012; Mooij; Verdonk, 2005; Morris et al., 1998; Verdonk et al., 2003).

1.4 ENzIMA HAD DE MTB COMO POTENCIAL ALVO MOLECULAR

Como demonstrado anteriormente, o arcabouco estrutural de M.tuberculosis é
altamente vantajoso para a sua sobrevivéncia no hospedeiro e contra os antibioticos.
Devido a isso, cada vez mais buscam-se alvos moleculares diretamente ligados a
biossintese de componentes da parede celular, como é o caso da enzima HadAB.
Uma das razbes deve-se a auséncia de enzimas correlatas na espécie humana,
diminuindo os possiveis efeitos adversos que o farmaco pode causar ao paciente.
Além disso, entre as espécies de Mycobacterium ha uma alta porcentagem de
conservacao de tais enzimas, permitindo o avango nos tratamentos de doencgas para
além da TB.

Em 1960, foi introduzido um farmaco contra TB denominado isoxil (ISO) ou

tiocarlida (CIM = 1,0 — 2,5 ug/mL) (Figura 11). Entretanto, seu uso foi logo depois
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interrompido devido a baixa absorcdo, e, consequentemente, fraca biodistribui¢ao.
Apesar disso, atualmente ele permanece como um dos principais expoentes do grupo
das tioureias no que tange ao tratamento de TB, gerando estudos para elucidar seu
mecanismo de ac¢do. Diversas teorias ligam a atividade desse composto a inibicdo da
biossintese de AMs por meio da ligagao covalente com a Cys61 do dimero HadA.
Entretanto, sua atividade & dependente de uma ativagao prévia por meio da oxidagao
do enxofre por uma flavina monoxigenase (EthA), classificando o ISO como pro-
farmaco (Kordulakova et al., 2007; Laborde; Deraeve; Bernardes-Génisson, 2017;
Phetsuksiri et al., 1999; Rego et al., 2018).

Figura 11 — Estruturas de moléculas (destaque em verde para o grupamento tioureia)
com atividade inibitdria frente a enzima HadAB de Mycobacterium tuberculosis
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Fonte — Autora, 2026.

Além desse, a tiacetazona (TAC) (CIM = 1,56 — 3,12 uM) (Figura 11), farmaco
de segunda linha da TB, também é um pro-farmaco da classe das tioureias com um
mecanismo semelhante ao do ISO. Devido a isso, mutagdes no residuo de Cys61 da
HadA impedem a ligagao do farmaco a enzima, ocasionando a resisténcia. Para isso,
Machaba e colaboradores (2017) modificaram a estrutura da TAC ao trocarem o
enxofre por oxigénio ou a amida por hidroxila, gerando uma série de compostos que
foram avaliados in silico frente a enzima HadAB mutante. Resultando em um hit da
série oxigenada, o composto ZINC00545600 (Figura 11) , com uma pontuag¢ao acima
das demais e mais interag¢des hidrofobicas com os aminoacidos do sitio ativo quando

comparado a TAC, o que comprovou prover, em simulagdes de dinamica molecular,



32

uma maior estabilidade nesse complexo (Abate; Koivula; Hoffner, 2002; Machaba et
al., 2017). Tais achados abrem caminho para uma série de novos estudos que
permitam contornar a resisténcia a TAC em cepas mutantes.

Singh e colaboradores (2022) demonstraram que o composto NSC19723
(Figura 11), selecionado a partir de uma triagem de 5000 moléculas pequenas de um
banco de dados, apresenta uma atividade inibitéria (CIM = 0,39 — 0,78 uM) frente a
M.bovis BCG e M.tuberculosis Hs7Rv, O composto NSC19723 (Figura 12) é
tiosemicarbazona de benzaldeido derivada de TAC, possuindo um mecanismo de
agao semelhante ao inibir o complexo HadAB (Figura 12), porém apresentando uma
atividade inibitoria mais efetiva que seu precursor. Ainda, atua melhor em combinacgao
com INH do que a TAC, e se provou eficaz em diminuir carga bacteriana em modelos
de camundongos BALB/C (Singh et al., 2022b).

Figura 12 - Mecanismo de ag¢ao do composto TAC e de seu derivado NSC19723
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Fonte — Adaptado de (Singh et al., 2022b)

De Melo Milani (2024) realizou uma triagem virtual de 99 benzoiltioureias
oxidadas, gerando as estruturas de seus respectivos acidos sulfénicos e seus
estereoisbmeros, em busca das moléculas que apresentassem os melhores
parametros in silico de inibigao frente a enzima MtbHadAB. As benzoiltioureias (Figura
13) utilizadas foram idealizadas e sintetizadas por Brito et al. (2020) a partir de um
estudo de relagao estrutura-atividade (REA), a qual visa analisar quais componentes
da molécula sao responsaveis por sua atividade bioldgica e a partir desse arcabougo
propor novas moléculas. O REA teve como base a estrutura do ISO, tendo em vista
que seu grupo farmacoforico tioureia possui uma extensa atividade antimicrobiana ja

relatada na literatura (Reddy et al., 2011). As analises de Brito et al (2020) resultaram
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em 53 moléculas que foram inseridas na quimioteca do Laboratério de Sintese de
Moléculas Medicinais (LaSMMed).

Figura 13 - REA empregado para constru¢cado das 53 benzoiltioureias da quimioteca
do LaSMMed
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Entre essas, quatro benzoiltioureias (RTB05, RTB32, RTB286 ¢ RTB287)
(Figura 14) apresentaram os melhores parametros de fitness score (FS) em
comparacgao ao ligante co-cristalizado e as demais moléculas foram selecionadas. E
este € um parametro que infere o encaixe da molécula no sitio do alvo molecular, isto
€, maiores valores indicam uma maior possibilidade de interagao com o sitio catalitico.
Isso se provou nos estudos de interagao ligante-alvo, no qual todas apresentaram ao
menos uma interagdo com os aminodacidos do sitio catalitico (Asp36 e His41) da
HadAB. Dessa forma, o presente trabalho se propde a dar continuidade a pesquisa
iniciada por De Melo Milani (2024) passando para os testes in vitro em Mtb.

Os processos fisioldgicos e bioquimicos ocorrem principalmente em ambiente
aquoso, antagonizando completamente a hidrofobicidade das tioureias selecionadas,
reflexo sobretudo de seu grande esqueleto carbodnico. De fato, De Melo Milani (2024),
por meio de variagdo de uma matriz de agua:dimetilsulfoxido (DMSQO) demonstrou a
insolubilidade das moléculas em sistemas que apresentavam uma maior propor¢ao

aquosa. Tais achados sao condizentes com os valores de cLogP, obtidos por meio da
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plataforma SwissADME, entre 2,70 e 3,73, apesar de ja apresentarem um valor melhor
em comparagao a ISO (cLogP = 4,18). No intuito de contornar esse problema,
propomos o emprego de sistemas de entrega de farmacos, como os lipossomas, uma
vez que sua porcao lipidica consegue interagir com a molécula e engloba-la,

melhorando a sua solubilidade em agua.

Figura 14 - Estruturas das tioureias RTB05, RTB32, RTB286 ¢ RTB287 selecionadas
pela triagem virtual realizada por De Melo Milani (2024). Nos retangulos abaixo das
estruturas estao representados os seus respectivos acidos sulfénicos bem como os

estereoisbmeros gerados a partr da oxidagdo da porgcdo toureia
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1.5 SISTEMA DE ENTREGA DE FARMACOS — LIPOSSOMAS

Além das dificuldades inerentes ao esquema terapéutico, a fisiopatologia da TB
também constitui um empecilho devido a baixa permeabilidade nos granulomas,
reduzindo a biodisponibilidade do farmaco e aumentando as chances de eliminagao
antes de alcancar o alvo. Para isso, sistemas de entrega de farmacos (do inglés Drug
Delivery Systems, DDS), nanoparticulas de polimeros ou lipidios constituem uma

alternativa atrativa para a TB (Allen; Cullis, 2004).
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Os lipossomas, vesiculas de fosfolipidios em dispersao coloidal aquosa, foram
primeiramente descritos em 1965 por Alec Bangham e colaboradores (Bangham;
Standish; Watkins, 1965). Sua utilizagdo ganha destaque por serem biocompativeis e
possuirem grande versatilidade em encasular biomoléculas e moléculas sintéticas
(Torchilin, 2005). Além de promover uma protecao adicional para a molécula, também
sao utilizados para melhorar tanto a solubilidade de moléculas altamente hidrofébicas
quanto seus parametros de toxicidade (Guo; Huang, 2014; Lee, 2020). Dessa forma,
durante o encapsulamento, substancias hidrofobicas se agregam passivamente na
camada lipidica, enquanto substancias hidrofilicas concentram-se no meio aquoso,
sendo necessaria uma metodologia ativa de insercdo do farmaco (Dolphin;
Chowdhary; Shariff, 2003).

Para isso, a particularidade de cada lipidio pode alterar drasticamente a
estrutura e as propriedades fisico-quimicas do lipossoma, dessa forma eles podem
ser classificados por seu tamanho, carga, ligantes e pH (Figura 15) (Nsairat et al.,
2022). De acordo com o tamanho, ainda podem se subdividir em vesiculas
multilamelares (500 — 5.000 nm), que possuem bicamadas lipidicas concéntricas ou
uma unica bicamada. As ultimas ainda podem ser classificadas como pequenas (<
100 nm), grandes (100 — 1.000 nm) e gigantes (> 1 um) (Nsairat et al., 2022; Torchilin,
2005). Vesiculas menores (100 — 150 nm) podem transitar pelas fenestras dos
capilares sanguineos e sdo mais provaveis de serem fagocitadas, enquanto, as que
possuem entre 50 e 100 nm chegam a evadir o sistema imune e a eliminagao (Kraft
et al., 2014; Merino; Zalba; Garrido, 2018). No epitélio pulmonar, devido as fenestras
dos alvéolos apresentarem uma abertura de 35 nm, para garantir a passagem, €&

necessario vesiculas ainda menores (Danaei et al., 2018; Townsley et al., 1988).
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Figura 15 — Esquema demonstrando os diferentes tipos de sistemas de liberagao
lipossomais
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Fonte — Adaptado de (Sercombe et al., 2015)

Ademais, no que tange aos ligantes, eles podem possuir, em suas vesiculas,
moléculas inertes biocompativeis (ex.: polietilenoglicol, PEG), como nos lipossomas
de circulagéo prolongada, que ajudam a evadir a opsonizagao pelo sistema imune e,
consequentemente, aumentam o tempo de meia-vida. Ou podem ser
imunoespecificos, possuindo anticorpos em sua extensdo, permitindo o
direcionamento dos farmacos ao seu alvo (Torchilin, 2005). Dessa forma, na literatura,
lipossomas visando alvos pulmonares normalmente utilizam-se de colesterol,
dicetilfosfato, fosfatidilcolina, e distearoil fosfatidiletanolamina-polietilenoglicol
(Donnellan; Giardiello, 2019; Ibrahim Bekraki, 2020). O colesterol (Col) (Figura 15) é
o lipidio mais amplamente utilizado; parte disso se deve a sua acessibilidade e
biocompatibilidade. Porém ele também realiza o controle do efeito de empacotamento
da bicamada, ao alinhar sua hidroxila com a cabeca polar de outros lipidios e suas
cadeias carbdnicas com a calda dos lipidios, o que fornece para a bicamada fluidez e
aumenta a viscosidade das extremidades polares. Geralmente, lipidios insaturados

conferem esse efeito as vesiculas, enquanto lipidios saturados aumentam a rigidez
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da bicamada. Nesse contexto, a fluidez da bicamada pode ser definida como a
facilidade com que seus componentes se movem e se rotacionam. A conformacéao das
hidroxilas e cabegas polares permite ao colesterol controlar a fluidez e permeabilidade
da membrana, evitando a interacdo e a incorporagdo de moléculas externas,
contribuindo para a estabilidade geral da vesicula e a entrega controlada do seu
conteudo (Lombardo; Kiselev, 2022a; Nongkhlaw et al., 2025).

Lipossomas também podem possuir cargas negativas, positivas ou neutras, a
depender da composigéo lipidica (Nongkhlaw et al., 2025). Os fosfolipidios s&o
constituidos de uma calda apolar e uma cabega polar, na qual se concentram as
cargas das moléculas (Lima et al., 2021). Assim, lipossomas anidnicos apresentam
grupos negativos na extremidade, como sulfatos e fosfatos, e lipossomas catidénicos
apresentam grupos positivos, como aménio quaternario ou aminas, como é o caso da
1,2-dioleoil-3-trimetilaménio propano (DOTAP) (Nongkhlaw et al., 2025). Lipossomas
de carga positiva possuem ampla aplicacéao no encapsulamento de biomoléculas de
carga negativa, como DNA e RNA, no tratamento de células tumorais, por
apresentarem afinidade por capilares angiogénicos, e em doengas do sistema nervoso
central, por conseguirem ultrapassar a barreira hematoencefalica (Dass, 2003;
Majzoub; Ewert; Safinya, 2016; Youn; Chen; Furgeson, 2014).

No caso da TB, lipossomas catiénicos podem surgir como uma alternativa visto
que, primeiramente, os fosfolipidios j& compdem naturalmente os surfactantes
presentes no pulméo, logo facilitam sua difusdo e ndo sao téxicos (Labiris; Dolovich,
2003). Ainda, sua carga facilita a interacdo com o endotélio celular, sendo esta
mediada por glicoproteinas dessas membranas, o que aumenta seu tempo de meia-
vida (Miller et al., 1998). Além disso, se interagirem com particulas anidnicas
circulantes, como proteinas, estas formam agregados que estimulam a fagocitose,
promovendo o acesso direto ao alvo intracelular nos macroéfagos (Allen; Cullis, 2004).
Entretanto, a cautela € necessaria, uma vez que cargas excessivamente positivas
podem agregar-se de forma descontrolada a componentes anidnicos, reduzindo sua
biodisponibilidade no sitio-alvo. Outra vantagem é que a solugdo de lipossomas
catibnicos tende a ser estavel devido a repulsdo entre as cargas. Assim, um dos
lipidios mais empregados na produgao desse tipo de lipossoma é o DOTAP (Figura
15) (Lombardo; Kiselev, 2022a).

Por fim, seguindo a teoria da elasticidade de bicamadas lipidicas de Helfrich, a

formacgao de vesiculas requer uma insergao de energia no sistema; assim sendo, é
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um processo ativo (Akbarzadeh et al., 2013). Este pode ser realizado por meio de
diversas técnicas, cada uma com suas especificidades, como por hidratagao do filme
lipidico (método de Bangham), por injecédo de solventes, por remogao de detergentes,
por evaporagao de fase reversa, entre outros (Lombardo; Kiselev, 2022a). A
hidratagdo de filme lipidico € a mais simples dentre elas e consiste na adicdo de
lipidios solubilizados em um solvente organico a um recipiente, seguida da
evaporagao do solvente, o que forma o filme lipidico. Em seguida, a solugdo aquosa
€ adicionada e, sob agitacao e aquecimento, formam-se as vesiculas (Figura 16). Esse
meétodo resulta em vesiculas multilamelares que, por meio de um sonicador, podem
ter seu tamanho reduzido a vesiculas unilamelares (Choudhury et al., 2025; Pinheiro
et al., 2011).

Figura 16 - Metodologia de producéao de lipossomas por hidratagdo do filme lipidico
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Fonte — Adaptado de (Basak; Das, 2025)

Dessa forma, os lipossomas foram obtidos a partir da metodologia de
hidratagéo do filme lipidico que, apesar de ser simples, provém uma boa eficiéncia de
encapsulagédo, principalmente para moléculas hidrofébicas (Lombardo; Kiselev,
2022a). Entretanto, é importante ressaltar que se trata de um método que requer a
esterilizagdo da solugao final; porém, metodologias que atinjam esse propodsito de
forma eficiente ainda ndo sdo encontradas. Atualmente a producédo de solucdes



39

lipossomais estéreis em larga escala ainda € um desafio, visto que a sua composi¢ao
pode ser afetada pelos métodos tradicionais de esterilizagdo, como por meio do calor
seco ou umido, o qual pode levar a hidrélise e a desnaturacgéo, e a radiacao gama (y)
ou ultravioleta, que pode causar a peroxidagcao ou a perda das propriedades dos
lipidios. Além destes, metodologias quimicas, como a utilizagdo de 6xido de etileno,
também séo ineficientes (Araki et al., 2018; Delma et al., 2021a; Toh; Chiu, 2013).
Cherdchom et al (2025), demonstrou que a irradiagdo UV-Vis em solugdes
lipossomais, apesar de causar alteragdes quimicas minimas, foi capaz de alterar a
atividade bioldgica delas. Ainda, demonstrou que, a depender dos lipidios presentes,
a esterilizagado na autoclave diminui a estabilidade da solu¢do e piora os parametros
de citotoxicidade (Cherdchom et al., 2025). Dessa forma, as opg¢des difundidas de
esterilizacdo baseiam-se na filtracdo da solucédo ou a sua produgido/manuseio em um
ambiente o mais estéril possivel. Entretanto, a filtragcdo requer uma membrana
esterilizante (0,22 um), ndo sendo aplicavel para vesiculas que excedem esse
tamanho (Delma et al., 2021b; Lombardo; Kiselev, 2022a). Além disso, estudos
demonstram que essa metodologia pode a conduzir uma redugéo de hidrocarbonetos
da estrutura final do lipossoma (Cherdchom et al., 2025).

A utilizagdo das técnicas de encapsulamento ja pode ser verificada nos
meétodos convencionais de tratamento da TB, como RIF e PZA, que ao serem
encapsulados em lipossomas aerolizados tiveram melhor acesso ao alvo nos alvéolos
e apresentaram menos efeitos adversos (Rojanarat et al., 2012; Vyas et al., 2004).
Enquanto Nongkhlaw e colaboradores (2025) formularam lipossomas contendo OX-
23, promissora molécula antimicrobiana (CIM = 1,56 yuM), mantendo a atividade anti-
M.tuberculosis. Além disso, para TB Ossea cronica, lipossomas contendo RIF,
incorporada numa estrutura 3D de cimento de calcio fosfato, ja sdo estudados para
melhorar a biodisponibilidade desse farmaco (Jin et al., 2025).

Em conclusao, a utilizagdo de lipossomas ja € amplamente difundida como

metodologia de apoio ao tratamento da TB.
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2 OBJETIVOS

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de derivados de benzoiltioureias em
M.tuberculosis e em seguida realizar analises in silico visando identificar novas

moléculas com potencial atividade inibitoria da enzima MtbHadAB.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Determinar in vitro o efeito inibitdrio em M.tuberculosis de benzoiltioureias

selecionadas por meio de triagem virtual previamente realizada

e Encapsular as substancias em lipossomas catiénicos;

e Caracterizar os lipossomas obtidos;

e Realizar o doseamento do farmaco encapsulado nos lipossomas;

¢ Determinar a metodologia de concentragdo inibitéria minima para Mtb.

e Realizar os ensaios in vitro para as substancias livres e encapsuladas.

2.1.2 Realizar estudos in silico para identificar novos compostos com atividade
inibitéria da enzima HadAB e analisar suas interagdes alvo-ligante e os parametros de

farmaco-similaridade.

e Preparar a estrutura da proteina e seu ligante co-cristalizado.

e Realizar o procedimento de validagdo de metodologia por redocking.

e Preparar as benzoiltioureias e verificar seus estados de ionizacao e seus
estereoisbmeros.

e Realizar o docking molecular e selecionar os melhores complexos.

e Analisar as interacbes alvo-ligante e os parametros de farmaco-
similaridade.

e Selecionar as moléculas mais promissoras para o encapsulamento e

conduzir novos ensaios in vitro.



41

3 METODOLOGIA

3.1 ENCAPSULAMENTO EM LIPOSSOMAS

3.1.1 Preparo das Solugbes Estoque

As solugdes lipidicas foram preparadas em cloroférmio (Sigma-Aldrich) nas
seguintes concentragdes: fosfatidilcolina de soja (SPC) (15,5 mmol/L), Col (54,3
mmol/L) e DOTAP (34,3 mmol/L). Concomitantemente, as solugbes das moléculas de
interesse foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich) a uma

concentracdo de 10 mmol/L. Todas as solu¢des foram armazenadas a -18 °C.

3.1.2 Hidratac&o de Filme Lipidico

Os lipossomas catibnicos foram elaborados por meio da metodologia de
hidratagdo de filme lipidico, seguindo a proporgéo 4,5:2,5:3 de SPC:DOTAP:Col,
obtendo-se a concentragao final de 1 mmol/L. Assim, para a preparacédo de 1 mL de
solugao de lipossomas, foram adicionados 7,28 yL da solugdo de DOTAP, 29 uL de
SPC e 5,54 uL de Col a um baldo de fundo redondo de 25 mL. O solvente presente
foi evaporado sob nitrogénio. Apds a secagem completa, foram adicionados 0,9 mL
de agua destilada sobre o filme lipidico e 0,1 mL da solugdo estoque da molécula. A
solugao foi submetida a banho ultrassénico por 15 min, em seguida, ficou por 30 min
(intercalando 1 min de agitagao e 1 min de descanso em ciclos de 30% de amplitude)
em um homogeneizador ultrassénico Q500 (20 kHz, 500 W, QSonica) sob banho de

gelo.

3.1.3 Caracterizacao dos Lipossomas

O equipamento Litesizer 500 (Anton Paar) foi utilizado para as medidas de
espalhamento dinamico de luz (do inglés Dynamic Light Scattering, DLS), que

resultam em valores de tamanho médio e potencial zeta. Todas as medidas foram
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feitas a temperatura ambiente, em diluigdo 1:1 (0,5 mL da solugao de lipossoma e 0,5

mL de agua ultrapura), visando, no minimo, 60% de transmitancia.

3.1.4 Doseamento das Moléculas

3.1.4.1 Espectro de varredura

As substancias foram solubilizadas em 1:1 (agua destilada: DMSO) com
concentracéo final de 50 umol/L. Utilizando-se das técnicas de espectrofotometria UV-
Vis, um espectro de absorgéo foi construido no intervalo de 250 nm a 500 nm de
comprimento de onda (A). A partir desses, o A de maior absorg¢ao foi determinado para

cada substancia e, posteriormente, utilizado na construgcédo das curvas de calibragéo.

3.1.4.2 Construcao das curvas de calibragao

A curva de calibragao foi construida com sete pontos (de 5 a 35 uM) para cada
molécula, aumentando-os em 5 uM. Para elas, utilizou-se uma matriz 1:1 de agua
destilada: DMSO, sendo o branco a matriz pura. As medidas de absorbancia foram
realizadas no espectrofotdmetro IL-593-Bl (Kasuaki) no A de maxima absorcéo de
cada molécula. A partir disso, foi gerada a equacao da reta, considerando validos
apenas valores do coeficiente de correlagéo (R?) acima de 0,95 (95%).

y: absorbéncia medida.

a: coeficiente angular da reta.
y=ax+b - .

x: coeficiente linear da reta.

b: variavel resposta.

3.1.4.3 Eficiéncia de encapsulamento (EE)

Em um filtro de 10 kDa, foram centrifugados por 30 min 400 pL da solugao de
lipossoma. O filtrado foi recolhido e diluido em agua destilada, em proporgao 1:1, e

em DMSO, em proporgao 1:1. Devido a composi¢do majoritariamente aquosa da
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solugdo de lipossoma, o volume de filtrado foi considerado agua no processo de
diluicdo. Em seguida, a absorbancia da solugdo foi medida no A maximo no
espectrofotdmetro 1L-593-Bl (Kasuaki). Posteriormente, o valor obtido foi aplicado a
féormula do item 3.1.4.2, resultando na concentracao final da solucéo. A eficiéncia de
encapsulamento foi determinada pela aplicagao do valor obtido a equagao a seguir.

EE: resultado em %

C. —
EE = le X 100 C;: concentragéo inicial (tedrica).
i

Cr: concentragéo final.

3.2 CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Uma cultura de Mycobacterium tuberculosis (Hs7Rv) foi estabelecida em agar
Lowenstein-Jensen a 37 °C por, no minimo, 40 dias de incubac&o. Posteriormente, o
bacilo foi suspenso em meio 7H11, composto de 7H10 (Sigma-Aldrich) suplementado
com glicerol, casitona e Middlebrook OADC, até atingir uma densidade celular de 1
McFarland (DensiCHEK Plus, Biomérieux), que foi posteriormente diluido 1:25. Em
seguida, as substancias foram diluidas em meio 7H11 com concentragdo maxima de
1 mmol/L. Em uma placa de 96 pogos, de fundo chato, foram adicionados 100 uL de
meio 7H11 em todos os pogos das colunas 3 a 10, e de 200 uL na coluna 11 para o
controle negativo. Posteriormente, 100 yL das substéncias diluidas foram adicionados
as colunas 2 e 3, e a diluigdo seriada foi realizada das colunas 3 a 9. Por fim, 100 uL
da suspensao de M.tuberculosis diluida foram adicionados aos pogos das colunas 2
a 10, sendo a ultima coluna o controle positivo. A placa foi vedada com Parafim® e
incubada por 7 dias a 37 °C. No sétimo dia, foram adicionados 50 pL da solugao
reveladora de resazurina (0,01%) a todos os po¢os, e a placa foi incubada por 24 h.
A revelacao considerou a mudanca de azul para rosa como indicativa de crescimento
bacteriano. Para pogos com coloragcédo azul ou roxa, aguardou-se um adicional de 24
h para confirmar a leitura da placa.

3.3 ANALISES IN SiLIcO

Todas as metodologias in silico seguiram as especificagées descritas por (De
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Melo Milani, 2024).

3.3.1 Preparacao do Alvo Molecular HadAB

A estrutura tridimensional da enzima HadAB de M.tuberculosis foi obtida a partir
do PDB (https://www.rcsb.org/) sob o codigo 4RLT (resolugéo de 2,05 A), a qual se
encontrava cocristalizada com o ligante Fisetina (FSE). Em seguida, no programa
Discovery Studio Visualizer (v.2021), a proteina teve seus artefatos de cristalizacéo,
como o glicerol e as aguas, retirados, exceto as quatro aguas que participam do
processo catalitico da enzima (HOH330, HOH339, HOH353 e HOH434).

3.3.2 Preparagao dos Ligantes

As moléculas foram desenhadas no programa ChemDraw (v.17.0, Revvity
Signals), em seguida, foram convertidas em suas estruturas 3D no Chem3D (v.17.0)
e a energia de cada molécula foi minimizada com o método de forga “MM2”. Todas as

123

moléculas otimizadas foram salvas no formato de arquivo “*.mol2”. Posteriormente, os
parametros de pKa, tautdmeros e estereoisbmeros foram verificados em pH 7,4 no

programa MarvinSketch (v.25.3.51, Chemaxon).

3.3.3 Docking Molecular

A enzima previamente modificada foi adicionada ao programa GOLD (v.2025.1,
Cambridge Structural Database), com a inclusao de todos os hidrogénios polares na
estrutura da enzima. Em seguida, as ligagdes proteicas rotacionaveis foram fixadas e
as aguas mantidas (HOH330, HOH339, HOH353 e HOH434) foram configuradas da
seguinte forma: “On” para Toggle, “Trans Spin” para Spin e a distancia de 1,0 A. As
coordenadas de insercao no sitio catalitico foram determinadas com base na posicao
da FSE (x =-1,147762; y = 22,863333; z = -30,444619).

Os ligantes foram mantidos flexiveis e permitiu-se um raio de 15,0 A no sitio de

ligacado, sendo submetidos a 10 execugdes na fungcdo de pontuacado GoldScore. A
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classificagdo dos ligantes foi feita com base no maior valor de FS em cada execugao.
Os complexos das melhores solugdes tiveram sua interagao ligante-alvo analisada no
Discovery Studio Visualizer (v.2021).

Para validagao do protocolo, foi realizado um redocking, a partir do qual foram
calculados os valores de desvio médio quadratico das posi¢des atdmicas (do inglés
Root Mean Square Deviation, RMSD) entre a pose do ligante cocristalizado e a pose
redocada. Os valores de RMSD < 2,0 A obtidos na fungdo GoldScore validaram o

protocolo estabelecido.

3.3.4 Analise das Propriedades de Farmaco Similaridade

As moléculas escolhidas tiveram seus parametros de farmaco-similaridade (do
inglés, druglikeness) e de biodisponibilidade oral estabelecidos com o auxilio da

plataforma online SwissADME (https://www.swissadme.ch/index.php, Swiss Institute

of Bioinformatics).


https://www.swissadme.ch/index.php
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENCAPSULAMENTO DAS RTB 05, RTB32, RTB286 E RTB287 EM LIPOSSOMAS

As moléculas a serem encapsuladas (RTB05, RTB32, RTB286 ¢ RTB287)
foram selecionadas em um estudo de triagem virtual de De Melo Milani (2024) frente
a enzima HadAB, sendo selecionadas as que apresentaram os melhores valores
relacionados ao encaixe no sitio catalitico da enzima. Assim, a metodologia de
hidratagdo de filme lipidico resultou na produgdo de vesiculas multilamelares (do
inglés Multilamellar vesicles, MLVs), que necessitaram ser diminuidos até formarem
vesiculas unilamelares; para isso, o0 método de sonicagado foi utilizado. Uma vez
prontos, os lipossomas foram caracterizados (tamanho, potencial zeta e indice de

polidispersao) por meio de DLS (Tabela 1).

Tabela 1 — Propriedades estruturais e elétricas dos lipossomas preparados

RTB Tamanho Médio (nm) Indice de Polidispersao (%) Potencial { (mV)
05 277,98 23,37 43,06

32 477,03 24,22 46,16

286 867,56 20,60 42,30

287 466,46 24,86 44,36

Fonte — Autora, 2026.

Para a caracterizagao foram utilizados trés parametros, sendo eles: tamanho,
potencial zeta e indice de polidispersédo. Estes podem ser utilizados para indicar se a
metodologia empregada na produgao dos lipossomas foi bem-sucedida, gerando uma
populacdo homogénea estavel. Além de serem parametros importantes para futura
aplicagao dos lipossomas em sistemas in vivo. O tamanho dos lipossomas obtidos
variou de 277,98 a 867,56 nm. Esses valores ainda se encontram acima do limiar
adequado para a utilizagdo em seres humanos, mesmo com a utilizacido do DOTAP,
que tende a produzir lipidios mais compactos devido as suas forgas de repulsao
(Nongkhlaw et al., 2025). Uma das possiveis justificativas do tamanho, pode ser que
a inclusao de colesterol no preparo de lipossomas eleve a média global de tamanho
(Lee et al., 2005). No contexto in vivo, lipossomas maiores sdo mais facilmente

detectados pelo sistema imune, levando a seu rapido metabolismo (Pinheiro et al.,
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2011).

Ja o potencial zeta ({) € uma propriedade que mede a carga presente na
interface da nanoparticula dispersa em um meio, nesse caso, aquoso;
consequentemente, ele pode ser altamente influenciado pela carga dos lipidios
utilizados. Em outras palavras, as cargas determinam a repulsdo eletrostatica e a
tendéncia de agregacao do sistema. Esse parametro € essencial ser determinado,
pois afeta a estabilidade da solucéo coloidal e suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas, que influenciam a interacdo com as células do hospedeiro e a
internalizacdo do farmaco (Lombardo; Kiselev, 2022b; Nongkhlaw et al., 2025;
Obiedallah et al., 2024). Assim, os valores obtidos variaram de 42,30 a 46,15 mV.
Apesar de se encontrarem levemente acima, os potenciais ainda se aproximam do
ideal. Segundo (Mansour et al., 2012), valores entre £ 30 mV podem ser considerados
como uma solucao coloidal estavel. Além disso, potenciais positivos excessivamente
elevados sdo mais danosos as células do que os negativos (Zhao et al., 2022).

Por fim, o indice de polidispersdo mensura, por meio de uma equacao
matematica que considera dois parametros, a uniformidade da populagao de vesiculas
do sistema coloidal. Dessa forma, solu¢gdes monodispersas sao populagdes
homogéneas que apresentam uma formulacdo estavel e segura, enquanto, a
heterodispersao nao é recomendada (Danaei et al., 2018). Transformando isso em
dados, valores iguais ou abaixo de 0,2 (20%) sdo os mais comumente aceitos no
manejo de lipossomas, enquanto, acima de 0,7 (70%) indicam uma soluc¢ao altamente
heterogénea (Clarke, 2013; Danaei et al.,, 2018). Assim, os lipossomas obtidos
apresentam valores entre 20,60 e 24,86%, indicando uma solu¢gao monodispersa, ou
seja, ha uniformidade entre as vesiculas.

ApOs a caracterizagdo, também € importante realizar a dosagem do farmaco
encapsulado para confirmar que a concentragao teorizada foi atingida. Para isso,
calcula-se a eficiéncia de encapsulacao a partir da equacéao da curva obtida para cada

composto (Figura 17).
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Figura 17 - Curvas de calibragdo de RTB05, RTB32, RTB286 ¢ RTB287
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Fonte — Autora, 2026.

Todas as curvas apresentaram um R? dentro dos parametros estipulados (>
95%), permitindo a dosagem adequada do farmaco. Nesse contexto, todos os
compostos apresentaram EE entre 98% e 100%, permitindo que os lipossomas
atingissem uma concentragao vesicular préxima ao desejado (1 mM) (Tabela 2). A alta
EE pode ser devida a natureza hidrofobica das moléculas que lhes permite uma
interacao maior com a camada lipidica dos lipossomas e a nao dispersao no conteudo
aquoso. Para os compostos RTB05 e RTB32, um fator que pode ter influenciado a EE
€ a massa molar dos compostos, que é, respectivamente, 510,63 g/mol e 434,53
g/mol, sendo maior que a dos compostos RTB286 e RTB287 (ambos 342,46 g/mol) e

0 que pode dificultar o encapsulamento das moléculas.
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Tabela 2 — Concentragcdo teorizada e a corrigida dos lipossomas com base na

eficiéncia de encapsulamento

Concentracio Tedrica Concentragao Corrigida
RTB EE (%)
(mmol/L) (mmol/L)
05 1,0 98,54 0,9854
32 1,0 96,14 0,9614
286 1,0 103,04 1,0304
287 1,0 103,56 1,0356

Fonte — Autora, 2026.

4.2 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS RTB 05, RTB32, RTB286 E RTB287 EM MTB

Em seguida, os testes progrediram para os ensaios in vitro visando identificar
a atividade anti-M.tuberculosis (Tabela 3). Além disso, como controles, foram
realizados o controle de esterilidade, o controle de crescimento bacteriano, o controle
da concentragdo de 10% de DMSO e, para os lipossomas, uma solugao de lipossomas
vazios. Sendo que tanto o DMSO quanto os componentes das vesiculas, por si, ndo

causaram danos ao crescimento bacteriano.

Tabela 3 - CIM das moléculas livres e encapsuladas frente a Mtb Hs7Rv
CIM (mM)

v ) 05 >1,0

Y
meﬁj 05, >1,0

4o jjf\ﬂ 32 >1,0
o s (j e e
u*u s 32, >1,0
T 286 >1,0
m N)kN/@
3 . R 286, >1.0
3 ©)< 287 >1,0
Fy i
/O
NN 287, >1,0

RIF experimental 3,65 x 106
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RIF
6,07 x 105- 1,21 x 10-3

(Palomino et al, 2002)

eanjeusyi]

INH
7,29 x 105- 1,82 x 103

(Chauhan et al, 2021)

L = lipossomas.
Fonte — Autora, 2026.

Como observado acima, todas as substancias, encapsuladas ou néo,
resultaram em CIM > 1,0 mM frente a cepa Hs7Rv, sensivel a todos os farmacos da
TB. Esses valores encontram-se acima das concentragbes desejadas para novos
farmacos, visto que, como base de referéncia, os farmacos atuais empregados no
tratamento da TB possuem CIMs relatadas na literatura de RIF = 6,07 x 105 - 1,21 x
10°mM e de INH = 7,29 x 10° - 1,82 x 103 mM (Chauhan et al., 2021; Palomino et
al., 2002). Além dos valores de CIM da literatura, a RIF (Rifaldin®), obtida no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina, teve sua CIM mensurada
experimentalmente (3,645 x 10 mM), confirmando que a cepa utilizada é sensivel a
este antimicrobiano e sendo utilizada como o controle do antibi6tico. Dessa forma, as
substancias n&o apresentaram atividade inibitéria sobre M.tuberculosis nas
concentracdes analisadas.

Inicialmente, nos estudos de estrutura-atividade, realizados por De Melo Milani
(2024), foi proposta a atuagcdo das benzoiltioureias como pré-farmacos que
precisariam de uma oxidacgao prévia para entdo poder atuar na HadAB, dessa forma,
todas moléculas foram desenhadas e triadas contendo um &cido sulfénico em sua
estrutura. A partir dos resultados obtidos, é possivel inferir que as moléculas poderiam
nao necessitar de ativagao para atuar na HadAB e que a presenca da oxidacao
superestimou as interagdes com o sitio catalitico e, consequentemente, a escolha das
melhores moléculas para inibir essa enzima. Outro fator que diminuiu a acuracia do
estudo foi a auséncia de uma estrutura cristalografica da enzima EthA, responsavel
pela oxidagao da porgao tioureia, logo, ndo foi possivel estimar de antemé&o sua
afinidade com as benzoiltioureias. Portanto, a hipétese de ativagao por esta enzima
baseou-se em dados obtidos para os mecanismos de outros derivados de tioureias,

como o ISO.
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4.3 DOCKING MOLECULAR DAS TIOUREIAS NAO OXIDADAS

Nesse contexto, tornou-se necessaria a realizacdo de um novo docking
molecular, mantendo-se o grupo tioureia sem oxidagdo. Para este, as treze
benzoiltioureias que apresentaram os maiores valores de FS foram elencadas e
preparadas em seu estado de menor energia (Tabela 4). E importante ressaltar que a
presenca do acido sulfénico gerava um centro quiral nas moléculas utilizadas no
trabalho anterior; portanto, a classificacao da tioureia, sem quiralidade, considerou a
meédia dos FS dos seus respectivos estereoisomeros.

Previamente ao docking, foi necessario realizar o processo de validagao do
protocolo para verificar se o programa (GOLD) consegue reproduzir a pose do ligante
cocristalizado obtida experimentalmente, nesse caso, a fisetina (FSE). Essa
estimativa é feita com base no parametro RMSD, que indica, com valores inferiores
de 2,0 A, a capacidade da funcdo de pontuacdo de simular a conformacgéo e a
orientagdo do ligante. Assim, seguindo todos os parametros das aguas e de
flexibilidade estabelecidos por De Melo Milani (2024), a fungao GoldScore foi validada,
sendo ela baseada na soma de caracteristicas fisico-quimicas das moléculas
(Kontoyianni, 2017; Meng et al., 2011; Vieth et al., 1999). Como pode ser observado
na Figura 18, ha quase completa sobreposicdo entre a estrutura do ligante obtida
experimentalmente e a do ligante gerado pelo programa, o que se refletiu no baixo
valor de RMSD (1,20 A).

Figura 18 — Estrutura do ligante cocristalizado FSE e o ligante simulado pelo GOLD

sobrepostas

A estrutura em cinza representa o ligante cocristalizado, e a em roxo, o ligante gerado pelo GOLD.
Fonte — Autora, 2026.
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A partir disso, o docking molecular foi realizado para os ligantes previamente
preparados, sendo importante acrescentar que estes nao apresentaram tautémeros
nem diferentes estados de protonagdo em pH 7,4, escolhido por ser o valor fisiol6gico
do ser humano. Assim, os resultados dessa metodologia foram expressos em termos
de FS, que representa a capacidade da estrutura dos ligantes de se encaixar no sitio
ativo da enzima. Nesse caso, foram informadas as coordenadas de ancoramento da
FSE, a partir das quais foi estabelecido um raio de 15 A. Logo, maiores valores de FS
indicam uma maior afinidade, enquanto o contrario também é verdadeiro. Os valores
obtidos no presente docking variaram de 61,57 a 85,37, enquanto os de Melo Milani
(2024) foram de 70,57 a 90,96 (Tabela 4). Para além do intervalo ser similar, as
posicbes das moléculas ndo variaram significativamente, como se observa que a

RTBO05 e a RTB32 mantiveram suas posi¢cdes no topo.

Tabela 4 - Comparagao entre o ranking de fitness score obtido por docking molecular

pelo presente trabalho e no de De Melo Milani (2024)

0] S
H H =58 IL
“ \\. -~ ki PRAR |
Estrutura geral:’ = N‘T’NT(@i Q/\AH T]»J i
L2 S 0 R,

RTB R4 Rz FS RTB R4 Rz F5
5 1 . H 90,96 5 A A RS H 8537
32 N A H 90,13 32 e H 80.75

299 3-NO24-Cl 67.02

288 74.06

288 ) 2.0Me §6.91

73,73

146 66,20

287 7345

130 6529
pid 13z 140 64,04
146 73.01
286 | 3.0Me 5365
286 7287
276 . 3.0Me 62.95
149 72,79 0 s
i :
P RML 35 @/9'1*"@ 62,67
RML 35 @A«)ﬁ, 7252
130 ; 3l 7183 207, 62.35
131 | 3l 7092 149 6193
140 ! 2-Cl TOAT 131 6157

60,21

Ligante @nrcl 60,72 Ligante

(de Melo Milani, 2024)

Pintado em cinza, representa a molécula com um diferente arcabouco estrutural, sendo ele derivado
do &cido cinamico.
Fonte — Autora, 2026.
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Portanto, com base apenas nos valores de FS, nao foi possivel estabelecer um
parametro de eliminagao entre as moléculas; logo, todas as 13 passaram para as
analises de interagao ligante-alvo. Nessa etapa, d&do-se as interagdes fortes, como
ligagcbes de hidrogénio, pois sdo elas que dao maior suporte para o reconhecimento
molecular. Além disso, para o caso da MtbHadAB, ja foi reportado previamente por
(De Melo Milani, 2024; Dong et al., 2015) que os residuos de agua no sitio ativo (His41
e Asp36) participam do processo de reconhecimento molecular e permitem o
desencadeamento da atividade catalitica, sendo eles HOH330, HOH339, HOH353 e
HOH43. Tendo em vista isso, dentre as 13 estruturas, apenas trés (RTB288 e
RTB299 e RML35) foram capazes de interagir com as aguas e os aminoacidos
cataliticos, enquanto dentre as demais, a unica molécula que se aproximou foi a
RTB130, ao interagir com a His41 (Figura 19).

Figura 19 - Interacdes intermoleculares das RTB288 e RTB299 e RML35 no sitio
catalitico da MtbHadAB
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TYR65

AN

ASN125
AN

RTB299

Fonte — Autora, 2026.

Assim, a RTB288 interagiu com ambos os aminoacidos relevantes do sitio
catalitico: uma ligacéo de hidrogénio do grupo tioureia ao oxigénio do Asp36 e uma
interacao pi-alquila do anel imidazolico da His41 ao carbono do grupo metoxila. Além
de uma ligacao de hidrogénio da agua (HOH353) ao enxofre da tioureia. Ja a RTB299
realizou trés ligagdes de hidrogénio com as aguas HOH330 e HOH339, por meio dos
oxigénios do grupo nitro. Além de duas interagdes com o anel imidazoélico da His41,
uma Tr-alquila com o atomo de cloro e a outra n- = em formato de T com o anel
benzénico. Por fim, a RML35, diferente das demais, € um derivado do acido cinamico,
por isso, difere no arcabougo estrutural. Assim, sua carbonila realizou uma ligagao de
hidrogénio com a agua HOH353 e outra interagcao pi-enxofre do S da tiroueia com o
nitrogénio do Asp36.

Assim, como forma de comparagao, a FSE (Figura 20) realizou duas ligagdes
de hidrogénio com os residuos de agua, sendo, ambas no nucleo cromona, uma com
a hidroxila do anel benzénico (HOH330) e a outra com a carbonila (HOH353).
Enquanto a hidroxila do grupo catecol interagiu, por ligacdo de hidrogénio, com o
oxigénio da Asp36. Logo, as interagdes no sitio catalitico observadas com as trés
benzoiltioureias (RTB 288 e 299 e RML35) justificam a sua escolha como potenciais
inibidores da enzima MtbHadAB.
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Figura 20 - Interagbes intramoleculares do ligante co-cristalizado FSE com a
MtbHadAB
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Fonte — Autora, 2026.

Uma vez escolhidas, as suas propriedades de farmaco-similaridade foram
avaliadas na plataforma SwissADME. No campo de estudo de farmacos, o conceito
de farmaco-similaridade constitui-se como importante, pois determina “caracteristicas
ideais” que um farmaco deve ter em termos de absorcao por via oral. Esse conceito
pode ser regido por diferentes regras, como as de Ghose, Egan, Muegge, entre outros.
Os parametros abordados nesse trabalho seguirdo as recomendagdes de Lipinski et
al. (2001), com a extensao de Veber et al. (2002). Em 2001, Lipinski e colaboradores
determinaram o que é chamado de “Regra dos Cinco”, as quais apresentam
parametros ideais para um farmaco apresentar uma boa absorcdo, sendo esses:
massa molecular (MM) < 500 gmol', n° de aceptores de ligagdes de hidrogénio
(n°.ALH) < 10; n° de doadores de ligacdes de hidrogénio (n°.DLH) <5 e um logP < 5.
Apos um ano, Veber et al, apresentaram parametros adicionais a essa regra,
acrescendo os valores de n° de ligagbes rotacionaveis < 10 e Topological Polar
Surface Area (TPSA) < 140 A% Quando se adequam todos esses parametros, espera-

se que as moléculas apresentem boa absor¢cdo e, consequentemente, boa
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disponibilidade oral (Lipinski et al., 2001; Veber et al., 2002).

Dessa forma, como observado na Tabela 5, todas as moléculas se adequaram
aos parametros, sem violagdes. Além disso, quanto a absorc¢ao, todas as moléculas
apresentariam alta absorcdo intestinal, parametro ideal para a formulagdo de

farmacos de via oral.

Tabela 5 - Propriedades de Farmaco-similaridade, Absorcao, Distribuicdo e Inibigao
da RTB288, RTB299 e RML35

RTB288 RTB299 RML35
N L o s AY° o s
@A*Q pea h @Mk@
MM (g/mol) 342,46 370,21 282,36
A n°.ALH 2 3 1
8 n°.DLH 2 2 2
% LogP 4,29 3,34 3,31
% TPSA (A?) 82,45 119,04 73,22
8
n°.Rot 7 6 6
Absorgao intestinal Alta Alta Alta
Z
9
gx
Substrato da gp-P Nao Nao Nao
=
% Perme.BHE Néao Néao Sim
gi
CYP1A2 Sim Sim Sim
2 CYP2C19 Sim Sim Sim
g CYP2C9 Sim Sim Sim
§ CYP2D6 Néo Néo N&o
- CYP3A4 Sim Sim Nao

MM = massa molecular; n°® ALH = nimero de aceptores de ligagédo de hidrogénio; n° DLH = niumero de
doadores de ligagao de hidrogénio; LogP = lipofilicidade; TPSA = area de superficie polar; n° Rot =
numero de ligagdes rotacionaveis; gp-P = glicoproteina; Perme. BHE = penetragdo na barreira
hematoencefalica.

Fonte — Autora, 2026.
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Ademais, todos foram classificados como n&o sendo substrato da
glicoproteina-P (gp-P), macromolécula diretamente relacionada a resisténcia aos
farmacos da TB. A gp-P € uma proteina transmembrana que atua como bomba de
efluxo para transportar o farmaco do meio intracelular para o extracelular, reduzindo
a concentragao absorvida e contribuindo para a resisténcia. Portanto, , farmacos que
nao sao substratos de gp-P, como os trés avaliados, evitam ter sua taxa de absorgao
diminuida. Assim, como observado na figura 3, as proteinas gp-P também conseguem
atuar em novos vasos sanguineos, diminuindo a concentragdo dos medicamentos,
entretanto, estudos ainda estdo sendo desenvolvidos para determinar se a melhor
abordagem é a terapia conjunta com um inibidor dessa bomba de efluxo (Huber;
Maruiama; Almeida, 2010; Parida et al., 2024).

Por fim, os trés compostos sinalizaram a inibigao de diferentes CYPs (CYP1A2,
CYP2C19 e CYP2C9) e RTB288 ¢ RTB299 para a inibicdo da CYP3A4. Esses
parametros devem ser analisados em estudos futuros, pois as CYP 2C19, 2C9 e 3A4
sao as maiores responsaveis pelo metabolismo de farmacos antirretrovirais, e é
sabido que, principalmente no Brasil, o n° de pacientes de TB com coinfecgdo de HIV
€ alto. Para além disso, outras interacbes medicamentosas devem ser estudadas para
individuos usuarios de polifarmacia, visto que a CYP450 é responsavel por até 80%
do metabolismo dos farmacos atualmente disponiveis (Gong et al., 2019; Zanger;
Schwab, 2013).

4.4 ENCAPSULAMENTO DAS RTB288, RTB299 E RML35 EM LIPOSSOMAS

O encapsulamento das substancias resultou em duas solugbes lipossomais
contendo vesiculas de tamanho médios, como € o caso da RTB299 (428,50 nm) e do
RML35 (623,10 nm) (Tabela 6). Entretanto, mudando drasticamente das demais, as
vesiculas da RTB288 apresentaram tamanhos de 983,53 nm, abrindo margem para
necessidade futura de realizar um passo adicional de extrusamento visando reduzir
as vesiculas. Apesar disso, os demais parametros indicam que € uma solugao estavel
(22,06 mV) e monodispersa (37,10%).

As demais solugdes também apresentaram valores de potencial zeta que
indicam estabilidade. Entretanto, o valor de polidispersdo da solucao lipossomal da

RML35 indica uma populagao altamente heterogénea, com um valor acima de 70%,
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levantando uma possivel diferenga na concentragdo do farmaco encapsulado entre os

diversos tamanhos de lipossomas. Chamando a atengéo para uma possivel alteragéo

da metodologia de produgdo dos lipossomas, como a adicdo de uma etapa de

extrusamento.

Tabela 6 — Propriedades estruturais e elétricas dos novos lipossomas preparados

Composto Tamanho Médio (nm) Indice de Polidispersao (%) Potencial { (mV)
RTB288 983,53 37,10 22,06
RTB299 428,50 23,50 24,80
RML35 623,10 79,60 27,56

Fonte — Autora, 2026.

Para dosar a quantidade encapsulada por cada lipossoma, primeiramente foi

necessario estabelecer o comprimento de onda de maior absorgéo por meio de uma

varredura (de 250 nm a 500 nm) para cada molécula (Figura 21). Resultando em 260

nm para ambas, RTB288 e RTB299, e 265 nm para RML35.

Figura 21 — Espectro de varredura UV-Vis das moléculas RTB288, RTB299 e RML35

entre os comprimentos de onda de 250 a 500 nm
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Fonte — Autora, 2026.
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A partir disso, foi possivel construir as curvas de calibragcao (Figura 22) para

cada composto. Sendo que todas apresentaram coeficientes de correlagdo acima de

99%, indicando uma relagao linear confiavel.

Figura 22 - Curvas de calibragdo dos RTB288, RTB299, RML35 para o posterior

doseamento e EE
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RML35
y = 0,01763x - 0,002143
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Assim, todas as trés moléculas apresentaram EE entre 97,73% e 99,27%,
demonstrando que houve menos de 10% de falha no processo de encapsulamento,

chegando a uma concentragéo corrigida que se aproxima do desejado de 1 mM.

Tabela 7 — Concentracao teorizada e a corrigida dos novos lipossomas com base na

eficiéncia de encapsulamento

Concentracao Teodrica Concentracao Corrigida
Compostos EE (%)
(mmol/L) (mmol/L)
RTB288 1,0 99,27 0,9927
RTB299 1,0 98,05 0,9805
RML35 1,0 97,73 0,9773

Fonte — Autora, 2026.
4.5 ATIVIDADE BioLOGICA DA RTB 288, RTB 299 E RML 35

Seguindo os mesmos protocolos anteriormente estabelecidos, as substancias

nao encapsuladas foram testadas in vitro frente a cepa Hi7Rv da TB, suscetivel a todos

os farmacos.

Tabela 8 - CIM da RTB288, RTB299 e RML35 frente a Mycobacterium tuberculosis
(Hs7Rv)

CIM (mM)

~, ,,L:/
@ii@ RTB288 <7,81x10°

lejus

wiadx3gy

ONOiNiuQ | RTB299 <7,81x103
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RML35 >1,0
RIF experimental 3,65 x 106
RIF

6,07 x 105- 1,21 x 10-3

(Palomino et al, 2002)

eJnjesd)i

INH
7,29x10%-1,82x 103

(Chauhan et al, 2021)

Fonte — Autora, 2026.

Como se vé na Tabela 8, o derivado do acido cindmico nado apresentou
atividade inibitéria nas concentragbes testadas; entretanto, as demais moléculas
apresentaram boa inibicdo do crescimento, ficando abaixo do intervalo de
concentragdes utilizado. Dessa forma, testes futuros serao realizados para determinar
a CIM de ambos os compostos, avaliar a encapsulacao e verificar se a atividade é
mantida. Por fim, ensaios de citotoxicidade em células de mamiferos (LLCMK2) serao
realizados para todos os compostos, tanto encapsulados quanto livres, para
determinar se o encapsulamento reduz o perfil toxico das substancias.

O processo de realizagdo dos ensaios in vitro com os lipossomas tem sido
dificultado pela falta de um processo estéril seguro de realizacdo, levando a
necessidade de refazer a solugao toda vez que uma contaminacgao € encontrada. Visto
que, mesmo com nosso lipossoma de menor tamanho (RTB05 = 277,98 nm), ainda
nao é aplicavel a filtragdo com membrana estéril, sendo recomendada para vesiculas
menores que 200 nm. E, apesar do cuidado na producéo, a contaminagao € um risco
grande por ser um sistema aquoso e que necessita ao final de um sonicador de haste,
inviabilizando, por exemplo, a producdo dentro de um fluxo laminar para impedir
interferentes do ambiente. Assim, todo o processo de testagem in vitro é prolongado
e acarreta um consumo maior de insumos.

Além disso, durante os ensaios preliminares de citotoxicidade foi possivel notar
um grande salto no valor das absorbancias dos pogos tratados com as substancias
encapsuladas, chegando ao triplo do valor dos pogos de controle de crescimento

celular. Ainda, apesar de n&o apresentar uma aparente contaminagao sob
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microscopia, € possivel observar o acumulo de sedimentos com aparéncia amarelada
nos pogos tratados, os quais diminuem com a concentracdo do lipossoma. E sabido
que a composic¢ao do lipossoma interfere no seu processo de interacdo a membrana,
nesse contexto, as vesiculas catibnicas sofrem atragdo eletrostatica das cargas
negativas dos fosfolipidios da membrana, como o fosfatidilglicerol, permitindo uma
melhor interagdo (Botet-Carreras et al., 2023; Stebelska et al., 2007). Apesar disso,
alguns estudos sugerem que, devido ao fato de que os cristais de formazan séo
particulas lipidicas, esses sdo atraidos para os lipossomas; adentrando e acumulando
neles. Posteriormente, ao serem endocitados o conteudo é liberado promovendo um
acumulo desses cristais no citosol, aumentando sua agregacao, levando a uma
aparente maior viabilidade celular do que de fato existe (Angius; Floris, 2015; Stockert
et al., 2012; Torchilin; Zhou; Huang, 1993). Entretanto mais estudos e experimentos

sao necessarios para chegar a uma conclusao sob a natureza dos achados.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que as moléculas (RTB05, RTB32, RTB286 ¢ RTB287),
previamente selecionadas no trabalho de De Melo Milani (2024), foram encapsuladas
com eficiéncia proxima de 100%. Possuem caracteristicas de uma solug¢ao coloidal
homogénea (20,60 a 26,86%) e estavel (42,30 a 46,15 mV) com vesiculas de tamanho
variavel para cada molécula, de 277,98 a 477,03 nm. Além disso, foi possivel
determinar que a concentragdo inibitéria, tanto das substancias livres quanto das
encapsuladas, ficou acima de 1,0 mM, o que sugere que as essas, diferentemente do
isoxil, ndo necessitariam de pré-ativagao pela enzima EthA. Portanto, foi necessaria a
condugado de um novo estudo in silico para revisar o ranking obtido no trabalho
anterior, resultando em uma classificacdo com FS semelhante, sem variacbes
notaveis nos valores obtidos. Nesse contexto, foram necessarios estudos mais
aprofundados da interacao ligante-alvo para identificar quais moléculas apresentam
maior potencial de interagir com os aminoacidos cataliticos e com os quatro residuos
de agua ao redor. Assim, foram selecionadas trés substancias, RTB288, RTB299 e
RML35, que, além de apresentarem interagdes relevantes, também atenderam aos
parametros de farmaco-similaridade e a alta absorgcdo gastrointestinal preditos.
Posteriormente, as moléculas foram encapsuladas resultando em lipossomas com
tamanhos médios de 428,50 nm (RTB299), 623,10 nm (RML35) e 983,53 nm
(RTB288), sendo necessario estudar a possibilidade de aplicar metodologias de
extrusdo. Ademais, todas solugcdes possuem uma estabilidade quanto a sua repulsao
eletrostatica (22,06 mV a 27,56 mV). Entretanto, diferentemente das demais, a RML35
encapsulada apresentou uma populagdo heterogénea (79,60%), ou seja, néo
apresentou uma uniformidade na amostra. Por fim, nos ensaios in vitro, as substancias
livres escolhidas tiveram seu potencial inibitério em M.tuberculosis se confirmado,
levando a um CIM < 7,8 x 103 mM.

Em sua totalidade, ressalta-se a importancia de estudos mais aprofundados
para determinar as concentracdes inibitérias do RTB288 e do RTB299, além de se
avaliar a citotoxicidade de todas as moléculas e das solugdes lipossomais em células
de mamiferos, a fim de determinar se o sistema de liberagdo reduz o impacto da
toxicidade sobre o hospedeiro, visto que a abordagem representa uma solugao a
insolubilidade das presentes moléculas em solugdes aquosas. Assim, visando a

identificacdo de potenciais substancias-prototipos para o tratamento de TB que
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apresentem menos efeitos adversos e proporcionar melhor qualidade de vida para o

paciente ja debilitado.
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