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RESUMO 
 
O aumento na incidênciade cepas M. tuberculosis resistentes e de hipervirulência 
é uma grande ameaça a saúde pública e incentiva a busca por novos fármacos 
anti-TB. Formas graves de tuberculose (TB) em pacientes hiper-reativos 
associados à inflamação exacerbada necessitam de terapia adjuvante a fim de 
reparar ou prevenir os danos necróticos que conduzem a cavitação. Entre as  
Micobactérias não tuberculosas (MNTs), M. kansasii (Mkan) é uma das mais 
patogênicas, capaz de causar doença pulmonar similar a TB. Cepas de Mkan 
exibindo alta virulência podem produzir infecção crônica e patologia pulmonar 
necrótica. Abordagens adjuvantes, como o uso de anti-inflamatórios em adição 
aotratamento com antibióticos têm sido incentivado para o tratamento dos casos 
graves de TB e infecção por MNT. Neste contexto, novas substâncias com ação 
dual, antimicobacteriana e anti-inflamatória, representam uma ferramenta 
terapêutica promissora, onde os derivados de tioureias descritos por possuírem 
diversas atividades biológicas podem contribuir. Quarenta e seis derivados de 
tioureias foram sintetizados e avaliados em screening quanto a ação anti-
inflamatória, citotoxidade e atividade antimicobacteriana. Os derivados de 
tioureias 10, 15, 16, 28 e 29 apresentaram atividade dual sendo capazes de inibir 
a produção de NO, TNF-α, IL-1β, destacando-se o derivado 28 para IL-1β, eo 29 
para TNF-α. Estes derivados também foram capazes de inibir o crescimento de 
cepas Mtb laboratorial e hipervirulenta in vitro, além de inibir o crescimento de Mtb 
H37Rv intracelular e de agregados extracelularesde Mtb hipervirulenta, 
destacando-se as amostras 16, 28 e 29. Sete derivados inibiram o crescimento de 
cepas Mkan de diferentes níveis de virulência, destacando os derivados 2, 10 e 
17. Os derivados 28 e 29 com maior potencial para ambas as atividades (anti-
inflamatória e antimicobacteriana), foram avaliados quanto ao efeito terapêutico 
no tratamento da TB severa induzida nos camundongos C57Bl/6 por cepa Mtb 
hipervirulenta. O tratamento com os derivados 28 e 29 durante 2 ou 3 semanas foi 
capaz de diminuir a área de patologia pulmonar granulomatosa e reduzir o 
desenvolvimento de áreas necróticas. Em acordância, o tratamento mostrou 
significativa redução na frequência de leucócitos no pulmão, especialmente de 
neutrófilos, e diminuiu a produção de citocinas inflamatórias quantificada no 
sobrenadante da cultura ex vivo das células pulmonares. Além disso, foi 
observada a inibição do crescimento bacilar nos pulmões. Os dados obtidos 
demonstraram que os derivados de tioureia 28 e em especial 29 é promissor para 
estudos prospectivos que visam a geração de novos fármacos anti-TB 
para o tratamento adjuvante da TB grave associada com inflamação exacerbada. 
Esta foi a primeira descrição destas atividades para os derivados de tioureia, 
assim como efetivo potencial no tratamento da tuberculose severa em modelo 
murino. 
 
Palavra-chave: tuberculose, Inflamação, tratamento adjuvante e tioureias. 
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ABSTRACT 

 

The increase in the incidence of resistant and hypervirulence M. tuberculosis 
strains is a major threat to public health and encourages the search for new anti-
TB drugs. Severe forms of tuberculosis (TB) in hyperreactive patients associated 
with exacerbated inflammation require adjuvant therapy in order to repair or 
prevent necrotic damage that leads to cavitation. Among the nontuberculous 
Mycobacteria (NTMs), M. kansasii (Mkan) is one of the most pathogenic, capable 
of causing such lung disease TB. Mkan strains exhibiting high virulence can 
produce chronic infection and necrotic lung pathology. Adjuvant approaches such 
as the use of anti-inflammatory drugs in addition to antibiotic treatment have been 
encouraged for the treatment of severe cases of TB and NTM infection. In this 
context, new substances with dual action, antimycobacterial and anti-
inflammatory, represent a promising therapeutic tool, where thiourea derivatives 
described for having diverse biological activities can contribute. Forty-six thiourea 
derivatives were synthesized and evaluated in screening for anti-inflammatory 
action, cytotoxicity and antimycobacterial activity. The thioureas derivatives 10, 15, 
16, 28 and 29 showed dual activity, being able to inhibit the production of NO, 
TNF-α, IL-1β, highlighting the derivative 28 for IL-1β, and 29 for TNF-α. These 
derivatives were also able to inhibit the growth of laboratory and hypervirulent Mtb 
strains in vitro, in addition to inhibiting the growth of intracellular Mtb H37Rv and 
extracellular aggregates of hypervirulent Mtb, especially samples 16, 28 and 29. 
Seven derivatives inhibited growth. Of Mkan strains of different virulence levels, 
highlighting derivatives 2, 10 and 17. Derivatives 28 and 29 with greater potential 
for both activities (anti-inflammatory and antimycobacterial) were evaluated for the 
therapeutic effect in the treatment of severe induced TB in C57Bl/6 mice by a 
hypervirulent Mtb strain. Treatment with derivatives 28 and 29 for 2 or 3 weeks 
was able to decrease the area of granulomatous lung pathology and reduce the 
development of necrotic areas. Accordingly, the treatment showed a significant 
reduction in the frequency of leukocytes in the lung, especially neutrophils, and 
decreased the production of inflammatory cytokines quantified in the ex vivo 
culture supernatant of the lung cells. In addition, inhibition of bacillary growth in the 
lungs was observed. The data obtained demonstrated that thiourea derivatives 28 
and especially 29 are promising for prospective studies aimed at the generation of 
new anti-TB drugs for the adjuvant treatment of severe TB associated with 
exacerbated inflammation. This was the first description of these activities for 
thiourea derivatives, as well as their potential effectiveness in the treatment of 
severe tuberculosis in a murine model. 
 

Key words: tuberculosis, inflammation, adjuvant treatment and thiourea.
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Micobactérias 

 

As micobactérias são organismos pertencentes ao gênero Mycobacterium, 

sendo caracterizadas por serem aeróbicas, em formato de bacilos, imóveis e não 

esporulados. Algumas espécies se destacam por serem patógenos de importância 

clínica, tais como M. tuberculosis, M. leprae e M. ulcerans, os quais são agentes 

causadores da tuberculose humana, hanseníase e úlceras de Buruli, respectivamente 

(TORTOLI, 2006; ORGEUR e BROSCH, 2017). 

O gênero Mycobacterium é constituído por micobactérias tuberculosas, 

pertencentes ao complexo M. tuberculosis (MTBC), onde está incluso M. tuberculosis 

(Mtb), principal agente etiológico da tuberculose (TB) em humanos (CHAI et al., 2018), 

e por micobactérias não tuberculosas (MNT), que inclui micobactérias ambientais e 

oportunistas, destacando as bactérias do complexo M. avium e M. kansassi (Mkan), a 

segunda MNT mais comum e potencialmente patogênica a população humana 

(JOHNSON e ODELL, 2014; GOLDENBERG et al., 2020). 

Em geral, as micobactérias apresentam tamanho entre 1 a 10 micrômetros de 

comprimento e 0,2 a 0,6 micrômetros de largura. São patógenos aeróbicos obrigatório 

com tempo de replicação que varia entre as espécies, em que as micobactérias de 

crescimento lento replicam em geral em torno de 18-24 horas em fase logarítmica de 

crescimento em cultura bacteriana. O crescimento lento dos bacilos e a estratégia de 

sobrevivência e persistência no interior dos granulomas pode persistir por anos, 

explicando o desenvolvimento da doença crônica (MURRAY et al., 2010; ORME, 2014; 

LOSGDON e ALDRIDGE, 2018; COLANGELI et al., 2020). 

A parede celular micobacteriana (Figura 1) é constituída por uma membrana 

plasmática circundada por uma camada de peptidoglicano com um espaço 

periplasmático entre estes. A camada externa da membrana plasmática contém a 

presença de lipoproteínas, glicolipídios e lipoglicanos (LM e LAM). O núcleo da parede 

celular consiste de peptidoglicanos covalentemente ligado a arabinogalactanos (AG), 

que por sua vez estão esterificados em suas extremidades com ácidos graxos de 

cadeia longa (ácidos micólicos). Os ácidos micólicos estão ligados a uma variedade de 

lipídos livres, glicolipídios fenólicos (PGL), dimicocerosato de fitiocerol (PDIM), 

dimicoliltrealose (TDM), sulfolipídios e manosídeos de fosfatidilinositol (PIM), 

constituindo a membrana externa ou micomembrana. A parte externa da 
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micomembrana contém proteínas, lipídios e polissacarídeos ligados de forma não 

covalente formando uma estrutura semelhante a uma cápsula, que pode ser 

encontrada em M. tuberculosis e outras espécies de Mycobacterium de crescimento 

lento e rápido (ANGALA et al., 2018). Os ácidos micólicos são os principais lipídios 

presentes na parede celular micobacteriana.  A proporção e o tipo de ácidos micólicos 

afetam a patogenicidade e a virulência, sendo alvo de vários fármacos 

(GROENEWALD et al., 2013). Os glicolípidios, incluindo trealose-dimicolato, 

dimicoceratos de fitiocerol e os glicolipídios fenólicos são importantes fatores de 

virulência fundamentais na patogênese e na persistência de lesões crônicas e 

granulomatosas (KARAKOUSIS et al., 2004). 
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Figura 1 - Representação esquemática da estrutura da parede celular micobacteriana (Adaptado de 
ANGALA et al., 2018). 

 

A composição da parede celular confere características importantes ao gênero, 

como: hidrofobicidade, antigenicidade, resistência a detergentes e aos fármacos 

antimicobacterianos. Em virtude da complexa composição lipídica (50% do peso seco), 

os bacilos são resistentes à descoloração com solução álcool-ácida após coloração 
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com fucsina fenicada, por isso a denominação de bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) 

(MURRAY et al., 2010; DA SILVA et al., 2018; BARANOWSKI et al., 2019; 

DULBERGER et al, 2020). 

 

1.2. A Tuberculose 

 

A tuberculose é uma das doenças mais antigas a acometer a população 

humana, tendo registros arqueológicos de sua ocorrência entre diversos povos 

(PEZZELLA, 2019). Os sinais clínicos da TB responsáveis por alterações ósseas 

características como deformidades tuberculosas, lesões erosivas e colapso das 

vértebras (Doença de Pott) foram primariamente identificadas em múmias egípcias 

(BARBERIS et al., 2017).  

O reconhecimento da TB pulmonar e a compreensão de sua manifestação 

clínica foram descritos por Hipócrates denominando-a como tísica ou consumpção 

(BARBERIS et al., 2017). 

A TB em humanos é causada principalmente pelo M. tuberculosis (Mtb), 

identificado por Robert Koch em 1882. A tuberculose afeta principalmente os pulmões, 

contudo podem acometer outros órgãos, sendo conhecida, nesse caso, como TB 

extrapulmonar. A maioria das pessoas que desenvolvem TB é adulta (cerca de 90%) 

(MOULE e CIRILLO, 2020; WHO, 2021). Os indivíduos acometidos pela TB têm como 

principais sintomas tosse produtiva ou seca por mais de três semanas, febre, sudorese 

noturna, cansaço excessivo, falta de apetite, e emagrecimento acentuado (MOULE e 

CIRILLO, 2020). 

As cepas de Mtb foram agrupadas em sete linhagens: Beijing, Haarlem, S, T, X, 

East African-Indian (EAI) e Latin American-Mediterranean (LAM) (ERIE et al., 2017). A 

família LAM é altamente prevalente no mundo e constitui um padrão endêmico 

regional, tendo elevada frequência e diversidade em países da América do Sul, 

incluindo o Brasil e 58% dos isolados do Estado do Rio de Janeiro (LAZZARINI et al., 

2007; DÍAZ ACOSTA et al., 2019). A família Beijing possui maior prevalência em países 

do leste asiático e Rússia e tem aumentado sua prevalência em outras regiões do 

mundo. Cepas de Mtb do genótipo Beijing têm sido associadas com eficiente 

disseminação, virulência aumentada e maior probabilidade de desenvolvimento de 

resistência a fármacos (LIU et al., 2017). 

Estima-se que um quarto da população mundial esteja infectada por Mtb. Ao 

longo da vida, 10% dos indivíduos infectados pelo Mtb desenvolvem a doença ativa, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barberis%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28515626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barberis%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28515626
https://www.frontiersin.org/people/u/863095
https://www.frontiersin.org/people/u/863095
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enquanto a contenção da infecção em estágio latente com lenta progressão ocorre em 

90% das pessoas infectadas, o que representa um amplo reservatório para novos 

casos de TB ativa (OTTENHOFF e KAUFMANN, 2012; WHO, 2021). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2020 a TB foi a segunda 

maior causa de morte provocada por um único agente infeccioso, ultrapassada apenas 

pela pandemia de COVID-19 desencadeada pelo vírus SARS-CoV-2 (WHO, 2021). A 

pandemia de COVID-19 reverteu anos de progresso global no controle e nas metas de 

eliminação da TB e pela primeira vez em mais de uma década, o número de óbitos 

decorrente da TB aumentaram 2020 (5,6%), com muito menos indivíduos acometidos 

pela doença sendo diagnosticados e tratados (WHO, 2021). 

Em 2020, foram notificados 10 milhões de novos casos de TB, incluindo 1,1 

milhão de indivíduos coinfectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) (WHO, 

2021).  A maioria dos casos de coinfecção entre TB e HIV se concentra nos países 

africanos. Em todo mundo, a redução cumulativa na taxa de incidência de TB de 2015 

a 2020 foi de 11%, embora a meta a ser alcançada fosse de 20% para este período. O 

número de casos incidentes de TB varia entre os países desde menos de cinco casos a 

mais de 500 casos novos e reincidentes por 100.000 habitantes por ano (Figura 2). 

Estima-se que em 2020, cerca de 1,3 milhão de mortes por TB ocorreram entre 

indivíduos HIV-negativo e 214 mil mortes em pacientes HIV-positivo, totalizando mais 

de 1,5 milhão de óbitos (WHO, 2021).  

 

 

 
Figura 2 - Representação gráfica da taxa de incidência de tuberculose em diferentes países no 
ano de 2020. Número de casos estimados por 100 mil habitantes (Adaptado de WHO, 2021). 
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O Brasil está entre os 30 países com alta carga de TB e de TB associada ao 

HIV, tendo sido notificados 66,8 mil novos casos da doença em 2020 e 4,5 mil óbitos 

em decorrência da mesma (Ministério da Saúde, 2020). O Estado do Rio de Janeiro 

(RJ) está entre os três estados brasileiros que juntamente ao estado do Amazonas e do 

Acre apresentam taxa de incidência de TB acima de 51 casos/100 mil habitantes, 

coeficiente de incidência quase duas vezes maior do que o registrado para o país 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021; SES DO RIO DE JANEIRO, 2021). 

Vários fatores influenciam o aumento do número de casos de TB e a interrupção 

do acesso aos serviços de diagnóstico e tratamento da doença assim como a redução 

dos recursos humanos e financeiros durante a pandemia de COVID-19 impactam os 

progressos contra a TB (WHO, 2021). O aumento na prevalência de cepas 

hipervirulentas e resistentes aos medicamentos disponíveis para o tratamentoe o 

aumento dos casos de coinfecção com o HIV colaboram principalmente para elevação 

do número de casos da doença. Acrescentam-se a estes fatores, a desnutrição, o 

tabagismo, o consumo excessivo de álcool, diabetes, poluição do ar, flutuação 

populacional e a baixa condição socioeconômica (KUMAR et al., 2011; KOUL et al., 

2011). 

A ausência, interrupção ou tratamento inadequado da TB conduz ao surgimento 

de cepas de Mtb resistentes a múltiplos fármacos (MDR-TB) ou extensivamente 

resistentes a estes (XDR-TB). O acesso ao tratamento convencional contra a TB 

reduziu 21% desde 2019 e o número de pessoas tratadas para MDR-TB diminuiu 15%, 

alcançando um a cada três indivíduos (WHO, 2021). 

A OMS destaca a importância da terapia adequada e de qualidade para a TB 

sensível ao tratamento padrão pré-estabelecido, além de ferramentas de diagnóstico 

ideais, como a melhor forma de prevenção contra o surgimento e propagação de cepas 

resistentes de Mycobacterium. Ademais, a busca por novos fármacos mais efetivos e 

de menor toxidade tem sido amplamente incentivada.  

 

1.3. Infecções pulmonares ocasionadas por Mycobacterium kansasii 

 

A crescente prevalência de doenças pulmonares causadas por MNT vem sendo 

descrita em várias partes do mundo (PREVOTS et al., 2010). Nos países em 

desenvolvimento, os casos de infecções provocadas por MNT são subestimados, 

devido à baixa realização da rotina de cultivo das espécies a partir de amostras 

suspeitas e a dificuldade de obtenção do diagnóstico diferencial da TB (CASSIDY et al., 



28 

 

2009; DE MELLO et al., 2013). Em adição, os casos diagnosticados de MNT em geral 

não são sistematicamente notificados uma vez que a doença não é classificada como 

de notificação obrigatória (RATNATUNGA et al., 2020). 

As MNT são um grupo de micobactérias que incluem patógenos ambientais e 

oportunistas onde 140 espécies são descritas como patogênicas para humanos e 60 

espécies são potencialmente patogênicas (HOEFSLOOT et al., 2013). Dentre as MNT 

patogênicas a humanos, M. kansasii é uma das mais prevalentes após M. avium sendo 

a MNT mais comum em algumas regiões, tais como Europa Ocidental, Suíça, Reino 

Unido e em áreas do Brasil, como no Estado do Rio de Janeiro (MELLO et al., 2013; LI 

et al., 2016). 

Mycobacterium kansasii é um bacilo aeróbico descrito pela primeira vez por 

Buhler e Pollak em 1953, a partir de uma série de amostras de pacientes com doença 

pulmonar semelhante à TB (BUHLER E POLLAK, 1953; JAGIELSKI et al., 2020). 

Assim como para as demais micobactérias, possui parede celular rica em ácidos 

micólicos, impermeável a nutrientes hidrofílicos sendo classificado como BAAR 

(ODELL, 2014). Contudo, a parede celular de Mkan apresenta lipooligossacarídeos 

(LOS), não presentes na parede celular de Mtb (NATARAJ et al., 2015). E alterações 

na expressão destes lipídios na membrana externa de Mkan estão relacionados ao 

aumento de hidrofobicidade, virulência e probabilidade de transmissão (JANKUTE et 

al., 2017). 

Estudos genéticos de isolados clínicos e ambientais demonstraram que Mkan é 

um grupo heterogêneo de espécies divididas em seis subtipos geneticamente distintos 

(I-VI) e que cepas do subtipo I compõem quase exclusivamente os isolados clínicos 

obtidos de pacientes com doença pulmonar (JAGIELSKI et al., 2020).  

A infecção pulmonar por Mkan frequentemente causa uma doença crônica 

indistinguível da TB, o que ressalta a importância do diagnóstico diferencial por meio do 

isolamento da cultura e de testes bioquímicos específicos para implementação do 

tratamento adequado. No Estado do Rio de Janeiro, cerca de 60% dos pacientes 

identificados com infecção pulmonar por MNT foram inicialmente diagnosticados e 

tratados de forma empírica para TB (MELLO et al., 2013). 

M. kansasii causa infecções pulmonares com desenvolvimento lento da doença, 

tanto em indivíduos imunocomprometidos quanto em indivíduos imunocompetentes 

suscetíveis. A doença disseminada não é comum para indivíduos HIV-negativo e a 

forma extrapulmonar pode acometer a pele, linfonodos, músculo esquelético e sistema 

geniturinário embora não seja frequente (CORTI, 2017). A presença de alterações 

https://www.frontiersin.org/people/u/477975
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2021.718477/full#B24
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estruturais crônicas, associadas à doença pulmonar obstrutiva crônica, bronquiectasia, 

TB prévia e tabagismo constituem fatores de risco e susceptibilidade a infecções por 

Mkan (GRIFFITH, 2007).  Os sintomas da doença pulmonar incluem febre, dor no peito, 

tosse, suores noturnos e perda de peso, nos estágios mais avançados e severos da 

doença (MATVEYCHUK et al., 2012). Em pacientes imunocompetentes suscetíveis, a 

doença pulmonar é a manifestação clínica mais frequente (AKRAM et al, 2021) onde a 

infecção crônica é similar a TB e foi descrita a presença de cavitação em mais de 70% 

dos casos (MATVEYCHUK et al., 2012). 

 

1.4.  Resposta imune e imunopatologia  

 

1.4.1. Mycobacterium tuberculosis 

 

Mycobacterium tuberculosis é transmitido por via aérea através da liberação de 

aerossol contendo partículas infecciosas, proveniente da tosse de indivíduos 

acometidos pela doença pulmonar ativa e posterior inalação das gotículas de aerossol 

contendo o bacilo por indivíduos saudáveis (ARRANZ-TRULLÉN et al., 2017). O 

desenvolvimento da doença está associado ao tempo de duração e intensidade da 

exposição as partículas infectantes (ORME, 2011).  

Nos indivíduos expostos ao Mtb podem ocorrer um espectro de manifestações 

clínicas com diferença no tipo, extensão da patologia desenvolvida no pulmão e 

intensidade da progressão da doença (LOPEZ et al., 2003).   

Após inalação, Mtb pode ser eliminado pelas células imunes; entrar em fase de 

latência ocorrendo o controle do crescimento bacilar pelas células inflamatórias 

recrutadas através da formação do granuloma ou pode ocorrer a multiplicação bacilar 

evoluindo para a doença ativa. Diversos fatores estão relacionados à evolução da fase 

de latência para a fase ativa e sua progressão, entre eles, fatores relacionados à cepa 

infectante (dose de infecção e virulência), fatores genéticos do hospedeiro e fatores 

ambientais (Figura 3) (SUBBIAN et al., 2011; CHANDRASEKARAN et al., 2017).  
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Figura 3 - Representação esquemática da sequência de eventos posterior ainfecção por 
M. tuberculosis e a progressão da doença (Adaptado de KUMAR et al., 2011). 

 

A resposta imunológica inata se inicia com os macrófagos alveolares e do 

parênquima pulmonar fagocitando as micobactérias inaladas. A interação entre os 

receptores de reconhecimento de padrão (RRP) dos fagócitos e os padrões 

moleculares associados ao patógeno (PAMPs) de Mtb induz a produção de diversas 

citocinas, tais como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucinas IL-12 e IL-1, 

além de quimiocinas e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ex: óxido nítrico - 

NO) (THAISS e KAUFMANN, 2014). Este evento ocasiona o recrutamento adicional de 

outras células inflamatórias, tais como monócitos, células dendríticas e neutrófilos para 

o local da infecção. Entretanto, dependendo da virulência da cepa de Mtb, a mesma 

pode se utilizar de mecanismos de evasão incluindo a inibição ou atraso da maturação 

e fusão fagolisossomal (BEHAR et al., 2011), inibição do recrutamento de enzimas 

lisossomais para o vacúolo fagossomal e da produção de espécies reativas, assim 

como alterar ou inibir processos autofágicos ou apoptóticos (HMAMA et al., 2015).  

As células dendríticas são responsáveis pelo reconhecimento, processamento e 

apresentação dos antígenos micobacterianos às células T naive do linfonodo torácico 

propiciando sua ativação tornando-as células efetoras (KRUTZIK e MODLIN, 2004). 

Estratégias de evasão de Mtb também são descritas quanto à inibição ou atraso da 

apresentação de antígenos nos linfonodos como também da expressão do complexo 

de histocompatibilidade na superfície das células dendríticas e macrófagos. A 
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interrupção ou atraso das funções efetoras inatas prejudicam a ativação da resposta 

adaptativa e uma resposta adequada de controle e eliminação da infecção (HMAMA et 

al., 2015). As células TCD4+, após ativação, se diferenciam principalmente no 

subconjunto de células T helper 1 (Th1), produzindo mediadores químicos, 

principalmente interferon-γ (IFN-γ) responsáveis pela infiltração celular inflamatória e 

recrutamento de células T CD4+ e T CD8+ para o local da infecção, organização do 

granuloma e aumento da resposta microbicida dos macrófagos infectados (Figura 4) 

(JAYACHANDRAN et al., 2007; LYADOVA e PANTELEEV et al., 2015).  

 

 
 
Figura 4 - Representação esquemática da resposta imune desencadeada durantea tuberculose 
(Adaptado de KAUFMANN et al., 2014). 

 

Outros tipos celulares, tais como os linfócitos TCD8+ e TCD4+ do subtipo Th17 

também atuam na resposta imune a TB (COOPER, 2009). As células TCD8+ assim 

como TCD4+ também podem produzir IL-2, IFN-γ e TNF, citocinas com funções 

importantes durante a infecção por Mtb. As funções citolíticas de TCD8+ mediada por 

liberação de grânulos ou interação Fas-FasL possibilitam eliminar células infectadas 

por Mtb através da indução de apoptose. As células Th17 são produtoras da citocina 

IL-17, que auxilia na indução da secreção de IL-12 pelas células apresentadoras de 

antígenos (LIN e FLYNN, 2015). Além disso, as células Th17 na fase aguda da doença 

contribuem para a formação do granuloma e para o recrutamento de neutrófilos. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cooper%20AM%22%5BAuthor%5D
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Entretanto, o acúmulo neutrofílico e altas concentrações de IL-17 no pulmão possuem 

papel prejudicial durante o curso da doença (ALMEIDA et al., 2017; NUNES-ALVES et 

al., 2014). 

A formação do granuloma é um mecanismo imune para restringir a área de 

infecção bacilar e prevenir a disseminação. O granuloma consiste em macrófagos 

alveolares infectados recrutados ao nicho inicial da infecção que foram circundados por 

um agregado celular formado por macrófagos epitelióides, macrófagos espumosos 

(ricos em lipídios), intercalados com neutrófilos, células dendríticas, células NK, células 

B, células TCD4+ e TCD8+ rodeados por fibroblastos, os quais formam uma cápsula 

fibrótica periférica (RAFFETSEDER, 2016) (Figura 5).  

O processo inflamatório continuado e os fatores micobacterianos induzem a 

diferenciação dos macrófagos em células epitelióides ricas em lipídios. A morte 

necrótica destas células infectadas e a liberação de lipídios no centro necrótico levam 

ao acúmulo central de cáseo caranterizando o granuloma caseoso. A ruptura do 

granuloma permite a liberação de bactérias nas vias aéreas e sua transmissão 

(DORHOI et al., 2011). Embora o granuloma atue no controle da proliferação 

micobacteriana na maioria dos casos, também representa um nicho de sobrevivência e 

replicação bacilar o que dificulta a entrada de células imunes e fármacos anti-TB. O 

número e extensão dos granulomas contribuem para os danos no tecido pulmonar 

(BASARABA, 2017). Os bacilos persistentes são quase todos extracelulares e 

permanecem viáveis nas massas necróticas intragranulomatosas formadas em 

decorrência da morte dos neutrófilos e macrófagos (AMARAL et al., 2015).  
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Figura 5 - Imagem representativa da estrutura do granuloma na TB. O recrutamento de macrófagos 
ativados, outros leucócitos e células T e B para o pulmão, conduz a formação do granuloma. 
Eventualmente, a progressão da doença pode ocorrer e possibilitar a liberação do bacilo a partir do 
centro necrótico para espaços aéreos intactos favorecendoa transmissão (Adaptado de RAFFETSEDER, 
2016). 

 

A progressão da doença e severidade da TB são determinadas por fatores 

associadas a bactéria (virulência da cepa), ao paciente acometido (fatores 

imunogenéticos do hospedeiro e status imunológico) e fatores ambientais. Em relação 

ao status imune do hospedeiro, a indução de uma resposta imune balanceada com a 

produção de mediadores pró-inflamatórios, tais como o TNF- e NO, pelos macrófagos 

infectados é essencial para a proteção contra as micobactérias. No entanto, elevados 

níveis de inflamação com a produção excessiva de fatores pró-inflamatórios durante o 

curso da doença pulmonar ativa frequentemente estão associados a casos clínicos 
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severos da TB, desempenhando uma função deletéria que contribuiu para o 

agravamento da patologia (GARLANDA et al., 2007). 

Em adição, cepas micobacterianas virulentas induzem morte por necrose dos 

macrófagos infectados permitindo a disseminação da bactéria e infecção de novas 

células permissíveis. Além disso, a morte necrótica dos macrófagos induz o 

recrutamento acelerado de células adicionais para o pulmão, como os monócitos e 

neutrófilos, e libera sinais de alerta, tais como o ATP, que ao ser reconhecido por 

receptores purinérgicos P2X7 estimula nos macrófagos a formação e ativação do 

complexo inflamassoma com consequente indução de morte celular e exacerbação do 

processo inflamatório. A necrose amplia as áreas de lesão pulmonar e a destruição de 

brônquios e vasos (GARLANDA et al., 2007; LYADOVA et al., 2010). O acúmulo de 

neutrófilos no foco inflamatório decorrente da morte necrótica das células infectadas 

favorece a disseminação bacteriana, uma vez que são células permissíveis e de vida 

curta, além de liberarem uma gama de produtos microbicidas e citotóxicos que 

contribuem para a patologia pulmonar e desenvolvimento de áreas de necrose 

(GROMMES e SOEHNLEIN, 2011). A progressão da lesão necrótica pode culminar na 

formação de cavernas, manifestação mais grave da TB conduzindo a danos 

permanentes no pulmão e incapacidade funcional a longo prazo (LYADOVA et al., 

2010). 

Neste contexto, tem sido proposta a utilização de um tratamento anti-inflamatório 

adjuvante associado à terapia anti-TB padrão para reduzir o quadro inflamatório 

deletério desenvolvido em indivíduos hiper-reativos e/ou acometido por bactérias 

virulentas (ZUMLA et al., 2015) .  

 

1.4.2. Mycobacterium kansasii 

 

Diferentemente da TB, a via de transmissão de Mkan provavelmente ocorre por 

meio de aerossóis gerados a partir de reservatórios de água tais como torneira, 

chuveiro e encanamentos (RICKETTS et al., 2014).  

Embora a rota de transmissão de Mkan ainda não seja totalmente elucidada, a 

infecção também pode ocorrer através de aspiração de conteúdo gástrico ou infecção 

localizada na pele. A transmissão humano-humano é acreditado não ocorrer (VAN 

INGEN, 2014; AKRAM et al., 2021). 

Na maioria das vezes, a resposta imune inata de um indivíduo sadio contra 

Mkan é suficiente para controlar o crescimento do bacilo ou mesmo eliminar o bacilo de 
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menor virulência. Nos indivíduos imunocompetentes suscetíveis, a infecção por Mkan 

induz resposta imune bastante similar a resposta imune induzida contra Mtb (WIELAND 

et al., 2006a). 

A ativação de macrófagos alveolares e intersticiais, bem como de células 

epiteliais, está associada a indução de uma cascata pró-inflamatória que envolve 

respostas mediadas por TLRs e a secreção de mediadores inflamatórios, como IL1-α, 

IL1-β, NO, TNF-α, IL-12 e quimiocinas. Os macrófagos são as principais células inatas 

a interagir com o bacilo e são responsáveis após sua ativação pelo recrutamento de 

outras células imunológicas como monócitos, neutrófilos, NK e células dendríticas com 

consequente ativação de células T e da resposta imune adaptativa. O papel de ROS na 

patogênese causada por Mkan ainda não é bem compreendido (LIM et al., 2013; 

PRASLA et al., 2020). Contudo, o NO é responsável por limitar a atividade do 

inflamassoma NLRP3, importante para a produção de IL-1β durante a resposta imune 

inata. Embora a produção de IL-1β seja importante para a ativação autócrina dos 

macrófagos e resposta protetora contra infecções por micobactérias, a produção 

excessiva desta citocina favorece o desenvolvimento de dano tecidual (MA et al., 

2021).  

Menor produção de IFN-γ foi observado durante a infecção in vivo por Mkan 

comparado ao descrito em infecções por Mtb, sugerindo menor dependência da 

presença de células TCD4+ ou da produção de IFN-γ durante a resposta imune 

protetora contra a infecção pulmonar por Mkan (WIELAND et al., 2006b). 

Mussi e colaboradores (2021) demonstraram que camundongos C57BL/6 

infectados por isolados clínicos de Mkan de alta virulência desenvolveram doença 

pulmonar progressiva com a formação de grandes granulomas caseosos encapsulados 

em estágios posteriores, extensa pneumonia granulomatosa e óbito prematuro dos 

animais infectados. 

O desfecho clínico, o desenvolvimento e comprometimento patológico do pulmão 

de pacientes infectados por TB ou Mkan está intimamente relacionado a fatores 

genéticos e status imunológico do hospedeiro assim como virulência do bacilo 

(GOPALASWAMY et al., 2020). 

 

1.5.  Tratamento da tuberculose e de infecções pulmonares causadas por M. 
kansasii 
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O tratamento convencional da TB tem como objetivo a cura do paciente e 

interromper a transmissão dos bacilos à outras pessoas (NAHID et al., 2019). A OMS 

estabeleceu a utilização dos fármacos rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol 

(Figura 6) por 2 meses (fase de ataque), seguidos por mais 4 meses de tratamento 

com isoniazida e rifampicina (fase de manutenção), tendo uma taxa de cura de 83% 

dos pacientes (WHO, 2021). O tratamento da TB suscetível apresenta alta eficácia na 

eliminação dos bacilos, desde que o paciente tenha total adesão ao tratamento 

(HOAGLAND et al., 2016). 
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Figura 6 - Estrutura química dos fármacos de primeira linha utilizados no tratamento 
convencional da tuberculose. 

 
Nos casos de MDR-TB, resistência a isoniazida e a rifampicina, e XDR-TB 

(resistência adicional a qualquer fluoroquinolona e pelo menos a bedaquilina ou 

linezolida), a taxa de cura é baixa (está em torno de apenas 20% para XDR-TB), e 

exige a utilização de fármacos de segunda e terceira linha, tais como: canamicina, 

amicacina, capreomicina, moxifloxacina e levofloxacina (Figura 7), que são geralmente 

injetáveis, mais caros e com maiores efeitos adversos (WHO, 2021). 

O tratamento convencional para infecções pulmonares causadas por Mkan foi 

estabelecido pela ATS/IDSA (Sociedade Torácica Americana/Sociedade Americana de 

Doenças Infecciosas) e consiste na utilização dos fármacos isoniazida, rifampicina, 

piridoxina e etambutol (Figura 6), entre 12 e 18 meses. O tratamento é efetuado até 

que o paciente apresente resultado de exames de cultura de escarro negativo por 12 

meses consecutivos (AKRAM et al., 2021). 
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Figura 7 - Estrutura química de alguns fármacos de segunda linha utilizados no 
tratamento da TB resistente. 

 

O tratamento de infecções causadas por MNTs é mais desafiador do que o 

tratamento convencional para TB (6 meses), tendo em vista maior período de tempo de 

adesão necessário do paciente. Em casos de cepas de Mkan resistentes a rifampicina 

ou de pacientes que apresentem intolerância a um dos antibióticos de primeira linha, é 

necessário a substituição por outros fármacos dependendo da susceptibilidade in vitro, 

tais como: claritromicina, azitromicina, moxifloxacina, sulfametoxazol e estreptomicina 

(Figura 7 e 8) (DALEY, 2020). 
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Figura 8 - Estrutura química dos fármacos de segunda linha utilizados no tratamento de 
casos resistentes de infecção pulmonar por M. kansasii. 

 
 

Diferente do que ocorre para outras bactérias, que adquirem resistências por 

meio da transferência horizontal de genes, a aquisição de resistência aos fármacos é 

principalmente devido a mutações nos genes cromossômicos, que em sua maioria, 

resultam de polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNP) culminando em alterações 

nos genes que expressam proteínas alvos dos fármacos (MABHULA e SINGH, 2019). 

É de suma importância buscar novos fármacos antimicobacterianos que sejam 

mais potentes, a fim de evitar o surgimento de infecções resistentes à terapia padrão. 

Dentro deste contexto, também são necessários fármacos com menores efeitos 

adversos.  

Deve-se considerar, no entanto, a avaliação da eficácia da substância nos 

diferentes estados fisiológicos e de replicação bacilar, substâncias mais eficazes que 

possibilitem a diminuição do período de tratamento favorecendo a conclusão da terapia 

e que previnam ou reduzam a disfunção pulmonar residual (ORME, 2011).  

Em conjunto, a considerável carga global de doenças micobacterianas (TB e 

infecções pulmonares por MNT) requer estudos adicionais muito necessários e o 

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento e prevenção.  
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A busca por novas substâncias com propriedades dual, anti-inflamatória e 

antimicobacteriana, constitui uma estratégia terapêutica importante para os casos 

severos de TB pulmonar e de infecções pulmonares por MNTs relacionados à resposta 

inflamatória excessiva (VENTURA et al., 2015b; KILINÇ et al., 2021).  

 

1.6. Tratamento adjuvante direcionado ao hospedeiro 
  

Nos últimos anos, novas abordagens terapêuticas direcionadas a resposta 

imune do hospedeiro, HDT (host-directed therapy) foram consideradas cruciais para 

complementar o tratamento antimicobacteriano com antibióticos (WHO, 2019).  

A progressão da infecção por micobactérias é determinada pelo balanço entre 

as respostas pró e anti-inflamatórias. Alterações neste equilíbrio que culminem em 

excessiva resposta pró-inflamatória ou falha na resposta inflamatória geram deficiência 

no controle micobacteriano e desenvolvimento de extensos danos teciduais (KOLLOLI 

e SUBBIAN, 2017). 

Deste modo, a terapia adjuvante consiste na utilização de imunomoduladores, 

de forma complementar ao tratamento com antibióticos. Uma das vertentes de atuação 

proposta é na redução da resposta inflamatória excessiva, reparação ou prevenção dos 

danos teciduais necróticos em indivíduos hiper-reativos como também aumento da 

capacidade do organismo na eliminação ou contenção micobacteriana. Diferentes 

abordagens de terapia adjuvante ao tratamento da TB têm sido descritas para os casos 

associados ao desenvolvimento de resposta inflamatória excessiva incluindo o uso de 

anti-inflamatórios (ZUMLA et al., 2015; YOUNG et al., 2020).  

O tratamento anti-inflamatório adjuvante direcionado a casos severos de TB 

extrapulmonar foi inicialmente utilizado na clínica terapêutica, com o uso de 

glicocorticoides, tais como: dexametasona e prednisolona (Figura 9), em associação a 

terapia anti-TB padrão nos casos de meningite e pericardite tuberculosa (PRASAD e 

SINGH, 2008; BUONSENSO et al., 2010). Em relação ao tratamento da pericardite 

tuberculosa, o uso de corticoides atualmente não é mais recomendado devido ao seu 

uso não parecer alterar os resultados em termos de melhoria da prevenção do déficit 

pulmonar. Em contraste, o uso de corticoides no tratamento da meningite tuberculosa é 

considerado obrigatório e vem demonstrando benefício de sobrevida para o paciente 

(KRUG et al., 2021). Contudo, a utilização desta abordagem necessita de estudos 

adicionais para os casos de TB pulmonar (ZUMLA et al., 2014). Critchley e 

colaboradores (2014) revisaram sistematicamente estudos clínicos relevantes que 
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avaliaram os efeitos do uso de corticoides na mortalidade da TB e embora poucos 

estudos recentes tenham investigado o efeito desses em pacientes acometidos com TB 

pulmonar, foi sugerido que os esteroides poderiam ser eficazes na redução da 

mortalidade para TB pulmonar. Contudo, é necessário reconhecer os riscos 

metabólicos e cardiovasculares do uso dos corticoides (dose e tempo de utilização) do 

ponto de vista do risco-benefício para o paciente com TB pulmonar (WALLIS, 2014).  

Além dos glicocorticoides, os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) têm sido 

avaliados no tratamento adjuvante anti-TB em modelos murinos. 
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Figura 9 - Estrutura química dos fármacos glicocorticoides 

 

Trabalhos recentes têm reportado possibilidades de uso de abordagens de 

tratamento HDTs, direcionadas a modulação da resposta imune inadequada durante o 

curso de infecções por MNT (CRILLY et al., 2021; STRONG e LEE, 2021; KILINÇ et al., 

2021). Kilinç e colaboradores (2021) revisaram abordagens HDTs que podem vir a ser 

eficazes e seguras no contexto de infecções por MNTs. Dentre elas, estão a promoção 

de autofagia através da ação na via mTOR (proteína alvo da rapamicina, reguladora 

principal do complexo autofágico), modulação da produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), espécies reativas de nitrogênio (RNS) e dos níveis de TNF-α e 

redirecionamento do perfil de células T.  

Assim sendo, novas substâncias que possuam a combinação de propriedades 

antimicobacteriana e anti-inflamatória podem proporcionar uma vantagem importante 

no tratamento da TB pulmonar severa e infecções pulmonares causadas por MNTs que 

estejam associadas a exacerbação da resposta inflamatória. 

 

1.7. Tioureias 
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As tioureias constituem uma importante classe de substâncias capazes de 

formar ligações intermoleculares do tipo N-H•-S, e apresentam em sua constituição o 

grupamento ureia, com o átomo de oxigênio substituído por um átomo de enxofre, 

sendo denominado tioureia (Figura 10). 
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Figura 10 - Estrutura química do grupamento funcional uréia e tioureia. 

 

 O grupo funcional tioureia (Figura 10) tem sido abordado como um farmacóforo 

importante em diversos protótipos químicos potenciais para o desenvolvimento de 

novos fármacos (LOURENÇO et al., 2015). Derivados de tioureia têm sido utilizados 

como precursores para a síntese de diferentes classes de compostos acíclicos e 

heterocíclicos, além de por si próprios serem biologicamente ativos (GHORAB et al., 

2016).  

O amplo espectro de atividade biológica de derivados de tioureia e os seus 

complexos metálicos tem sido descrito na literatura como: antialérgico 

(VENKATACHALAM et al., 2003), inibidor de óxido nítrico (KIM et al., 2007), antiviral 

para o vírus Influenza (NAIR, 2008) e para o Herpes simples (DI GRANDI et al., 2004), 

antitumoral (ROSTOM, 2006), antifúngica (EWEIS et al., 2006), antibacteriano (SAEED 

et al., 2007), antimicobacteriano para cepa  M. tuberculosis H37Rv (ERŞEN et al., 

2017; SUDHAMANI et al., 2017), na prevenção do envelhecimento atuando como 

sequestrador de radicais livres (TAKAHASHI et al., 2005), agentes anti-inflamatórios, 

antimicrobianos (KECHE et al., 2012), antimalárica (EKOUE-KOVI et al., 2009), 

pesticida (ZHONG et al., 2008) e antagonistas de receptores de seretonina 

(BIELENICA et al., 2018). Ressalta-se ainda que os derivados de tioureias representam 

uma das classes mais promissoras de agentes anticancerígenos, com vasto potencial 

contra diferentes tipos de tumores sólidos e leucemia (GHORAB et al., 2016; 

BIELENICA et al., 2018). 

As propriedades farmacológicas, incluindo antimicrobiana, antioxidante, 

anticancer, antidiabetes e antialzheimer, são atribuídas a fosforilação de compostos de 

ureia (MITTA, 2015). A potente atividade de derivados de tioureia estimula o grande 
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interesse de síntese de tais substâncias para estudos de relação estrutura-atividade 

biológica. Cunha e colaboradores (2007) destacaram que derivados de tioureias 

contendo grupos benzoil são mais ativos que o grupo fenil contra bactérias gram-

positivas. Abbas e colaboradores (2013) descreveram derivados de tioureia com uma 

porção de ácido hipúrico que exibem atividade de largo espectro antimicrobiano. 

Observou-se que em derivados de tioureia com íons de metais de transição, os átomos 

de nitrogênio presentes no grupamento tioureia são capazes de formar ligações de 

hidrogênio intermoleculares do tipo N-H • -S e C-H • -O, e a atividade biológica pode 

estar associada à presença deste tipo de ligação. 

A busca pela síntese de substâncias bioativas com potencial atividade biológica, 

como as tioureias, se torna muito importante devido a gama de produtos sintéticos 

medicinalmente relevantes obtidos a partir desta classe (AGUIAR et al., 2011; VIANA et 

al., 2017). Diferentes metodologias de síntese química foram descritas na literatura 

para a obtenção de tioureias, incluindo vantagens e desvantagens dos processos. 

Dentre as principais metodologias, a mais utilizada é a que consiste na obtenção de 

tioureias a partir de isotiocianatos e aminas, devido a apresentação de altos 

rendimentos e a possibilidade de se obter uma grande diversidade de estruturas 

contendo o grupo tioureia (Figura 11) (SCHROEDER, 1955). 

 

 

Figura 11 - Esquema da rota sintética mais utilizada para obtenção de tioureias. 

 

No âmbito da classe das tioureias e seus derivados, substâncias com atividade 

dual, antimicobacteriana e anti-inflamatória, ainda não foram descritas o que incentiva a 

busca nesta área emergente de saúde pública tendo em vista o vasto potencial 

biológico da classe. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

O aumento na prevalência de cepas Mtb resistentes aos fármacos convencionais 

está intimamente associado ao crescente número de casos de TB (WHO, 2021). A 

pandemia de COVID-19 preocupa o controle da TB e pode contribuir para a reativação 

da TB latente e o agravamento do quadro clínico da TB ativa (CHEN et al., 2020). 

As infecções por Mtb resistente ou por cepas mais patogênicas são um desafio, 

com prognóstico desfavorável, regimes de tratamento mais complexos, de maior 

duração e efeitos adversos (HOAGLAND et al., 2016; SILVA et al., 2018), incentivando 

a obtenção de novas substâncias mais eficazes e menos tóxicas.  

Casos clínicos de TB, pulmonar severa em indivíduos hiper-reativos estão 

frequentemente associados a uma resposta inflamatória deletéria, com elevada 

produção de mediadores inflamatórios, desenvolvimento de lesões necróticas e 

cavitação (GUERRA-DE-BLAS et al., 2018) reforçando a necessidade de terapia 

imunomodulatória conjunta ao tratamento anti-TB para estes casos clínicos.  

Entre as MNTs, M. kansasii é uma das mais patogênicas, capaz de causar 

doença pulmonar similar a TB em indivíduos imunocompetentes suscetíveis 

(DESTEFANO et al., 2018). Vale ressaltar, o longo período de tratamento de infecções 

causadas por MNT, a presença de efeitos adversos e a capacidade de cepas de Mkan 

de alta virulência induzirem patologia pulmonar necrótica (MUSSI et al., 2021). 

Neste contexto, a utilização de uma abordagem terapêutica adjuvante 

direcionada a redução da resposta inflamatória inadequada e prevenção dos danos 

pulmonares, em combinação com antibióticos pode resultar em melhor desfecho clínico 

e preservação da função pulmonar. A busca por substâncias com atividade dual, 

antimicobacteriana e anti-inflamatória representa uma ferramenta potencial e vantajosa.  

Os derivados tioureias apresentam vasto potencial na química medicinal, tendo 

um amplo espectro de atividades biológicas descritas na literatura, embora não haja 

descrição de atividade dual, antimicobacteriana e anti-inflamatória para esta classe. 

Deste modo, a avaliação do potencial dual de tioureias possui ineditismo para este 

grupo de substâncias e para o tratamento adjuvante da TB pulmonar severa e 

infecções pulmonares causadas por M. kansasii. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1. Objetivo geral 
 

Estudar o potencial de 46 derivados de tioureia quanto à capacidade anti-

inflamatória e antimicobacteriana (contra M. tuberculosis e M. kansasii) e o impacto na 

imunopatologia induzida em camundongos por cepa Mtb hipervirulenta focando numa 

abordagem dual de tratamento anti-TB. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Obtenção dos 46 derivados de tioureias; 

 Avaliar os derivados de tioureias quanto à inibição da produção de NO, TNF-α e 

IL-1β em cultura de macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS; 

 Avaliar a viabilidade da cultura de macrófagos RAW 264.7 tratada com os 

derivados de tioureias através do método de MTT; 

 Investigar in silico a relação estrutura atividade e estudos farmacocinéticos e 

toxicológicos para as tioureias mais ativas contra Mtb H37Rv; 

 Avaliar o potencial das tioureias em inibir o crescimento da cepa laboratorial Mtb 

H37Rv e o isolado clínico hipervirulento Mtb M299; 

 Investigar o mecanismo de ação das tioureias mais ativas em inibir a produção 

de NO através da verificação do potencial antioxidante destas no sequestro do 

radical NO como também na expressão enzimática da iNOS; 

 Verificar o potencial das tioureias 10, 15, 16, 28 e 29 em inibir o crescimento 

micobacteriano em cultura de macrófagos infectados e na viabilidade de 

agregados extracelulares de Mtb; 

 Avaliar a capacidade das tioureias em inibir o crescimento da cepa de referência 

M. kansasii 12478 e dos isolados clínicos de alta  virulência, Mkan 10953 e 

8835, em cultura bacteriana; 

 Avaliar os efeitos terapêuticos das tioureias, com atividade dual in vitro, no 

modelo murino de TB pulmonar severa induzida em camundongos C57Bl/6 por 

cepa hipervirulenta, avaliando efeitos na imunopatologia pulmonar, crescimento 

bacilar e modulação da resposta imune induzida pela bactéria. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1. Obtenção das tioureias 

 

As tioureias foram obtidas através de uma colaboração entre o Laboratório de 

Biologia do Reconhecer/UENF e o Laboratório de Tecnologia Industrial Farmacêutica 

coordenado pelo Prof° Lúcio Mendes Cabral da Faculdade de Farmácia (UFRJ). A 

síntese foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Aguiar et al., (2011) e 

as diferentes alquilas e ariltioureias foram preparadas através da reação entre as suas 

aminas correspondentes com o isotiocianato de fenila (PITC), o isotiocianato de benzila 

(BITC), o isotiocianato de feniletila (PEITC) ou isotiocianato de 3,4,5-

trimetoxifenilisotiocianato (TMPITC).  

 

4.1.1. Síntese dos derivados de tioureia 

 

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos de fonte comercial (Merck 

Chemical) e foram utilizados sem purificação adicional. Todos os pontos de fusão 

foram obtidos em analisador térmico Shimadzu DSC-60 a uma taxa de aquecimento de 

10°C/min, de 30°C a 200°C, sob uma vazão de nitrogênio de 50 mL/min e usando um 

padrão de alumínio. Os espectros de infravermelho (IV) foram registrados em um 

espectrofotômetro Nicolet Magna-IR 760 usando Pastilhas de brometo de potássio 

(KBr). Os espectros de 1H-RMN e 13C-RMN foram registrados em espectrômetro Bruker 

Avance 200 MHz, Bruker Avance 300 MHz, Bruker Avance III 400 MHz ou Bruker 

Avance III 500 MHz com CDCl3 ou DMSO-d6 como solvente. Todos os valores de 

deslocamento químico foram relatados em unidades de (ppm) e as constantes de 

acoplamento (J) foram fornecidas em hertz (Hz). Os dados de massa de alta resolução 

foram obtidos em espectrômetro Bruker ESI-q TOF. A cromatografia em camada fina 

(TLC), foi realizada em placas de sílica gel (folhas de alumínio 60 F254, Merck), 

usando acetato de etil-hexano (1:4 v/v) como eluente e empregando luz ultravioleta ou 

solução de ácido fosfomolíbdico em etanol 5% (p/v) para visualização. 

 

4.1.2. Preparação de tioureias substituídas 1-21, 23-29 

 

Método geral A1: Na solução de isotiocianato1 (1,0 mmol) em diclorometano (10 

mL) foi adicionada a amina 2 correspondente (1,2 mmol) em excesso e a mistura foi 
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agitada à temperatura ambiente até o isotiocianato ser consumido (monitorado por 

TLC) . Após, a fase orgânica foi lavada com 5% de HCL (aq) (3 × 10 mL), seca com 

Na2SO4 anidro e evaporada no rotaevaporador para obtenção da tioureia pura, sem 

exigência de purificação adicional. 

Método geral A2: A respectiva amina 2 (1,0 mmol) foi adicionada a uma solução 

com excesso de isotiocianato1 (1,2 mmol) e diclorometano (10 mL), e a reação foi 

agitada à temperatura ambiente até a amina ser consumida (TLC). Em seguida, a 

mistura reacional foi evaporada em rotaevaporador e o produto bruto obtido foi lavado 

pelo menos por três vezes com hexano, até a obtenção da tioureia pura. 

Método geral B1: A solução de isotiocianato 1 (1,0 mmol) em terc-butanol (10 

mL) foi adicionada a amina 2 correspondente (1,2 mmol) e a mistura foi refluxada até o 

isotiocianato ser consumido (monitorado por TLC). Posterior a evaporação do 

solvente,10 mL de CH2Cl2 foram adicionados e em seguida o mesmo procedimento 

utilizado no método A1 foi realizado.  

Método geral B2: A respectiva amina 2 (1,0 mmol) foi adicionada a uma mistura 

com excesso de isotiocianato 1 (1,2 mmol) e terc-butanol (10 mL), e a reação refluxada 

até a amina ser consumida (monitorado por TLC). Em seguida, o solvente foi 

evaporado e o mesmo procedimento utilizado no método A2 foi seguido. 

 

4.1.3. Preparação de piperazina tioureias 22, 30-46 

 

Uma solução de isotiocianato 1 (1,1 mmol) e a respectiva piperazina 3 (1,0 

mmol) em diclorometano (15 mL) foi agitada à temperatura ambiente durante 1 h. O 

solvente foi então evaporado e o produto bruto foi lavado por três vezes com hexano 

até ser obtida a tioureia pura. 

 

4.1.4. Caracterização dos derivados de tioureias 

Os dados de caracterização dos derivados de tioureia sintetizados, exceto para 

tioureias 1, 2, 4-6, 11, 12, 17-21 e 24, que foram relatadas anteriormente (LOURENÇO 

et al., 2015; VIANA et al., 2017), foram descritos neste trabalho. As tioureias 3, 10, 28, 

31, 32, 34-37, 39, 40 e 43-46 são inéditas. 

As tioureias 7-9, 13, 14, 22, 23, 25, 27 e 30 foram relatadas anteriormente, 

porém sem informações de caracterização, e derivados de tioureia 15, 22, 26, 29, 33, 

38, 41 e 42 foram relatadas na literatura apenas com caracterização parcial (BATEY E 

POWELL, 2000; CANSIZ et al., 2006; DEPREZ-POULAIN et al., 2007; AGUIAR  et al., 
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2011; KHAN et al., 2014; TAHA et al., 2015;  ANGYAL  et al., 2017; WAGH  et al., 

2018; PINGAEW et al., 2017). 

 

4.1.4.1. N-benzil-N'-metil-N'-((2S,3R,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahidroxihexil)tioureia (3)  

 

Sólido branco; 135.53ºC; IR (KBr): 3304, 3018, 2935, 2910, 1610, 1541, 1448, 

1392, 1338, 1269, 1205, 1082, 1051, 1012 cm-1; 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6) δ 7.96 

(br t, Ј = 5.54 Hz, 1H), 7.34-7.18 (m, 5H), 5.08 (d, Ј = 4.50 Hz, 1H), 4.77 (d, Ј = 5.40 

Hz, 2H), 4.56-4.32 (m, 4H), 4.00-3.80 (m, 2H), 3.70-3.40 (m, 6H), 3.21 (s, 3H); 13C-NMR 

(50 MHz, DMSO-d6) δ 182.17, 139.71, 128.05, 127.04, 126.46, 72.14, 71.76, 71.34, 

69.43, 63.24, 55.87, 48.37; 13C-NMR-DEPT 135 (50 MHz, DMSO-d6) δ 128.55 (CH), 

127.53 (CH), 126.96 (CH), 72.62 (CH), 72.26 (CH), 71.82 (CH), 69.91 (CH), 63.73 

(CH2), 56.37 (CH2), 48.85 (CH2), 40.52 (CH3); HR-MS-ESI: m/z [M+H]+calculado para 

C15H24N2O5S: 344.1571; encontrado: 345.1478. 

 

4.1.4.2. N-fenetil-N'-(3,4,5-trimetoxifenil)tioureia (10)  

 

Marrom sólido; 138.82ºC; IR (KBr): 3350, 3136, 3016, 2823, 1595, 1541, 1458, 

1338, 1225, 1120, 1007 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.05 (br s, 1H), 7.30-7.10 

(m, 5H), 6.30 (s, 2H), 6.04 (br s, 1H), 3.93-3.85 (m, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.71 (s, 6H), 2.93 

(t, J = 6.55 Hz, 2H); 13C-NMR (100 MHZ, CDCl3) δ 180.71, 154.09, 138.48, 137.25, 

131.26, 128.69 (2C), 126.66, 103.18, 60.89, 56.22, 46.15, 34.70; HR-MS-ESI: m/z 

[M+H]+ calculado para C18H22N2O3S: 347.1417; encontrado: 347.1420. 

 

4.1.4.3. N-benzil-N'-(2,3-di-hidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)tioureia (28)  

 

Sólido cinza; 153.90ºC; IR (KBr): 3568, 3481, 3348, 3163, 2972, 1591, 1508, 

1307, 1060, 885, 702, 590 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.04 (br s, 1H), 7.36-7.26 

(m, 5H), 6.85 (d, J = 8.48 Hz, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.70 (d, J = 8.50 Hz, 1H), 6.25 (br s, 

1H), 4.87 (d,J = 5.39 Hz, 2H), 4.23 (s, 4H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ 181.39, 

144.51, 143.35, 137.62, 129.07, 128.91, 127.81, 127.75, 119.36, 118.61, 115.39, 64.45, 

64.40, 49.46; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para C16H16N2O2S: 301.0998; 

encontrado: 301.1005. 

 

4.1.4.4. N-benzil-N'-(2,3-di-hidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)tioureia (31)  
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Sólido branco; 152.66°C; IR (KBr): 3332, 2930, 2852, 1589, 1538, 1410, 1230, 

1161, 979, 868, 649, 510, 429 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8.17 (d, J = 3.78 Hz, 

1H), 7.54-7.47 (m,1H), 7.35-7.29 (m, 2H), 7.28-7.20 (m, 3H), 6.65 (dd, J = 5.00 Hz andJ 

= 6.95 Hz, 1H), 6.57 (d, J = 8.60 Hz, 1H), 5.55 (br s, 1H), 3.97 (q, J = 6.30 Hz, 2H), 3.91 

(t, J = 5.40 Hz, 4H), 3.68 (t, J = 5.40 Hz, 4H), 2.98 (t, J = 6.87 Hz, 2H); 13C-NMR (100 

MHz, CDCl3) δ 181.80, 158.45, 147.89, 138.82, 137.72, 128.81, 128.80, 126.71, 

113.53, 106.61, 46.89, 46.35, 43.66, 35.18; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+calculado para 

C18H22N4S: 327.1629; encontrado: 327.1637. 

 

4.1.4. 5,4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-N-fenetilpiperazina-1-carbotioamida (32)  

 

Sólido branco; 254.33°C; IR (KBr): 3222, 3056, 2842, 1625, 1531, 1459, 1340, 

1236, 1184, 997, 919, 869, 738, 700, 499 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 11.45 

(br s, 1H), 7.93 (br s, 1H), 7.30 (t, J = 7.25 Hz, 2H), 7.22 (t, J = 8.13, 5H), 6.94 (d, J = 

2.95 Hz, 2H), 3.99-3.89 (m, 4H), 3.77-3.68 (m, 2H), 3.58-3.49 (m, 4H), 2.88 (t, J = 7.55 

Hz, 2H); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 181.91, 156.22, 139.99, 129.12, 128.83, 

126.55, 120.09, 47.37, 46.94, 45.96, 35.25; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ Calculado para 

C20H23N5S: 366.1739; encontrado: 366.1746. 

 

4.1.4.6. N-fenetil-4-(pirimidin-2-il)piperazina-1-carbotioamida (34)  

 

Sólido branco; 156.99°C; IR (KBr): 3291, 3021, 2921, 1585, 1496, 1334, 1257, 

1184, 981, 862, 703, 638, 480 cm-1; 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.31-8.23 (m, 2H), 

7.25 (t, J = 7.10 Hz, 2H), 7.17 (t,J = 7.48 Hz, 3H), 6.51-6.46 (m, 1H), 5.48 (br s, 1H), 

4.00-3.71 (m, 10H), 2.91 (t, J = 6.60 Hz, 2H); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ 181.96, 

161.23, 157.74, 138.80, 128.78, 128.75, 126.66, 110.43, 46.86, 46.54, 42.67, 35.12; 

HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para C17H21N5S: 328.1582; encontrado: 328.1589. 

 

4.1.4.7. N-benzil-4-(pirimidin-2-il)piperazina-1-carbotioamida (35)  

 

Sólido branco; 211.54ºC; IR (KBr): 3309, 2987, 2861, 1591, 1548, 1375, 1321, 

1243, 1018, 935, 862, 752, 700, 597, 509 cm-1; 1H-NMR (500 MHz, DSMO-d6) δ 8.39 

(d, J = 4.71 Hz, 2H), 8.29 (t, J = 5.56 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 4.64 Hz, 4H), 7.25-7.20 (m, 

1H), 6.66 (dt, J = 0.55 Hz andJ = 4.72 Hz, 1H), 4.83 (d, J = 5.46 Hz, 2H), 3.98-3.93 (m, 
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4H), 3.82-3.77 (m, 4H); 13C-NMR (125 MHz, DSMO-d6) δ 182.31, 161.49, 158.41, 

140.11, 128.55, 127.68, 127.04, 110.87, 48.84, 47.35, 43.22; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ 

calculado para C16H19N5S: 314.1425; encontrado: 314.1433. 

 

4.1.4.8. 4-(4-hidroxifenil)-N-fenilpiperazina-1-carbotioamida (36)  

 

Sólido branco; 196.83°C; IR (KBr): 3230, 2823, 1589, 1513, 1444, 1322, 1270, 

1213, 1139, 1020, 931, 761, 700, 516 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 9.40 (br s, 

1H), 8.89 (br s, 1H), 7.35-7.27 (m, 4H), 7.14-7.07 (m, 1H), 6.84 (d, J = 8.70 Hz, 2H), 

6.68 (d, J = 8.70 Hz, 2H), 4.09-3.97 (m, 4H), 3.09-2.98 (m, 4H); 13C-NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ 182.01, 151.83, 144.07, 141.50, 128.47, 125.68, 124.76, 118.71, 116.01, 

50.43, 48.49; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para C17H19N3OS: 314.1313; 

encontrado: 314.1326. 

 

4.1.4.9. N-benzil-4-(tetrahidrofuran-2-carbonil)piperazina-1-carbotioamida (37)  

 

Óleo amarelo; 208.79ºC; IR (KBr): 3284, 2865, 2157, 2080, 1631, 1529, 1324, 

1199, 1008, 734, 696, 565, 451 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.40-7.27 (m, 5H), 

5.88 (t,J= 4.37 Hz, 1H), 4.86 (d, J = 4.90 Hz, 2H), 4.57-4.51 (m, 1H), 4.11-4.03 (m, 1H), 

3.94-3.74(m, 6H), 3.73-3.65 (m, 1H), 3.64-3.51 (m, 2H), 2.31-2.21 (m, 1H), 2.08-1.85 

(m, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ 182.45, 170.34, 137.75, 128.84, 128.11, 127.84, 

75.99, 69.14, 50.41, 47.47, 46.36, 44.39, 41.17, 28.20, 25.75; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ 

calculado para C17H23N3O2S: 334.1576; enontrado: 334.1599. 

 

4.1.4.10. N-benzil-4-butilpiperazina-1-carbotioamida (39)  

 

Sólido amarelo; 78.51ºC; IR (KBr): 3249, 3054, 2927, 2802, 1602, 1540, 1448, 

1373, 1334, 1263, 1201, 1130, 1022, 958, 871, 811, 725, 694, 613, 449 cm-1; 1H-NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ 7.37-7.26 (m, 5H), 5.69 (br s, 1H), 4.85 (d, J = 4.84 Hz, 2H), 3.81 

(t, J = 5.15 Hz, 4H), 2.46 (t, J = 5.15 Hz, 4H), 2.34 (t, J = 7.55 Hz, 2H), 1.50-1.41 (m, 

2H), 1.37-1.26 (m, 2H), 0.91 (t, J = 7.30 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ 182.03, 

137.95, 128.82, 128.14, 127.77, 58.09, 52.61, 50.38, 47.48, 28.94, 20.64, 14.01; HR-

MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para C16H25N3S: 292.1832; encontrado: 292.1849. 

 

4.1.4.11. 4-butil-N-fenilpiperazina-1-carbotioamida (40) 
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Sólido branco; 111.85ºC; IR (KBr): 3166, 3016, 2923, 1592, 1523, 1448, 1402, 

1321, 1220, 1128, 1010, 923, 823, 709, 620 cm-1; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.36 (br 

s, 1H), 7.30 (t, J = 7.84 Hz, 2H), 7.15-7.06 (m, 3H), 3.80 (t, J = 5.08 Hz, 4H), 2.45 (t, J = 

5.08 Hz, 4H), 2.33 (t, J = 7.56 Hz, 2H), 1.49-1.39 (m, 2H), 1.36-1.25 (m, 2H), 0.90 (t, J = 

7.30 Hz, 3H); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ 183.08, 140.10, 129.11, 125.07, 122.93, 

58.01, 52.53, 49.51, 28.94, 20.62, 14.00; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para 

C15H23N3S: 278.1675; encontrado: 278.1684. 

 

4.1.4.12. 4-(2-clorofenil)-N-fenilpiperazina-1-carbotioamida (43)  

 

Sólido branco; 175.78°C; IR (KBr): 3222, 2809, 1585, 1529, 1479, 1411, 1307, 

1218, 1172, 1022, 943, 761, 721, 597 cm-1; 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.49 (br s, 

1H), 7.39-7.31 (m, 3H), 7.27-7.20 (m, 1H), 7.17-7.11 (m, 3H), 7.03-6.98 (m, 2H), 3.98 (t, 

J = 4.53 Hz, 4H), 3.08 (t, J = 4.84 Hz, 4H); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ 183.57, 

148.30, 140.05, 130.75, 129.25, 128.90, 127.76, 125.20, 124.43, 122.83, 120.56, 50.69, 

49.88; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para C17H18ClN3S: 332.0913; encontrado: 

332.0982. 

 

4.1.4.13. N-benzil-4-(2,3,4-trimetoxibenzil)piperazina-1-carbotioamida (44) 

 

Sólido branco; 94.97ºC; IR (KBr): 3266, 2927, 2815, 1600, 1540, 1411, 1249, 

1093, 1047, 998, 873, 748, 701, 522 cm-1; 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.37-7.27 (m, 

5H), 6.98 (d, J = 8.50 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 8.50 Hz, 1H), 5.73 (br s, 1H), 4.85 (d, J = 

4.85 Hz, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.84-3.80 (m, 4H), 3.54-3.51 (m, 

2H), 2.53 (t, J = 4.83 Hz, 4H); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ 182.07, 153.29, 152.64, 

142.29, 137.96, 128.81, 128.13, 127.75, 125.33, 107.08, 61.23, 60.81, 56.14, 56.01, 

52.12, 50.37, 47.43; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para C22H29N3O3S: 416.1996; 

encontrado: 416.2002. 

 

4.1.4.14. N-fenil-4-(2,3,4-trimetoxibenzil)piperazina-1-carbotioamida (45) 

 

Sólido amarelo; 145.61°C; IR (KBr): 3417, 3174, 2937, 2796, 1598, 1535, 1492, 

1434, 1315, 1230, 1159, 1103, 995, 898, 763, 692, 570, 489 cm-1; 1H-NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ 7.40 (br s, 1H), 7.33-7.28 (m, 2H), 7.15-7.09 (m, 3H), 6.97 (d, J = 8.50 Hz, 
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1H), 6.63 (d, J = 8.50 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.84-3.81 (m, 

4H), 3.52 (s, 2H), 2.53 (t, J = 4.80 Hz, 4H); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ 183.06, 

153.25, 152.64, 142.31, 140.11, 129.10, 125.27, 125.06, 122.95, 107.07, 61.23, 60.81, 

56.14, 56.01, 52.13, 49.49; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para C21H27N3O3S: 

402.1839; encontrado: 402.1845. 

 

4.1.4.15. 4-(4-hidroxifenil)-N-(3,4,5-trimetoxifenil)piperazina-1-carbotioamida (46) 

 

Sólido branco; 236.51°C; IR (KBr): 3438, 3158, 2940, 1604, 1508, 1463, 1322, 

1216, 1126, 1031, 931, 840, 728, 555 cm-1; 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 9.30 (br s, 

1H), 8.88 (br s, 1H), 6.83 (d, J = 8.88 Hz, 2H), 6.69-6.65 (m, 4H), 4.00 (t, J = 4.65 Hz, 

4H), 3.73 (s, 6H), 3.64 (s, 3H), 3.03 (t, J = 4.65 Hz, 4H); 13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) 

δ 181.70, 152.65, 151.78, 144.12, 137.24, 134.89, 118.66, 115.99, 103.56, 60.54, 

56.31, 50.40, 48.45; HR-MS-ESI: m/z [M+H]+ calculado para C20H25N3O4S: 404.1631; 

encontrado: 404.1638. 

 

4.2. Cultivo celular e tratamento com os derivados de tioureias 

 

As linhagens murinas de macrófagos RAW 264.7 (ATCC TIB-71) e J774A.1 

(ATCC TIB-67) foram cultivados em meio de cultura DMEM-F12 suplementado com 

10% soro fetal bovino (SFB) (Gibco/ Invitrogen, NY, USA) e acresido de 50 µg/mL de 

gentamicina (GibcoBRL) e 25 µg/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich), sendo mantidos 

em estufa a 37°C e 5% de CO2. Para o cultivo de J774A.1 foi adicionado ao meio de 

cultura acima 2mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich) e 1mM de piruvato de sódio (Sigma-

Aldrich). Quando em experimentação, os macrófagos RAW 264.7 e J774A.1 (5x105 

células/mL) foram plaqueados em placa de 96 pocos com 100 uL/poço de meio DMEM-

F12 suplementado com 2% SFB (sem acréscimo de antibiótico), na presença ou 

ausência dos derivados de tioureias (25, 50, 100 ou 200 µM) e/ou LPS (1 µg/mL, 

Escherichia  coli  055:B5; Sigma-Aldrich, USA). A placa foi mantida em estufa a 37°C e 

5% de CO2 e após 24 h, o sobrenadante da cultura foi coletado para avaliação dos 

parâmetros inflamatórios.  

 

4.2.1. Quantificação da produção de NO 
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A produção de NO pelos macrófagos foi estimada indiretamente, medindo-se a 

concentração de nitrito no meio de cultura. Cinquenta microlitros do sobrenadante da 

cultura de macrófagos RAW 264.7 tratada e estimulada conforme item 4.2 foram 

acrescidos de 50 µL de reagente de Griess (p-aminobenzenosulfonamida 1% + 

diidrocloreto de naftilenodiamino 0,1% em 5% de ácido fosfórico, Sigma Aldrich). Após 

10 min, a absorbância foi mensurada a 570 nm em espectrofotômetro de placa (Epoch 

UV-Vis, Biotek, USA). A concentração de nitrito no sobrenadante foi determinada em 

µM utilizando como referência uma curva de nitrito de sódio decrescida do valor obtido 

com os aditivos sem células (GRIESS, 1864). A substância padrão, L-NMMA (Acetato 

de NG- metil-L-arginina) (Figura 12) conhecido pela inibição não seletiva da NOS, foi 

utilizado, na concentração de 20 µg/mL (40,86 ± 1,06%, IC50 78,3 ± 6,5 µg/mL) para 

comparação da atividade inibitória com as apresentadas pelos derivados de tioureias 

em estudo. Em concentrações maiores, a substância apresentou citotoxidade elevada 

e em concentrações menores não foi capaz de manter sua atividade inibitória 

(VENTURA, 2015b). As quantidades obtidas em µM de NO no sobrenadante de cada 

amostra foram comparadas ao controle negativo de produção de NO, na cultura de 

macrófagos sem estímulo e tratamento, e ao controle positivo de produção de NO, na 

cultura de macrófagos estimulados com LPS e não tratados.  
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Figura 12- Estrutura química do inibidor não seletivo da NOS, L-NMMA (VALLANCE e LEIPER, 

2002).   

 

4.2.2. Avaliação da viabilidade celular em cultura de macrófagos 

 

A avaliação da viabilidade da cultura de macrófagos tratada com os derivados 

de tioureias foi efetuado através da análise do potencial de células metabolicamente 

ativas em reduzir o 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazol (MTT) a um cristal de 

formazan. Após 24 h do tratamento da cultura celular de RAW 264.7conforme descrito 

no item 4.2, 10 µL/poço da solução de MTT (5 mg/mL, Sigma Aldrich) foi acrescido a 

cultura e incubado por 2 h a 37ºC e 5% CO2. Posteriormente, o sobrenadante da placa 

de cultivo foi removido e os cristais de formazan obtidos foram solubilizados com 100 
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uL/poço de solução de isopropanol adicionado de ácido clorídrico (HCl) (4mM) 

(MOSMANN, 1983). A leitura foi realizada em espectrofotômetro de placa a 570 nm 

(Epoch UV-Vis, Biotek, USA). O percentual de viabilidade celular obtido através do 

método do MTT foi convertido à percentual de citotoxidade utilizando como referência 

os valores obtidos nos controles utilizados, segundo a fórmula: 100- ((D.O.amostra – D.O. 

C+) *100/ D.O. C- - D.O. C+). Como controle positivo (C+) de mortalidade foi utilizado a 

cultura de macrófagos estimulados e não-tratados acrescida de 10 µL de Triton X-100 

a1% e como controle negativo (C-), a cultura de macrófagos estimulados e não-

tratados. Ressalta-se que o controle foi tratado com o solvente DMSO (Sigma Aldrich) 

utilizado na mesma proporção da diluição das tioureias.   

 

4.2.3. Quantificação da produção das citocinas TNF-α e IL-1β 

 

A presença das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β no sobrenadante da 

cultura de macrófagos estimulada e tratada (conforme descrito no item 4.2) foi 

quantificada separadamente utilizando kits comerciais de ELISA (ensaio de 

imunoadsorção ligado à enzima) tipo sanduíche (R&D Systems, MN, USA) e a 

execução experimental ocorreu segundo o protocolo do fabricante. Como controle 

positivo da produção de ambos mediadores foi utilizado o sobrenadante da cultura de 

macrófagos estimulada e não tratada e como controle negativo, o sobrenadante da 

cultura celular não estimulada e não tratada. 

 

4.2.4. Avaliação da atividade antioxidante 
 
 

Para avaliação da atividade antioxidante dos derivados de tioureia mais ativos 

em inibir a produção de NO em cultura de macrófagos estimulada foi utilizado como 

doador de NO, o nitroprussiato de sódio (SNP) diluído em PBS estéril a 100 mM. O 

método foi previamente padronizado quanto à concentração de SNP a ser utilizada e o 

tempo de incubação para maior proximidade com o obtido no ensaio celular em termos 

de quantidade em micromolar de NO (CALIXTO, 2016). Cinco microlitros da solução de 

SNP (5mM) foi adicionada a 45 µL do meio de cultura DMEM-F12 acrescido dos 

derivados de tioureias ou do flavonoide rutina (Figura 13), conhecido por sua 

capacidade sequestradora de NO, nas concentrações de 25, 50, 100 ou 200 µM. A 

placa foi incubada a temperatura ambiente por 1,5 h na presença de luz.  Após este 

período, o ensaio de Griess foi efetuado (como descrito no item 4.2.1) (ZHAI et al., 
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2009). As quantidades obtidas em µM de NO no meio de cultura para cada amostra 

foram comparadas ao controle negativo, somente meio de cultura, e ao controle 

positivo, meio de cultura acrescido de SNP. 
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Figura 13 - Estrutura química do nitroprussiato de sódio e do flavonoide rutina (COUTINHO et al., 
2009; ZHAI et al., 2009). 

 

4.2.5. Avaliação da capacidade dos derivados de tioureia inibirem a expressão 

enzimática da iNOS 

 

Macrófagos RAW 264.7 foram plaqueados na concentração de 2x107 células/mL 

com meio DMEM-F12 sem antibiótico e 10% SFB em placas de Petri e incubados por 

24 h a 37ºC e 5% de CO2. Após este período, os macrófagos confluentes foram 

estimulados com LPS (1 µg/mL) e tratados com os derivados de tioureias mais ativos 

em inibir a produção de NO em cultura celular estimulada na concentração de 50 e 100 

µM (concentração selecionada devido a não interferência da citotoxidade e a presença 

do potencial de inibição da produção do NO) por mais 24 h a 37ºC e 5% de CO2.  

Para a confirmação da presença do estimulo celular após 24 h, o sobrenadante 

da cultura foi coletado e avaliado pelo método de Griess. O sobrenadante de cada 

placa de petri foi removido e a monocamada celular foi lavada com PBS 1X para 

posterior remoção com auxílio de cell scraper (espalhadores ou raspadores de células), 

sendo transferida para microtubos que foram centrifugados (1200 rpm, 5’) para 

obtenção do sedimento de células. Após remover o sobrenadante, as células foram 

lisados com tampão de lise (10% SDS, 20% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 2% azul de 

bromofenol e 1 M Tris HCl, pH 6.8), contendo inibidor de proteases  (2 mM de AEBSF, 

0,3 μM de aprotinina, 116 μM de bestatina, 14 μM de E-64, 1 μM de leupeptina e 1 mM 

de EDTA/ Sigma Aldrich) e a concentração de proteínas em cada lisado foi estimada 

pelo método de Bradford.  

Sessenta microgramas do lisado celular foram submetidos ao gel de 10% SDS-

poliacrilamida no sistema MiniVE Vertical Eletrophoresis System (GE- Healthcare). 
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Após a eletroforese, as proteínas devidamente separadas no gel foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose utilizando tampão fosfato (Amersham Hybond- 

ECL, GE-Healthcare). Posteriormente, a membrana foi bloqueada com 2,5% de 

albumina sérica bovina (BSA) dissolvida em TBS acrescido de Tween 0,05% (PBST), 

overnight a 4ºC. Em seguida, a membrana foi lavada 3X com PBST 0,05% e incubadas 

com anticorpo primário anti-iNOS monoclonal (BD Transduction Laboratories), 1:1000, 

ou com anticorpo monoclonal anti-COX-2 (BD Transduction Laboratories), 1:500, 

ambos diluídos em TBST 0,05% acrescido de 1% de leite desnatado, por 1h, a 

temperatura ambiente.  

Em seguida, a membrana foi lavada 3X com PBST 0,05% e incubada com 

anticorpo secundário anti-mouse IgG-peroxidase respectivamente (1:5000) (Santa Cruz 

Biotechnology) em TBS por 1 h, a temperatura ambiente. A membrana foi então lavada 

três vezes com TBST 0,05% e revelada com solução de 0,5 mg de 3,3'-

diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich) em 50 mM de Tris HCl, pH 7,5 e 0,03% de 

peróxido de hidrogênio.  

O peso molecular das bandas foi comparado ao peso molecular padrão (Full 

Range Rainbow - GE-Healthcare). As bandas proteicas reveladas foram digitalizadas 

utilizando scanner de alta resolução e a análise densitométrica foi realizada através do 

software ImageJ (NIH, Bethesda, MD). O valor para a condição estimulada (células 

estimuladas com LPS) foi inferido como 1 e as outras condições foram calculadas em 

correlação com este parâmetro. 

 

4.3.  Cultivo micobacteriano 

 

As cepas de M. tuberculosis e M. kansasii utilizadas neste estudo foram 

genotipadas e cedidas pelo Dr. Philip Suffys (Instituto Oswaldo Cruz/RJ). A cepa 

laboratorial M. tuberculosis H37Rv e a cepa Beijing, M. tuberculosis M299, proveniente 

de um isolado clínico de paciente com TB em Moçambique foram cultivadas em meio 

Middlebrook 7H9 (DIFCO, Detroit, MI), acrescido de 0,05% Tween 80 suplementado 

com 10% de ADC (albumina, dextrose, catalase- Difco Laboratories) durante 7 dias até 

a fase mid-log, em estufa bacteriológica à 37ºC e 5% de CO2. Enquanto a cepa de 

referência Mkan ATCC 12478 e os isolados clínicos de pacientes (8835 e 10953) foram 

crescidas em meio de cultura Middlebrook 7H9 acrescido de 0,05% glicerol e de 10% 

de ADC, sendo também mantidas em estufa sob os mesmos parâmetros utilizados no 

cultivo de Mtb. 
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O monitoramento do crescimento micobacteriano foi efetuado através da medida 

de densidade óptica (D.O 600nm), por espectrofotometria (Biospectro – modelo SP-

220).  

 

4.3.1. Ajuste da concentração micobacteriana 

 

Um criotubo com alíquotas de 1 mL (107 a 108 bactérias) de cada uma das 

cepas foram retiradas do estoque acondicionado à -70ºC. Antes da execução dos 

experimentos, as culturas de Mtb mantidas em cultivo por 7 dias e de Mkan por 5 dias 

passaram por 3 ciclos intercalados de agitação novórtex (BIOMATIC) e banho de 

ultrassom por 1 min (Ultrasonic Maxi cleaner 800–UNIQUE) para dispersão dos grumos 

e obtenção de uma suspensão homogênea. O ajuste da concentração bacteriana 

utilizada nos experimentos foi realizado através da leitura prévia da densidade óptica a 

600 nm de 1 mL da suspensão das culturas em espectrofotômetro (Biospectro – 

modelo SP-220) subtraído da D.O do meio de cultura 7H9 somente suplementado.  

Após quantificação da D.O. da suspensão bacteriana de cada cepa, foi realizada a 

diluição das suspensões de Mtb para a D.O. 0,100 e as suspensões de Mkan foram 

diluídas para a D.O. 0,200. A diluição das suspensões obedeceu ao critério de relação 

da densidade óptica versus número de bacilos, no qual a D.O 0,100 para as cepas M. 

tuberculosis H37Rv e M299 corresponde a 2x107 bacilos/mL e a D.O 0,200 para as 

cepas M. kansasii 12478/ATCC, 8835 e 10953 correspondem a 5x107, 4x107 e 2x107 

bacilos/mL respectivamente. 

 

4.3.2. Avaliação da atividade antimicobacteriana 

 

Durante a fase logarítmica de crescimento das cepas de Mycobacterium com as 

D.O. ajustadas conforme o item 4.3.1, 50 µL da suspensão de cada cepa foram 

plaqueados em placa de 96 poços (1x107 CFU/mL) e acrescido de cinquenta microlitros 

dos derivados de tioureias diluído em concentração 2X maior do que a concentração 

final desejada (25, 50, 100 e 200 µM  para todas as cepas micobacterianas). A placa foi 

então incubada a 37°C por 5 dias para ambas as cepas de Mtb e Mkan.  Após este 

período, foram adicionados 10 L/poço de solução de MTT em cada poço da placa em 

analise por 3 horas, após esse tem, 100 µL de tampão de lise (20% p/v de SDS, 50% 

v/v de DMF, Sigma Aldrich) foi adicionado para diluição dos cristais de formazan e 

eliminação do bacilo. A leitura foi realizada em espectrofotômetro de placa a 570 nm 

https://www.hexasystems.com.br/produtos/marcas/biospectro.aspx
https://www.hexasystems.com.br/produtos/marcas/biospectro.aspx
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(CAVIEDES et al., 2002). Como controle positivo de crescimento foi utilizado meio de 

cultura 7H9 suplementado acrescido de bactérias e não tratado e como controle 

negativo, somente meio de cultura suplementado.  

O potencial dos derivados de tioureias contra Mtb foi comparado a rifampicina, 

fármaco padrão para tratamento da TB. A rifampicina foi utilizada na concentração de 

0,0039 – 1,2μM para a cepa H37Rv e 0,009 - 12 μM para a cepa M299. Toda 

manipulação e cultivo das micobactérias obedeceram às normas de biossegurança de 

nível III. 

 

4.3.3. Infecção da cultura de macrófagos, tratamento com os derivados de 

tioureias e quantificação do crescimento micobacteriano intracelular 

 

Macrófagos RAW 264.7 foram plaqueados na concentração de 5x105 

células/mL, e 100 uL foram adicionado a cada poço de placa de 96 poços  24 h antes 

da infecção micobacteriana, com meio DMEM-F12 sem antibiótico e suplementado com 

10% SFB. Após este período, a cultura de macrófagos foi infectada com a suspensão 

micobacteriana de Mtb H37Rv previamente preparada conforme item 4.3.1 e com a 

densidade óptica ajustada para 0,1. A cultura de macrófagos foi infectada na razão de 

multiplicidade da infecção  (MOI) 1:1 (macrófago/bactéria). A fagocitose foi permitida 

por 3 h, e logo após, as micobactérias extracelulares foram removidas por 3 lavagens 

com PBS 1X estéril. Posteriormente, a monocamada celular infectada foi tratada por 4 

dias com os derivados de tioureias nas concentrações de 25, 50 e 100 µM. No quarto 

dia pós infecção, as células foram lisadas com solução de saponina 1% por 20 min 

(Sigma Aldrich) para liberar as bactérias intracelulares. O lisado da cultura foi agitado, 

sonicado em banho de ultrassom e diluído em série de 10 vezes em PBS 1X estéril. 

Cinquenta microlitros das alíquotas do lisado celular foram semeadas em duplicata em 

placas de ágar 7H10 suplementadas. As placas foram incubadas por 21 dias à 37°C, e 

após  foi realizada a contagem das unidades formadoras de colônias (CFU). O número 

de colônias quantificadas foi utilizado para cálculo da concentração CFU/mL. Controle 

positivo, macrófagos infectados e não tratados, e controle negativo macrófagos não 

infectados e não tratados. 

 

4.3.4. Avaliação do potencial inibitório dos derivados de tioureia na viabilidade de 

agregados extracelulares de M. tuberculosis 
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Macrófagos RAW 264.7 foram cultivados e semeados conforme descrito acima 

(item 4.3.3) e uma variação dos métodos de KALSUM et al. (2017) foi utilizado. 

Macrófagos RAW 264.7 foram infectados com Mtb M299 (cepa de alta virulência) em 

MOI 10:1 (macrófago/bactéria) por 3 h, seguido por 3 lavagens com PBS para remoção 

de bactérias extracelulares não fagocitadas. Posteriormente, foram adicionados 200 µL 

de DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB a monocamada de células infectadas 

que foram incubadas a 37ºC por 12 dias. Neste período a cada 2 dias foi realizado a 

observação microscópica da cultura infectada para acompanhamento da morte celular 

necrótica dos macrófagos e liberação dos agregados micobacterianos extracelulares. 

No 12º dia após a infecção, para garantir a liberação dos agregados de Mtb, foi 

adicionada solução de saponina a 1% a cada poço por 20 min. Após esse período, 

agregados extracelulares de Mtb disponíveis no meio de cultura foram tratados com os 

derivados (25, 50 e 100 µM) por 4 dias. As suspensões bacterianas foram recuperadas 

no dia 4 de tratamento e, em seguida, foram vigorosamente agitadas em vórtex por 1 

min intercalado com sonicação em banho de ultrassom três vezes por 50 s cada para 

romper os aglomerados bacterianos e obter uma suspensão homogênea. As 

suspensões bacterianas foram diluídas em série em PBS 1X e semeadas em ágar 

Middlebrook 7H10 suplementado com 10% de OADC. Após 21 dias, o número de 

colônias bacterianas foi contabilizado e o número de colonias foi expresso em CFU/mL. 

 

4.4.1. Relação estrutura-atividade e estudos in silico de ADMET 

 

As estruturas químicas 3D dos derivados de tioureia foram construídas e os 

cálculos de modelagem molecular foram realizados usando o programa SPARTAN’10 

(Wavefunction Inc, CA, 2000). Os derivados em seus estados neutros foram 

submetidos a uma busca sistemática por meio de cálculo por mecânica molecular 

(MMFF), para obtenção das conformações do estado mínimo de energia. 

Posteriormente, a otimização da geometria desses derivados foi realizada no vácuo, 

utilizando o método semi-empírico RM1. Para a obtenção dos descritores moleculares, 

todos os derivados de tioureia foram submetidos ao cálculo de um único ponto 

utilizando o método DFT e um funcional B3LYP com conjunto de base 6-311G*. 

Algumas propriedades foram obtidas para esses derivados, tais como valores de 

energia HOMO (Orbital molecular de maior energia ocupado por elétrons) e LUMO 

(Orbital molecular de menor energia não ocupado por elétrons), é coeficiente orbital e 

densidade, mapas de potencial eletrostático molecular (MEPs), momento de dipolo e 
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cargas atômicas parciais. As isosuperfícies tridimensionais dos MEPs na superfície de 

contato de van der Waals representam potenciais eletrostáticos sobrepostos a uma 

superfície de densidade eletrônica constante (0,002 e / au³) e foram gerados em uma 

faixa de –170 a +220 KJ/mol. Esses valores de  superfície codificados por cores 

fornecem uma indicação do tamanho molecular geral e da localização dos potenciais 

eletrostáticos negativos (vermelho) ou positivos (azul). Por fim, as estruturas químicas 

2D de derivados de tioureia promissores e rifampicina foram submetidas a análises in 

silico de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicologia (ADMET) usando 

o programa ADMET Predictor™ (Simulation Plus Inc., Lancaster, CA, EUA). Os 

metabólitos foram gerados a partir da probabilidade de reações de oxidação para 

diferentes isoformas de Citocromo P450 (CYP). Parâmetros de toxidade específicos 

foram previstos, como hepatotoxidade, mutagenicidade e toxidade reprodutiva. A 

elevação de biomarcadores relevantes como fosfatase alcalina (ALP), aspartato 

transaminase (AST), alanina transaminase sérica (ALT), gama-glutamiltransferase 

(GGT) e lactato desidrogenase (LDH) foi investigada. Além disso, a mutagenicidade foi 

predita com base no Teste de Ames (MODI et L., 2012). 

 

4.5.  Infecção experimental de camundongos C57Bl/6 com cepa Mtb de 

hipervirulência 

 

Camundongos da linhagem C57Bl/6, livres de patógenos específicos (SPF), 

machos, com idade entre 6 e 8 semanas, foram fornecidos pelo Biotério Central do 

Centro de Biociências e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Os animais foram infectados e mantidos em micro-

isoladores, distribuídos organizadamente em estantes ventiladas no biotério de 

Biossegurança nível III do Laboratório de Biologia do Reconhecer (CBB/ UENF) sob 

responsabilidade da Profª. Drª. Elena Lassounskaia. O modelo de infecção dos 

camundongos foi aprovado pela Comissão Interna de Biossegurança da UENF (C-

CIBio-18/03, 2017) e pela Comissão de Ética em Uso Animal, CEUA, da UENF 

(protocolo nº 350-2017). Antes do procedimento de infecção experimental foi efetuada 

a preparação do inóculo. A cepa de Mtb M299 foi previamente cultivada e a densidade 

óptica mensurada de acordo com o item 4.3.1 Esta cepa foi escolhida para infecção 

dos animais por desenvolver no animal infectado severa patologia pulmonar, com alta 

carga bacteriana e extensivo dano tecidual (AMARAL et al., 2014). A dose de infecção 

de 100 bacilos (baixa dose) num volume de 50 µL foi realizada para cada animal e 
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confirmada por contagem de CFU em placas de ágar 7H10 inoculadas com o mesmo 

volume de inóculo instilado na traqueia de cada animal. No procedimento de infecção 

experimental, os animais foram inicialmente anestesiados por via intraperitoneal (i.p.), 

pela aplicação de uma alíquota de 90-120 µL da mistura de Anazedan (xilazina, 15 

mg/kg, VeTbrands) e Dopalen (ketamina, 110 mg/kg, VeTbrands) diluídos em PBS 

estéril. Para certificação da eficácia da analgesia nos animais, estes foram submetidos 

a testes de padrão de reflexo de acordo com as normas de bioética de experimentação 

animal. 

O procedimento cirúrgico foi iniciado com uma incisão transversal de 0,5 cm na 

pele da região do pescoço do animal para exposição da traqueia, onde foi injetado o 

volume de 50 µL (~102 bacilos) entre os anéis cartilaginosos mais proeminentes, com 

auxílio de uma seringa hipodérmica 0,3 mL (Terumo, SP, Brasil). Os animais controles 

receberam 50 µL de PBS 1X estéril. Logo após a infecção intratraqueal (i.t.), a incisão 

foi suturada. Os animais infectados foram separados em grupos com seis animais em 

cada microisolador e supervisionados diariamente quanto aos sinais vitais e 

eutanasiados (inalação de CO2), se requerido, seguindo o protocolo de bioética animal, 

quando observado perda de peso, ausência de mobilidade e dificuldade de respiração 

a fim de minimizar o sofrimento.  

 

4.5.1. Tratamentos e grupos experimentais 

 

Priorizando o estabelecimento da infecção pelo bacilo e desenvolvimento da 

resposta imune, o tratamento dos animais foi iniciado após 15 dias do procedimento de 

infecção, por via intraperitoneal (20 µL/animal), alternando o lado de aplicação no 

abdômen, diariamente durante 15 e 30 dias de tratamento. Os animais infectados 

foram distribuídos aleatoriamente em 7 grupos de 6 animais cada. Grupos 

experimentais de acordo com o protocolo a que foram submetidos: 

 

Grupo 1 - Animais não infectados.  

Grupo 2 - Animais somente infectados por Mtb e não tratados.  

Grupo 3 - Animais não infectados que receberam aplicação intraperitoneal diária 

do derivado 28 (20 mg/Kg).  

Grupo 4 - Animais não infectados que receberam aplicação intraperitoneal diária 

do derivado 29 (20 mg/Kg).  
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Grupo 5 - Animais infectados por Mtb que receberam aplicação intraperitoneal 

diária do derivado 28 (20 mg/Kg).  

Grupo 6 - Animais infectados por Mtb que receberam aplicação intraperitoneal 

diária do derivado 29 (20 mg/Kg).  

Grupo 7 - Animais infectados por Mtb que receberam aplicação intraperitoneal 

diária de rifampicina (10 mg/Kg). 

 

Após o período de 15 e 30 dias de tratamento os animais foram eutanasiados 

por exposição em câmara de CO2 e os seguintes parâmetros averiguados: carga 

bacilar (CFU) no pulmão, alterações teciduais e celulares no pulmão (macropatologia e 

histopatologia/ morfometria), relação entre o peso dos pulmões e o número de células 

contabilizados, produção de citocinas ex vivo a partir das células pulmonares e análise 

fenotípica do infiltrado celular nos pulmões por citometria de fluxo. 

 
4.5.2. Obtenção de células pulmonares e dos bacilos e análises de mediadores 

inflamatórios produzidos por estas células ex vivo 

 

Para a obtenção das células pulmonares foram coletado os lóbulos inferior 

esquerdo e os lóbulos superior, médio e inferior direito dos pulmões dos camundongos 

infectados ou não, os quais foram pesados e adicionados à placa de petri (JProlab, 21 

cm2) com 3 mL de meio de cultura RPMI (Gibco/Invitrogen, NY, USA). Com o auxílio de 

pinças curvas, o órgão foi fragmentado e mantido acondicionado no gelo. A seguir foi 

adicionado 1mL de solução de digestão tecidual (1 µg/mL de liberase Blendzyme 2 e 

0,1 µg/mL de DNAse de pâncreas bovino - Sigma Aldrich) incubando-se a 37ºC e 5% 

de CO2, por 40 minutos sob agitação. Após este período, os órgãos imersos na solução 

de digestão foram dissociados utilizando seringas de 10mL por 10 ciclos de 

homogeneização e os homogenatos obtidos filtrados em cell strainer com poro de 40 

µm (BD Bioscience,CA, USA). 

O homogenato isento de matriz tecidual foi destinado à quantificação 

micobacteriana através da diluição decimal seriada e semeadura em placa de ágar 

7H10 suplementado com OADC. As placas foram lacradas e incubadas em estufa 

bacteriológica a 37ºC por 21 dias para posterior cotagem das unidades formadoras de 

colonias.  

O restante do homogenato foi processado para obtenção de células. As 

hemácias foram removidas através de tratamento com tampão de lise ACK (0,144 M 
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NH4Cl, 0,0169 M Tris base, pH 7.4) e as suspensões celulares foram lavadas  com 10 

mL de PBS1x estéril com 10% SFB e ressuspendidas em meio RPMI suplementado 

com 10% de SFB e 0,05 mg/mL de gentamicina sendo mantidas no gelo. Uma alíquota 

desta suspensão foi adicionada de azul de Trypan 0,2% solubilizado em 

paraformaldeído 1% por 1 minuto para contagem celular. Após a quantificação e ajuste 

da concentração celular (5x105 células/mL), as células foram plaqueadas e cultivadas 

ex vivo por 48 h para posterior coleta de sobrenadante e quantificação da produção 

espontânea de mediadores inflamatórios.  

A produção das citocinas IL-1β, TNF-α e IL-10 foram quantificados 

separadamente utilizando kits comerciais de ELISA (ensaio de imunoadsorção ligado à 

enzima) tipo sanduíche (R&D Systems, MN, USA) e a execução experimental ocorreu 

segundo o protocolo do fabricante.  

O mediador Inflamatório NO foi quantificado artavés do método de Griess, de 

acordo com o item 4.2.1. 

 

4.5.3. Análise macroscópica e histopatológica do pulmão 

 

A avaliação da macro e micropatologia foram realizadas para o pulmão, nos 30 e 

45 dias após a infecção. O lóbulo superior esquerdo do pulmão de cada animal foi 

selecionado para a análise histológica sendo fixado por no mínimo 96 h em formol 10% 

tamponado. A macropatologia foi avaliada através da pesagem dos pulmões dos 

animais, comparando o peso dos órgãos entre os animais somente infectados e os 

animais infectados e distintamente tratados. Após a fixação, o lóbulo direito do pulmão 

de cada animal foi fotografado com escala em centímetros para a avaliação 

macroscópica das mudanças morfológicas do órgão. A massa relativa foi calculada 

pela razão entre o peso do pulmão de cada animal infectado (tratado ou não) e a média 

do peso do pulmão dos animais controle. Os estudos histopatológicos para avaliar a 

micropatologia foram realizados nos cortes dos tecidos a partir da coloração com 

hematoxilina-eosina (H&E) para a visualização das alterações teciduais e pelo método 

de Ziehl-Neelsen para detecção da presença de bacilos álcool-ácidos resistentes 

(BAAR). 

 

4.5.4.  Método de coloração com Hematoxilina-Eosina (H&E) 
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A técnica de coloração foi realizada em colaboração com o Prof. Dr. Eulógio 

Carlos Queiroz de Carvalho, Patologista Clínico do Laboratório de Sanidade Animal, do 

Hospital Veterinário da Universidade Estadual do Norte Fluminense. 

O lóbulo superior do pulmão esquerdo dos camundongos infectados ou não foi 

retirado para análises histopatológicas 30 e 45 dias após a infecção. Após a fixação de 

no minimo 24 horas em formol tamponado, os lóbulos foram lavados com água 

destilada por 30 minutos, seguido de banhos crescentes de álcool (70%, 80%, 90%, 

100%) por 1 h em cada concentração e, então, submetidos a dois banhos contendo 

xilol por 1 h cada, estando estes, preparados para a inclusão na parafina, por 30 

minutos. Após o procedimento do Histotec (fixação e clarificação), as peças foram 

emblocadas em parafina e levadas ao gelo. Os blocos rígidos foram seccionados no 

micrótomo (Leica) com espessura de 4-5 µm, colocado em banho-maria e posicionados 

em lâmina. As lâminas contendo os cortes foram embebidas em duas sequências de 

xilol por 3 minutos cada, e logo imersas em álcool (100%, 90%, 80%, 70%) por 1 

minuto em cada concentração para então serem corados com hematoxilina por 3 

minutos e eosina por 50 segundos. Novamente, foram repetidos os banhos em álcool 

(70%, 80%, 90% e 100%) por 1 minuto em cada concentração e em xilol por 3 minutos. 

Os cortes então sofreram fixação permanente com Permount entre lamina e laminuna.  

 

4.5.5. Método de Ziehl-Neelsen 

 

Os órgãos foram fixados, clivados e emblocados como descrito no item 4.4.4. A 

lâmina contendo o corte do tecido foi imersa em solução aquecida de carboxifuccina 

por 30 min. Logo após, a mesma foi lavada em água corrente e tratada com álcool-

ácido 1% até atingir a tonalidade rósea. Os tecidos foram lavados novamente em água 

corrente por 8 min, com posterior imersão em 10 mL da solução de azul de metileno 

(4mM de azul de metileno em álcool etílico 95%) acrescido de 90 mL de água 

destilada. Os cortes foram submetidos à fixação permanente com Permount e 

analisados por microscopia óptica (microscópio Zeiss-Axiplan).  

 

4.5.6. Análise morfométrica do tecido pulmonar 

 

Os cortes corados com H&E foram analisados por microscopia óptica 

(microscópio Axioplan2, Carl Zeiss, Inc.) e as imagens dos cortes capturadas através 

do dispositivo Axiocam MCR-5 (Zeiss). Para a análise morfométrica, as imagens foram 
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obtidas numa ampliação de 100X e avaliadas pelo programa ImageJ (NIH, Bethesda, 

MD) em relação à área de inflamação (área de pneumonia) presente em cada imagem. 

As imagens coloridas foram convertidas em escala de preto e branco para permitir a 

identificação de áreas aeradas, como os alvéolos (em preto) e áreas de tecido 

inflamado e não inflamado, em branco. Para quantificar a porcentagem de área não 

aerada (área branca), a média das porcentagens de área de 10 fotos da secção 

pulmonar dos camundongos foi calculada e para quantificar a porcentagem de área 

inflamada (área de pneumonia), a média do percentual da área de tecido do pulmão 

controle foi subtraída do percentual da área de tecido pulmonar de cada grupo 

infectado. 

 

4.6. Análise fenotípica do infiltrado celular pulmonar 

 

A partir do homogenato celular obtido conforme descrito no item 4.5.2. Foi 

quantificado e ajustado para a concentração celular de 2,5x105 células/mL para cada 

amostra a ser analisada. As células foram centrifugadas (300 g, 5 min, 4ºC) e 

ressuspendidas em solução de Fc-Block diluído em tampão de citometria (PBS 1x 

suplementado com 1% de SFB) por 5 min. Após as células foram lavadas em tampão 

de citometria e foi adicionado uma combinação de anticorpos monoclonais conjugados 

a compostos fluorescentes, por 30 minutos: CD11b-PE, Ly6G-PercP, CD11c-APC, 

Ly6C-FITC (BD Pharmingen,USA). Após este período, as células foram lavadas com 

tampão de citometria por três vezes e fixadas com 2% de paraformaldeído por 24 h 

para posterior análise por citometria de fluxo (BD FACS Calibur, software CellQuest 

Pro). Foram efetuadas a aquisição de 20.000 eventos utilizando-se uma janela de 

análise (gate) a partir dos parâmetros FSC (volume celular) e SSC (granulosidade 

celular).  

 

4.7. Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPadPrism 4 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) e as diferenças entre os grupos foram 

consideradas significativas quando p< 0,05. Os efeitos simultâneos de dois fatores 

foram analisados por ANOVA e pelo teste de Bonferroni. One-way ANOVA e o teste de 

Tukey foram utilizados para avaliar os efeitos de um único parâmetro. Os valores de 

IC50, CC50 e MIC foram calculadas por análise de regressão não linear do log 
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[concentração] / curvas de inibição de três experimentos diferentes usando o 

GraphPadPrism 4. O índice de seletividade foi calculado como a razão do CC50 em 

relação ao MIC contra M. tuberculosis (CC50/MIC50). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1. Síntese de tioureias 

 

Dentre as diferentes metodologias de obtenção de derivados de tioureia, a 

principal delas é a reação de isotiocianatos com aminas, devido aos seus elevados 

rendimentos e à possibilidade de se obter uma grande diversidade estrutural de 

derivados de tioureia (KHAN et al., 2020; STEPPELER et al., 2020). Desta forma, dois 

conjuntos de derivados de tioureia foram obtidos conforme resumido nos Esquemas 1 

e 2. Os derivados de tioureia 1-21, 23-29 foram preparados através da reação de 

isotiocianato de fenil (1a), isotiocianato de benzila (1b), isotiocianato de fenetil (1c) ou 

3,4,5-trimetoxifenil isotiocianato (1d) e a amina 2 apropriada, em uma solução de 

diclorometano ou terc-butanol (Esquema 1; Tabela 1). A reação entre aminas 

aromáticas e isotiocianatos exigiu um período de refluxo devido à menor reatividade do 

sistema, utilizando terc-butanol como solvente polar e não nucleofílico (VIANA et al., 

2017). Além disso, as tioureias piperazina (22, 30-46) foram sintetizadas através da 

reação do isotiocianato 1a-d e um excesso de piperazina 3 N-monossubstituída, em 

uma solução de diclorometano à temperatura ambiente (Esquema 2; Tabela 2). Todos 

os derivados foram obtidos com bom rendimento (superior a 70%) e não necessitaram 

de qualquer purificação adicional após o isolamento a partir da mistura de reação 

inicial, demonstrando boa viabilidade da estratégia de síntese empregada. Além disso, 

esta abordagem de síntese proporcionou quinze derivados de tioureia (3, 10, 28, 31, 

32, 34-37, 39, 40, 43-46) ainda não descritos na literatura. 

Todos os derivados de tioureia sintetizados foram completamente caracterizados 

por 1H-RMN, 13C-RMN, FT-IR e HR-MS. É possível observar a formação de tioureias 

nos espectros de RMN de 1H por meio da presença dos sinais referentes a ligação dos 

átomos de hidrogênio aos átomos de nitrogênio condizentes com o grupamento 

orgânico da tioureia, com deslocamentos químicos geralmente entre 5,50 e 6,50 ppm, e 

7,50 e 8,50 ppm. Também é possível observar nos espectros de RMN de 13C os 

deslocamentos químicos relacionados ao tiocarbonil (C=S) na faixa entre 178 e 184 

ppm (AGUIAR et al., 2011; LOURENÇO et al., 2015; VIANA et al., 2017). 
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Esquema 1 - Estratégia de síntese das tioureias 1-21, 23-29. 
 
 

 

 
 

Esquema 2 - Estratégia de síntese das tioureias 22, 30-46. 
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Tabela 1 - Condições de reação e rendimentos para tioureias 1-21, 23-29. 
 

 

 

Tioureiasa Métodob Tempo (h) Rendimento (%)c R R1 R2 n 

1 B1 4.0 97 H Fe H 0 

2 A1 7.0 91 H CH2CH2OH H 0 

3 A2 4.0 92 H 
(S,R,R,R)-

CH2[CH(OH)]4CH2OH Me 1 

4 B1 8.0 82 H 3,4,5-OMe-Fe H 0 

5 B1 10.0 85 H 3,4-Metilenodioxi -Fe H 1 

6 B1 6.0 82 OMe 3,4,5-OMe-Fe H 0 

7 B2 20.0 92 H Piridina-2-il H 0 

8 A1 2.0 70 H 4-Morfolinil - 2 

9 A1 2.0 99 H Bu H 1 

10 B1 3.0 99 H 3,4,5-OMe-Fe H 2 

11 A1 4.0 80 OMe Cy H 0 

12 A1 3.0 93 H iPr H 1 

13 A2 6.0 70 H NHCOFe H 1 

14 B2 8.0 99 H Piridin-2-il H 1 

15 B1 8.0 75 H 3-OH,4-COOH-Fe H 1 

16 A2 6.0 85 H NHCO-Piridin-4-il H 1 

17 A1 7.0 78 H CH2CH2OH CH2CH2OH 0 

18 A1 4.0 87 H Et Et 2 

19 A1 5.5 88 H Ci H 2 

20 A1 5.0 90 H iPr H 2 

21 B1 10.0 70 H Fe Fe 1 

23 B2 4.0 96 H 4-OMe-Fe H 0 

24 A1 6.0 95 H Et Et 1 

25 B2 3.0 97 H 4-OMe-Fe H 1 

26 B2 3.0 99 H 3-OH-Fe H 1 

27 B2 2.0 96 H 4-Br-Fe H 0 

28 B1 2.0 90 H 3,4-Etilenodioxi-Fe H 1 

29 B1 2.0 93 H 4-iPr-Fe H 1 

 

 

aOs produtos foram caracterizados por métodos físicos e espectroscópicos. 
bMétodo A1: isotiocianato (1,0 mmol), amina (1,2 mmol), diclorometano, r.t. 
bMétodo A2: isotiocianato (1,2 mmol), amina (1,0 mmol), diclorometano, r.t. 
bMétodo B1: isotiocianato (1,0 mmol), amina (1,2 mmol), terc-butanol, refluxo. 
bMétodo B2: isotiocianato (1,2 mmol), amina (1,0 mmol), terc-butanol, refluxo. 
cRendimento isolado. 

Abreviatura: Fe: Fenil; Bu: Butil; Ci: Cianato; iPr: Isopropil; Et: Etil; Br: Bromo. 
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Tabela 2 - Condições de reação e rendimentos para tioureias 22, 30-46 

 

 

 

Tioureiasa Rendimento (%)b R R3 n 

22 95 H Fe 1 

30 88 H Piridina-2-il 0 

31 99 H Piridina-2-il 2 

32 85 H Benzoimidazol-2-il 2 

33 99 H Pirimidina-2-il 0 

34 99 H Pirimidina-2-il 2 

35 99 H Pirimidina-2-il 1 

36 99 H 4-OH-Fe 1 

37 90 H Tetrahidrofuran-2-carbonil 1 

38 72 H  Tetrahidrofuran-2-carbonil 0 

39 97 H Bu 1 

40 93 H Bu 0 

41 99 H 3,4-Metilenodioxi-benzil 1 

42 99 H 3,4-Metilenodioxi-benzil 0 

43 99 H 2-Cl-Fe 0 

44 92 H 2,3,4-OMe-Benzil 1 

45 93 H 2,3,4-OMe-Benzil 0 

46 99 OMe 4-OH-Fe 0 

 

 

 

 

5.2. Efeito dos derivados de tioureia no crescimento de M. tuberculosis H37Rv em 

cultura bacteriana, na produção de NO por macrófagos RAW 264.7 estimulados 

por LPS e avaliação da citotoxidade 

 

Como parte da estratégia de triagem inicial, avaliamos quarenta e seis derivados 

de tioureia 1-46 (Tabela 1) quanto à sua atividade antimicobacteriana em cultura de M. 

tuberculosis H37Rv, uma cepa Mtb laboratorial padrão, comumente utilizada para 

Método: Isotiocianato (1,1 mmol), piperazina (1,0 mmol), diclorometano, r.t., 1,0 h. 
aOs produtos foram caracterizados por métodos físicos e espectroscópicos. 
b Rendimento do isolado. 

Abreviatura: Fe: Fenil; Bu: Butil; Cl: Cloro. 
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triagem de substâncias quanto ao potencial antimicobacteriano (NGUTA et al., 2015). A 

capacidade de inibição do crescimento do Mtb H37Rv cultivado na presença de 

derivados de tioureia foi quantificada e os resultados mostraram que dezenove 

tioureias (7, 10, 14-16, 18, 23, 25, 28-32, 35, 37, 38, 41, 42 e 45) exibiram efeito 

inibitório no crescimento do Mtb com valores de MIC50 inferior a 25 μM (Tabela 3). O 

potencial antimicobacteriano relevante para substâncias puras é definido pelo Instituto 

de Padrões Clínicos e Laboratoriais (IPCL) como MIC <25 µM (NGUTA et al., 2015). 

Os derivados mais ativos contra a cepa Mtb H37Rv foram as tioureias 16, 28 e 29 

(MIC50 1,3 ± 1,1; 2,0 ± 1,4 e 2,3 ± 1,6 µM, respectivamente), com potencial inibitório 

semelhante à rifampicina (p> 0,05). Esses derivados se diferenciam apenas pela 

presença de diferentes substituintes na posição R1, o que não inteferiu na capacidade 

inibitória (valor de MIC) contra Mtb H37Rv, sendo similar entre si (p> 0,05). 

A síntese de novos protótipos a fármacos que contêm farmacóforos de tioureia e 

incluem um arcabouço estrutural heterocíclico tem um papel proeminente no 

desenvolvimento de agentes antituberculose promissores (BUU-HOI et al., 1955; 

TATAR et al., 2016). Estudos anteriores descreveram derivados de tioureia obtidos a 

partir da síntese com diferentes substituintes químicos que mostraram atividade contra 

M. tuberculosis H37Rv (KARAKUS E ROLLAS, 2002; TATAR et al., 2016; ERŞEN et 

al., 2017; SUDHAMANI et al., 2017). Nossos resultados mostraram que dezenove 

tioureias exibiram efeito inibitório no crescimento de Mtb com valores de MIC50 inferior 

a 25 μM, sendo este potencial descrito pela primeira vez para estes derivados. 

A produção de óxido nítrico por macrófagos inflamatórios decorrente da 

expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) é um dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro contra patógenos intracelulares, como o Mtb (JAMAATI et al., 

2017). Pacientes com TB ativa apresentam regulação positiva da expressão de iNOS e 

da produção de NO nos monócitos do sangue periférico (SHARMA et al., 2004), nos 

macrófagos obtidos do lavado bronco alveolar (NICHOLSON et al., 1996) e na zona 

inflamatória dos granulomas (CHOI et al., 2002). Embora a produção de NO durante a 

fase inicial da infecção contribua para o controle e eliminação de Mtb, a produção 

excessiva e contínua deste radical livre pode resultar em dano tecidual pulmonar no 

hospedeiro mediado por NO na fase tardia ou crônica da TB (HERNANDEZ-PANDO et 

al., 2001; QUALLS E MURRAY, 2016). O estresse oxidativo tem sido implicado na 

patogênese da fibrose e disfunção pulmonar em pacientes com TB, mesmo após 

terapia com antibióticos (PALANISAMY et al., 2011). 
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Assim, avaliamos os derivados de tioureia quanto à sua capacidade de inibir a 

produção de NO em cultura de macrófagos RAW 264.7 estimuladas por LPS, a fim de 

identificar substâncias com propriedades imunomoduladoras. Uma curva de 

concentração-resposta foi obtida para cada derivado e os valores de IC50 foram 

descritos na Tabela 3. Treze derivados de tioureia (4, 5, 10, 11, 15, 16, 19, 20, 22, 24, 

27, 28 e 29) exibiram atividade inibitória pronunciada da produção de NO com valores 

de IC50 abaixo de 25 µM. Os derivados de tioureia 10, 11, 22, 27 e 29 (IC50 de 4,1 ± 

1,3; 3,9 ± 0,6; 4,1 ± 0,1; 1,9 ± 0,3; e 2,4 ± 0,4 µM, respectivamente) se destacaram 

particularmente (p> 0,05). Deve-se notar que os treze derivados de tioureia mais ativos 

foram pelo menos vinte vezes mais potentes do que L-NMMA, que é um inibidor não 

seletivo de NOS usado como um controle positivo (IC50 de 78,3 ± 6,5 µM). Esta é a 

primeira vez que a atividade inibitória da produção de NO está sendo descrita para as 

treze tioureias ativas, com exceção do derivado 5, que teve sua capacidade de inibir a 

produção de NO demonstrada anteriormente em modelo de macrófagos estimulados 

por LPS e IFN-γ (VIANA et al., 2017). 

A presença de efeitos tóxicos representa um obstáculo para o sucesso e adesão 

contínua do paciente ao tratamento anti-TB padrão atual (TWEED et al., 2018), 

incluindo efeitos adversos relacionadosa interações medicamentosas observadas para 

rifampicina (NGUTA et al., 2015; GROBBELAAR et al., 2019). Assim, os derivados 

também foram investigados por seu efeito na viabilidade celular por meio da 

capacidade das células metabolicamente viáveis tratadas com tioureia em reduzir o sal 

de tetrazólio (MTT). Como pode ser visto na Tabela 3, os derivados mostraram 

diferenças no potencial citotóxico apresentado entre si, com CC50 que variou de 17,3 a 

≥ 200 µM. É importante ressaltar que os derivados de tioureia com atividade 

antimicobacteriana mais potentes (7, 10, 14, 15, 16, 25, 28, 29, 30 e 41) exibiram baixa 

citotoxidade e excelentes índices de seletividade (SI), acima de 11,3. De acordo com 

os critérios do IPCL, substâncias que apresentem valores de SI ≥ 10 são consideradas 

com perfil toxicológico seguro (NGUTA et al., 2015). 
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Tabela 3 - Efeitos inibitórios dos derivados de tioureia no crescimento de M. tuberculosis H37Rv 
em cultura bacteriana, na produção de NO por macrófagos RAW 264.7 estimulados por LPS e 
avaliação da citotoxidade. 
 

Tioureas 
MIC50 (µM) CC50 (µM) SI IC50 (µM) 

MTb H37Rv Citotoxidade (CC50/MIC50) NO 

1 55,3±0,2 51,4±0,2 0,9 ≥ 200 

2 53,3±0,2 105,3±0,2 1,9 ≥ 200 

3 134±0,2 103,7±0,2 0,8 ≥ 200 

4 28,9±0,1 153,6±0,2 5,3 15,2±0,1 

5 131,9±0,2 ≥ 200 ≥ 1,5 24,8±1,4 

6 64,2±0,2 60,6±0,2 0,9 31,8±0,2 

7 16,4±0,1 ≥ 200 ≥ 12,2 181,8±0,2 

8 ≥ 200 ≥ 200 ≥ 1,0 ≥ 200 

9 159,6±1,8 177,1±2,2 1,1 142,6±2,2 

10 8,6 ±1,4 ≥ 200 ≥ 24,3 4,1±1,3 

11 184,5±2,2 ≥ 200 ≥ 1,1 3,9±0,6 

12 57,8±1,7 ≥ 200 ≥ 3,5 ≥ 200 

13 33,7±0,2 42,1±0,2 1,3 ≥ 200 

14 17,7±0,1 ≥ 200 ≥ 11,3 ≥ 200 

15 5,9±1,1 196,7±0,2 33,3 8,1±1,1 

16 1,3±1,1 93,2±2,1 71,7 7,4±1,1 

17 ≥ 200 ≥ 200 ≥ 1,0 50,7±1,7 

18 17,6±0,1 87,3±0,2 4,9 ≥ 200 

19 33,3 ± 1,5 65,9±1,8 1,9 10,1±1,0 

20 107,9 ± 2,0 ≥ 200 ≥ 1,9 20,6±1,3 

21 ≥ 200 67,6±1,8 0,3 ≥ 200 

22 27,9±0,1 54,3±0,2 1,9 4,1±0,1 

23 16,2±0,2 43,3±0,2 2,7 ≥ 200 

24 40,2±1,6 ≥ 200 ≥ 4,9 15,7±1,2 

25 7,9±0,1 104,7±0,2 13,3 ≥ 200 

26 77,2±1,9 ≥ 200 ≥ 2,6 199,7±1,4 

27 28,9±1,4 27,1±1,4 0,9 1,9±0,3 

28 2,0±1,1 ≥ 200 ≥ 100 13,7±0,9 

29 2,3±1,0 120,8±1,0 52,5 2,4±0,4 

30 9,5±0,9 ≥ 200 ≥ 21,1 ≥ 200 

31 12,6±0,1 40,6±0,1 3,2 ≥ 200 

32 20,0±0,1 33,7±0,1 1,7 ≥ 200 

33 127,3±0,2 ≥ 200 ≥ 1,6 ≥ 200 

34 34,9±0,2 40,6±0,1 1,2 ≥ 200 

35 17,8±0,1 50,9±0,1 2,9 ≥ 200 

36 155,1±0,2 186,1±0,2 1,2 155,4±0,2 

37 24,9±0,1 ≥ 200 ≥ 8,0 ≥ 200 

38 23,3±0,1 ≥ 200 ≥ 8,6 187±0,2 

39 156,6±0,2 ≥ 200 ≥ 1,3 ≥ 200 

40 31,5±0,1 ≥ 200 ≥ 6,4 ≥ 200 

41 8,5±0,9 135,6±0,2 15,9 110,1±0,2 

42 23,9±0,1 ≥ 200 ≥ 8,4 115,7±0,2 

43 37,3±0,1 30,5±0,1 0,8 ≥ 200 

44 36,4±0,2 53,5±0,1 1,5 ≥ 200 

45 16,0±0,1 34,9±0,1 2,2 ≥ 200 

46 80,9±0,2 17,3±0,1 0,2 ≥ 200 

L-NMMA1 X X X 78,3±6,5 

Rifampicina2 0,2 ± 0,1 X X X 
 

1Inibidor de óxido nítrico; 2Fármaco anti-TB padrão; Valor médio ± DP; n = 3; X - não definido. 
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5.3. Relação estrutura-atividade 

 

O estudo da relação estrutura-atividade foi realizado a fim de obter uma 

correlação entre a estrutura química dos derivados de tioureia e a atividade 

antimicobacteriana apresentada (Tabela 3). A análise geral dos parâmetros estruturais 

mostrou que derivados de tioureias com estrutura química flexível, com apenas um 

carbono espaçador entre a porção tioureia e o anel aromático, apresentaram atividade 

semelhante ou melhor do que os demais. De fato, os derivados de tioureia 12, 25 e 41 

(nº de carbono espaçadores = 1) são mais potentes do que 20, 23 e 42 (n= 0 ou 2), 

respectivamente. Além disso, o derivado 35 (n= 1) apresenta melhor atividade do que 

33 e 34 (n= 0 e 2 respectivamente). Em contraste, os derivados de tioureia 10 e 18 são 

mais flexíveis (n= 2) e quase 2 ou 3 vezes mais ativos do que o derivado 4 e o 24, 

respectivamente. Assim, embora o parâmetro estrutural pareça ter um papel importante 

na atividade, esta característica não é a única envolvida na capacidade 

antimicobacteriana. 

Para providenciar uma análise restrita a conformação no esqueleto estrutural da 

tioureia, os derivados contendo o ligante piperazina também foram investigados. No 

entanto, os resultados indicaram que apenas esta modificação estrutural não ocasionou 

aumento significativo da atividade. 

Entre os diferentes substituintes utilizados na síntese dos derivados, a análise 

sugeriu que as substituições na posição para do anel aromático em R1 parecem ser 

importantes para a presença de atividade. A introdução dos grupos metoxila (23 e 25), 

bromo (27) ou isopropil (29) afetaram o perfil molecular, o que permite sua interação 

com possíveis alvos de Mycobacterium, em decorrência de alterações no volume 

molecular e lipofilicidade. Esta característica pode contribuir para sua passagem pela 

estrutura da parede celular de Mycobacterium, uma vez que alguns estudos 

associaram uma alta atividade anti-TB com substâncias mais lipofílicas (PICCARO et 

al., 2015). Como observado, esses derivados de tioureias são mais potentes do que o 

derivado não substituído (1). Além disso, derivados contendo grupos hidroxila (2, 3, 17, 

26 e 46) são menos ativos, portanto, essa característica sugere que contatos 

hidrofóbicos podem estar envolvidos na interação com alvo em Mycobacterium. 

Conforme mencionado, a introdução de grupos metoxila retém ou aumentam a 

atividade dos derivados de tioureia. Este perfil pode ser observado nos derivados 4, 10, 

23 e 25, que apresentam melhor desempenho do que a tioureia não substituída 1. Além 

disso, o derivado 45 foi mais ativo do que o 22. Em contraste, o derivado de tioureia 6 
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foi quase 2 vezes menos ativo do que o 4, sugerindo que a presença de grupos 

múltiplos de metoxila é indesejável para o potencial antimicobacteriano. 

Além disso, a investigação SAR indicou algumas características importantes que 

podem ser usadas como referencial para o desenho molecular de novos protótipos de 

derivados de tioureia com atividade antimicobacteriana aumentada devido a diferentes 

modificações no esqueleto estrutural da tioureia (Figura 14). 

 

 
 
Figura 14 - Análise geral de SAR proposta para os derivados de tioureia de acordo com MIC50 
obtido contra Mtb H37Rv em ensaio in vitro.  

 
 

Com base nos dados obtidos por esta triagem, as tioureias 10, 15, 16, 28 e 29 

apresentando baixa citotoxidade (SI ≥ 10), elevada atividade inibitória do crescimento 

de Mtb H37Rv e da produção de NO, foram selecionadas para aprofundamento dos 

estudos em relação a ambas as atividades, anti-inflamatória e antimicobacteriana. Os 

derivados estão sendo descritos pela primeira vez para essas atividades, e as tioureias 

10 e 28 possuem estrutura química inédita. 

Os cinco promissores derivados de tioureia (10, 15, 16, 28 e 29) foram 

analisados in silico por meio de cálculos químicos quânticos. Vários descritores 

moleculares foram obtidos para esses derivados, tais como valores de energia HOMO 

(orbital molecular de maior energia ocupado por elétrons) e LUMO (orbital molecular de 

menor energia não ocupado por elétrons), coeficiente orbital e densidade, mapas de 

potencial eletrostático molecular (MEPs) e cargas atômicas parciais (Tabela 4 e Figura 

15) 
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Tabela 4 - Atividade antimicobacteriana contra M. tuberculosis H37Rv e M299 (MIC50 em µM), energias 
HOMO e LUMO (eV) e cargas atômicas parciais obtidas para os promissores derivados de tioureia. 

 

Tiourea 
MIC50 (µM) EHOMO ELUMO Cargas atômicas parciais 

Mtb H37Rv Mtb M299 (eV) (eV) N1 S C N2 

10 8,6 ± 1,4 a 24,8 ± 0,1 b –5,50 –0,82 –0,562 –0,297 0,291 –0,655 

15 5,9 ± 1,1a,b 24,7 ± 0,1 b –5,82 –1,90 –0,562 –0,269 0,301 –0,658 

16 1,3 ± 1,1 b 6,9 ± 0,8 a –5,88 –1,59 –0,560 –0,256 0,326 –0,435 

28 2,0 ± 1,1 b 11,3 ± 1,4 a –5,51 –0,80 –0,569 –0,301 0,311 –0,648 

29 2,3 ± 1,0 b 7,8 ± 0,8 a –5,56 –0,84 –0,570 –0,298 0,31 –0,650 

 
Valores com letras sobrescritas diferentes (a-b) são significativamente diferentes (p <0,05). Abreviaturas: Valores de 
energia (eV), número computacional que indica a diferença de energia entre o HOMO e o LUMO. 

 
 

 
 
Figura 15 - Distribuição do coeficiente LUMO, densidade e mapa do potencial eletrostático 
molecular (MEP) das tioureias mais promissoras contra cepas de Mtb. Os MEPs foram gerados na 
faixa de -170 a +220 KJ / mol. Esses valores de isosuperfície codificados por cores fornecem uma 
indicação do tamanho molecular geral e a localização dos potenciais eletrostáticos negativos (vermelho) 
ou positivos (azul). 
 
 

A análise dos valores de energia HOMO e LUMO dos derivados 10, 15, 16, 28 e 

29 não mostraram correlação direta com a atividade antimicobacteriana observada, no 

entanto, deve-se destacar o valor HOMO mais negativo de –5,88 eV para 16. Um 

comportamento diferente entre os derivados pode ser observado em relação a 

distribuição do coeficiente LUMO e densidade (Figura 15). Além disso, a análise 

mostrou que a maioria dos derivados apresenta um mapa MEP semelhante, exceto o 

16. Esta abordagem de estudo pode ser empregada para investigar a distribuição de 

carga ao longo da molécula e a ocorrência de possíveis interações com um alvo 

(LIPINSKI et al., 2001). Os resultados obtidos mostraram que a combinação do anel de 

piridina e um ligante de amida na molécula contribui para obter cargas atômicas 

parciais diferentes ao longo da estrutura da tioureia 16 (Tabela 4).  
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5.4. Efeito dos derivados de tioureia no NO liberado a partir do SNP e na 

expressão da iNOS em macrófagos estimulados por LPS 

 

É bem conhecido que um ambiente redox não balanceado durante a resposta 

inflamatória resulta em dano tecidual e eleva a carga de espécies reativas de NO e 

seus derivados (MITTAL et al., 2014). As estratégias terapêuticas a fim de reduzir a 

inflamação excessiva incluem o controle da produção de radicais livres (HWANG et al., 

2018). Estudos anteriores descreveram derivados de tioureia por sua capacidade de 

eliminação de radicais livres, destacando o papel relevante da porção tioureia neste 

potencial (SUDZHAEV et al., 2011; SHOAIB et al., 2016; KHAN et al., 2020) e como 

inibidores da expressão de iNOS (CHAYAH et al., 2015). 

A enzima óxido nítrico sintase induzida, iNOS, é responsável pela conversão da 

Larginina e oxigênio em L-citrulina e NO tendo como doador de elétrons o NADPH. A 

exposição a produtos microbianos, como o LPS induzem a expressão enzimática de 

iNOS em várias células inflamatórias e é responsável pela produção de altos níveis de 

NO durante períodos prolongados (MOLLACE et al., 2005). 

A fim de avaliar se a capacidade de inibição da produção de NO da cultura de 

macrófagos estimulados e tratadas com tioureia foi devido à capacidade antioxidante 

destes derivados, o efeito destes diretamente no NO liberado por um doador de NO, o 

nitroprussiato de sódio (SNP) foi investigado. Os derivados de tioureia exibiram 

capacidade de seqüestro do radical NO que variou entre 30 a 55% de forma 

concentração-dependente (Figura 16A). Deve-se observar que os derivados 16, 28 e 

29 foram mais ativos na redução do nitrito acumulado (IC50 64,8 ± 1,0; 64,3 ± 1,0 e 71,7 

± 1,1 µM, respectivamente) do que os derivados 10 e 15 (IC50> 200 e 184,2 ± 1,0 µM) 

que apresentaram baixo potencial de sequestro do radical NO mesmo nas maiores 

concentrações testadas. Em relação a rutina, um flavonoide conhecido por sua 

atividade antioxidante, todos os derivados de tioureia foram aproximadamente 9 a 25 

vezes menos potentes, apresentando capacidade moderada ou baixa de sequestro de 

NO. Quando comparado a capacidade inibitória dos derivados na produção de NO em 

cultura de macrófagos (Tabela 3) e o potencial destes no sequestro do radical NO 

(Figura 16A) pode-se observar que a capacidade de seqüestro não responde de forma 

substancial ao mecanismo de inibição dos derivados na produção de NO em 

macrófagos, sendo de 4,7 a 48,8 vezes menor que esse. 

Os resultados acima conduziram a investigação do mecanismo de inibição da 

produção de NO exercida pelos derivados de tioureias ocorrer por meio da modulação 
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da expressão de iNOS nos macrófagos estimulados por LPS. A enzima óxido nítrico 

sintase induzida, iNOS, converte a L-arginina e oxigênio em L-citrulina e NO. Uma 

variedade de estímulos extracelulares e citocinas, como TNF-α, INF-γ, IL-1β ativam a 

expressão da iNOS, e a produção de altos níveis de NO pode ocorrer durante períodos 

prolongados (LANDES et al., 2015). Como mostrado na Figura 16B, todos os 

derivados inibiram quase completamente a expressão de iNOS, a 100 µM. O derivado 

29 manteve significativa supressão da expressão de iNOS mesmo na menor 

concentração testada. Esses resultados indicaram que os derivados de tioureia mais 

promissores inibiram a produção de NO principalmente pela supressão da expressão 

de iNOS em macrófagos estimulados. 
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Figura 16 - Efeito dos derivados de tioureias na inibição da produção de NO avaliado através da 
capacidade de sequestro deste radical livre pelo método de SNP (A) ou da inibição da expressão 
da enzima iNOS em macrófagos RAW264.7 estimulados por LPS (B). (A) Derivados de tioureia e 
rutina foram diluídos em meio de cultura nas concentrações de 25, 50, 100 e 200 µM seguidos da adição 
de 5 µL de solução SNP (5 mM). O meio DMEM-F12 foi utilizado como controle negativo (C-) e o mesmo 
adicionado apenas de SNP (43,9 ± 0,1 µM) como controle positivo (C+) do acúmulo de nitrito. As quatro 
barras para cada tioureia referem-se às concentrações testadas em ordem crescente. Os valores foram 
apresentados como média ± DP (n=3) e as diferenças estatísticas entre cada grupo e C+ foram 
consideradas significativas de acordo com p <0,001 (***), p <0,01 (**) e p <0,05 (*) (B) Western blotting 
dos lisados de células RAW 264.7 estimuladas por LPS na presença de tioureia (50 e 100 µM) para 
determinar a capacidade de modulação da expressão de iNOS. Imagem representativa de dois 
experimentos independentes que mostraram resultados semelhantes. Na parte inferior da imagem, 
encontra-se a análise densitométrica das bandas imunorreativas empregando o software ImageJ (NIH, 
MD, EUA). Cada banda foi comparada com a respectiva banda de controle positivo (C+, células 
estimuladas por LPS) na mesma membrana. As células não tratadas e estimuladas foram o controle 
negativo (C-). O valor para a condição de controle positivo (C+) foi definido como 1 e outras condições 
foram recalculadas correspondentemente para permitir comparações de relação. 

 
 



78 

 

5.5. Efeito inibitório dos derivados de tioureia na produção de TNF-α e IL-1β em 

macrófagos estimulados por LPS 

 

O fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e interleucina 1- β (IL-1β) são citocinas 

pró-inflamatórias produzidas principalmente por macrófagos ativados e embora 

exerçam efeitos protetores na TB pulmonar quando produzidos em quantidades 

adequadas (DORHOI et al., 2011), níveis séricos elevados de TNF-α são observados 

em pacientes com TB grave e relacionados a uma inflamação pulmonar excessiva com 

desenvolvimento de patologia necrótica e caquexia (KART et al., 2003; SHAMEEM et 

al., 2015). Semelhante ao TNF-α, estudos anteriores em humanos e em modelos de 

camundongo de TB mostraram que o aumento da secreção de IL-1β devido à ativação 

prolongada do inflamassoma de NLRP3 por sinais de alerta como ATP proveniente da 

liberação do conteúdo celular a partir da morte necrótica de células infectadas tem 

papel prejudicial para o hospedeiro e se correlaciona com pneumonia necrosante 

extensa e aumento da gravidade da TB (AMARAl et al.,2014 ; ALMEIDA et al., 2017; 

MISHRA et al., 2017; ÖLMEZ E WASEER, 2020). Abordagens terapêuticas que 

diminuem ou controlam a produção de citocinas inflamatórias, como uso de anti-

inflamatórios, bloqueadores de TNF-α (Etanercept) e anticorpos anti-TNF-α 

(Infliximabe), têm sido associadas a restrição da imunopatologia e melhora da função e 

integridade pulmonar na TB severa (KRUG et al., 2021). Deve-se considerar, no 

entanto que o uso de antagonistas de TNF-α tem custo elevado com uso por via 

parenteral e pode agravar a TB se administrado sem terapia anti-TB adequada (KRUG 

et al., 2021). 

Nesse contexto, avaliamos a capacidade dos derivados de tioureia em inibir a 

produção de TNF-α e IL-1β em macrófagos estimulados por LPS. Os resultados 

apresentados na Figura 17 mostraram que todos os derivados de tioureia selecionados 

inibiram significativamente a produção de TNF-α mesmo na concentração de 12,5 μM 

(Figura 17A), enquanto apenas os derivados de tioureia 15, 28 e 29 foram inibidores 

potentes de IL-1β (Figura 17B). O derivado 29 foi notavelmente o inibidor mais potente 

da produção de TNF-α, exibindo o menor valor de IC50 (p <0,001), enquanto o derivado 

28 foi o mais ativo contra IL-1β, mostrando IC50 de 33,2 ± 1,0 µM (Tabela 5). Nossos 

dados mostraram que os derivados de tioureia foram inibidores mais potentes da 

produção de TNF-α do que de IL-1β. Com exceção da tioureia 29, que demonstrou 

potencial semelhante (p> 0,05) contra TNF-α e NO (Tabela 5), os demais derivados 

foram menos potentes na inibição do TNF-α e IL-1β do que no NO (Tabela 5). 
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Ressalta-se que o derivado 29 apresentou potencial semelhante ao ibuprofeno (AINE 

usado como controle positivo de inibição) frente à produção de TNF-α, embora este 

tenha sido mais ativo que os derivados na inibição da produção de IL-1β. Embora o 

fármaco ibuprofeno seja conhecido pela inibição de ciclo-oxigenases, foi demonstrado 

que a inibição da expressão de COX reduz a inflamação sistêmica induzida por LPS, e 

além disso o ibuprofeno pode se ligar diretamente ao receptor PPAR-γ levando a uma 

resposta anti-inflamatória independente de COX (TEELING et al., 2010). 

Na literatura, diferentes séries de tioureias com distintos substituintes mostraram 

ação inibitória da produção de TNF-α. Zia e colaboradores (2020) descreveram uma 

série de derivados de tioureia com potencial inibitório contra TNF-α em modelo de 

monócitos THP-1 diferenciados e estimulados por LPS, no qual o derivado mais 

potente da série, o {2-fluoro-5-[({3-

[hidroxi(oxo)amnio]fenil}carbamotiouril)amino]fenil}(hidroxi)oxoamônio, foi 1,6 vezes 

menos potente que o derivado 29 estudado neste trabalho. 
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 10 15 16 28 29 Ibuprofen 

TNF-α 15.3 ± 1.1 
a 28.4 ± 1.1 18.7 ± 1.1 

a,b 20.7 ± 1.0 
b 4.0 ± 1.2 2.1 ± 0.8 

a 

IL-1β 80.2 ± 1.0 47.9 ± 1.0 ≥ 200 33.2 ± 1.0 55.7 ± 1.0 14.4 ± 1.2 

 

A

B

C

 

 
Figura 17 - Efeito inibitório de derivados de tioureia na produção de TNF-α e IL-1β em macrófagos 
estimulados por LPS. Macrófagos RAW 264.7 (A) e macrófagos J774A.1 (B) foram tratados com LPS 
na presença ou ausência de tioureias,  6,25, 12,5, 50, 100 e 200 μM (para quantificação da produção de 
TNF-α) ou  25, 50, 100 e 200 μM (para quantificação da produção de  IL-1β) ou ibuprofeno. A 
quantificação dos mediadores inflamatórios nos sobrenadantes de cultura foi realizado por de ELISA 
sanduíche. As barras para cada derivado referem-se às concentrações testadas em ordem crescente. 
Macrófagos estimulados por LPS foram usados como controle positivo (C+) e macrófagos não tratados 
como controle negativo (C−). Os valores foram apresentados como média ± desvio padrão e as 
diferenças estatísticas entre cada grupo e C + foram indicadas de acordo com p <0,001 (***), p <0,01 (**) 
e p <0,05 (*). 
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Tabela 5 - Concentração inibitória 50% (IC50) dos derivados tioureias na produção de TNF-α e IL-
1β em macrófagos estimulados por LPS. 
 

IC50 (µM) 

 
10 15 16 28 29 Ibuprobeno1 

TNF-α  15,3 ±1,1a 28.4 ±1.1a 18.7 ±1.1a,b 20.7 ±1.0b 4.0 ±1.2 2.1 ±0.8a 

IL-1β  80,2 ±1,0 47.9 ±1.0 ≥200 33.2 ±1.0 55.2 ±1.0 14.4 ±1.2 

 
Os valores na mesma linha com letras sobrescritas diferentes (a–b) são significativamente diferentes (p <0,001). 
1Fármaco anti-inflamatório padrão. 

 

 

5.6. Efeito dos derivados de tioureias no crescimento da cepa hipervirulenta M. 

tuberculosis M299 em cultura bacteriana 

 

Micobactérias de alta virulência demonstram replicação acelerada em 

macrófagos induzindo morte necrótica das células promovendo liberação do bacilo ou 

agregados destes que favorece a disseminação da bactéria (PARK et al., 2006). Foi 

demonstrado que o isolado clínico de Mtb M299, pertencente à sub-linhagem moderna 

Mtb Beijing possui maior taxa de crescimento intracelular bacteriano do que a cepa Mtb 

H37Rv e induzem morte celular necrótica de macrófagos infectados (RIBEIRO et al., 

2014). As cepas virulentas são mais facilmente transmitidas do que cepas menos 

virulentas, o que favorece o aumento na prevalência destas cepas (CABRAL et al., 

2010) e incentiva a busca de fármacos mais potentes. A fim de fornecer mais 

informações sobre o potencial antimicobacteriano dos derivados de tioureia, estes 

foram avaliados contra o isolado clínico de M. tuberculosis de alta virulencia (Mtb 

M299) em cultura bacteriana. 

Como pode ser visto na Tabela 6, todas as tioureias selecionadas foram ativas 

contra a cepa Mtb hipervirulenta e apresentaram bom índice de seletividade (SI). 

Derivados de tioureia 16, 28 e 29 mostraram-se mais eficazes contra a cepa 

hipervirulenta e com melhor SI. Como esperado, deve-se observar que a cepa Mtb 

M299 foi mais resistente à ação antimicobacteriana dos derivados da tioureia e da 

rifampicina. O potencial da rifampicina para suprimir o crescimento da cepa 

hipervirulenta foi seis vezes menor em comparação ao obtido para a cepa H37Rv, 

embora tenha sido mais ativa que os derivados de tioureia. 
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Tabela 6 - Concentração inibitória mínima de derivados de tioureia contra o crescimento de M. 
tuberculosis M299 em cultura bacteriana. 
 

Tioureas 
MIC50 (µM) SI  

Mtb M299 (CC50/MIC50) 

10 24,8±0,1b ≥ 8,1 

15 24,7±0,1b 8 

16 6,9±0,8a 13,5 

28 11,3±1,4a ≥ 17,7 

29 7,8±0,8a 15,5 

Rifampicina1 1,2 ± 0,1 X 
 

1Fármaco anti-TB padrão; Valor médio ± DP; n=3; X-não definido. Valores com letras sobrescritas diferentes (a – b) 
são significativamente diferentes (p <0,001). 

 

5.7. Efeito dos derivados de tioureia no crescimento intracelular e na viabilidade 

de agregados extracelulares de Mtb 

 

A capacidade de substâncias atuarem contra Mtb em diferentes estados 

fisiológicos durante a infecção é um desafio para o desenvolvimento de novos 

fármacos anti-TB (NGUTA et al., 2015). Os macrófagos são as primeiras células de 

defesa do hospedeiro para tentar eliminar e/ou conter o bacilo (WEISS E SCHAIBLE, 

2015). O modelo in vitro de infecção mimetiza a fase intracelular da infecção por TB e 

possibilita verificar a capacidade da substância adentrar o ambiente intracelular e 

exercer o efeito desejado, a seletividade da substância testada em atuar 

especificamente sobre o bacilo e na sua capacidade de alterar a resposta imune 

induzida na célula hospedeira infectada, além de ampliar a investigação sobre a 

atividade imunomodulatória de candidatos a estudos in vivo (MARRAPU et al., 2011). 

Assim, avaliamos se os derivados de tioureia poderiam ter efeitos inibitórios 

sobre o crescimento intracelular de Mtb em macrófagos infectados. Os resultados 

apresentados na Figura 18A demonstraram que os cinco derivados de tioureia 

selecionados suprimiram drasticamente o crescimento intracelular de Mtb H37Rv, 

reduzindo 60 a 85% o número de unidades formadoras de colônias (CFU), mesmo na 

menor concentração utilizada. Os derivados 16, 28 e 29 apresentaram os valores MIC50 

mais baixos (Figura 18A). Os derivados de tioureia foram capazes de reduzir o 

crescimento de Mtb em macrófagos exibindo seletividade contra Mtb. O índice de 

seletividade dos derivados variou de 18 a 71,1 (CC50 apresentado na Tabela 3). 

Comparado a capacidade inibitória destes derivados diretamente no crescimento da 

cultura bacteriana (Tabela 2), foi possível observar que os derivados 10, 16 e 29 
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apresentaram similar (p> 0,05) potencial de inibição do bacilo quando em suspensão 

bacteriana (MIC50 8,6±1,4; 1,3±1,1 e 2,3±1,0, respectivamente) quanto no crescimento 

intracelular em macrófagos (Figura 18 A). Enquanto os derivados 15 e 28 foram mais 

potentes na redução do crescimento bacilar em macrófagos, o que pode sugerir uma 

modulação dos mecanismos de defesa do macrófago. 

Está bem documentado que bacilos virulentos exibem crescimento intracelular 

acelerado (RIBEIRO et al., 2014), que excedem a capacidade bactericida dos 

macrófagos desencadeando a morte necrótica dessas células (BRAMBILLA et al., 

2016; MAHAMED et al., 2017). A maior parte dos bacilos liberados pode formar uma 

comunidade semelhante a um biofilme em meio à necrose residual o que fornece um 

nicho para a sobrevivência e presistência de Mtb no meio extracelular (ORME, 2014; 

BUSSI e GUTIERREZ, 2019). A formação de uma matriz extracelular rica em ácidos 

micólicos livres ao redor dos agregados extracelulares micobacterianos é um dos 

fatores relacionados à resistência ou tolerância aos fármacos observada no tratamento 

contra cepas virulentas ou resistentes de Mtb (MAHAMED et al., 2017). 

Para avaliar o potencial dos derivados de tioureia contra agregados 

extracelulares de Mtb foi utilizado macrófagos RAW 264.7 infectados por cepa Mtb 

altamente virulenta em taxa de infecção de 10:1 (bactérias/macrófago). A partir da 

morte necrótica induzida em macrófagos infectados por Mtb M299, os agregados 

extracelulares de Mtb formados foram tratados com as tioureias (Figura 18B). A 

atividade do derivado de tioureia 29 contra aglomerados bacterianos foi particularmente 

notável apresentando MIC50 de 5,6 ± 1,2 µM quando comparado com os demais 

derivados, especialmente na concentração de 25 µM (p <0,001). Interessantemente, o 

derivado de tioureia 29 assim como observado para o derivado 15, mantiveram o 

potencial antimicobacteriano contra a cepa Mtb hipervirulenta (Tabela 6), mesmo 

quando em agregados (Figura 18B), enquanto os derivados 16 e 28 foram mais ativos 

em inibir o crescimento de Mtb M299 em cultura bacteriana do que quando em 

agregados extracelulares. 
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Figura 18 - Efeito dos derivados de tioureia no crescimento intracelular de M. tuberculosis H37Rv 
em macrófagos (A) e na viabilidade de agregados extracelulares de M. tuberculosis M299 (B). (A) 
Macrófagos RAW 264.7 infectados por Mtb H37Rv em MOI de 1:1 (bactéria/macrófago) e tratados com 
as amostras (25, 50 e 100 µM) por 4 dias. Após 21 dias, o número de CFU foi contabilizado e os valores 
foram apresentados como média ± desvio padrão. O valor médio de cada grupo foi comparado ao valor 
médio do controle positivo de crescimento (Macrófagos infectados não tratados, 62,0 ± 1,0 CFU/mL x 
104). (B) Macrófagos RAW 264.7 foram infectados com cepa hipervirulenta Mtb M299 em MOI de 10: 1 e 
mantidos sob cultivo por 12 dias. Os agregados extracelulares de Mtb liberados no meio de cultura foram 
tratados com as amostras (25, 50 e 100 µM) por 4 dias. As suspensões bacterianas recuperadas no dia 
4 foram agitadas vigorosamente e sonicadas para semeadura em agar Middlebrook 7H10. Após 21 dias, 
o número de CFU foi contado. Os valores são apresentados como média ± desvio padrão. O valor médio 
de cada grupo foi comparado ao valor médio do controle positivo (Agregados extracelulares de Mtb não 
tratados, 25,0 ± 1,0 CFU/mL x 106) foram indicados por asteriscos de acordo com p <0,001 (***), p <0,01 
(**) e p <0,05 (*). (n=3). A concentração inibitória mínima das tioureias em ambos os ensaios foi inserida 
ao lado do gráfico. Valores com letras sobrescritas diferentes (a) foram significativamente diferentes (p 
<0,001). 
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5.8. Estudos farmacocinéticos e toxicológicos in silico 

 

A análise do perfil farmacocinético é essencial para o desenvolvimento de 

fármacos (NGUTA et al., 2015), tendo em vista que o conhecimento insuficiente das 

propriedades metabólicas e farmacocinéticas de uma substância candidata a fármaco 

está relacionada a 39% de insucesso para seu desenvolvimento em fase clínica 

enquanto a presença de efeitos tóxicos contribui com 60% de insucesso (KUBINYI, 

2003). Os estudos farmacocinéticos e tóxicológicos in silico permitem estimar com bom 

nível de confiabilidade, algumas propriedades físico-químicas, biológicas e drug-like 

relevantes no planejamento de novos fármacos (CHENG et al., 2013). Assim, os 

derivados de tioureia promissores (10, 15, 16, 28 e 29) foram analisados por 

parâmetros físico-químicos de acordo com a "regra dos cinco" de Lipinski (LIPINSKI et 

al., 2001) (Tabela 7). 

A “regra dos cinco" de Lipinski baseia-se em critérios físico-químicos que as 

substâncias devem apresentar para serem considerados bons candidatos a fármacos, 

como: massa molecular, Log de P (lipofilicidade), grupos doadores de ligação de 

hidrogênio e grupos aceptores de ligação de hidrogênio. Uma vez que as substâncias 

não violem os parâmetros de lipinski, maior possibilidade de poderem ser 

administradas por via oral. A predição in silico de acordo com Lipinski é de que as 

propriedades físico-químicas de um candidato a fármaco devem seguir um peso 

molecular ≤ 500 g/mol, o valor do Log de P ≤ 5, até 5 grupos doadores de ligação de 

hidrogênio e no máximo 10 grupos aceptores de ligação de hidrogênio (LIPINSKI  et al., 

2001). 

Também avaliamos por meio de abordagem toxicológica in silico o potencial de 

hepatotoxidade, mutagenicidade e toxidade reprodutiva desses derivados. Os 

resultados indicaram ausência de risco de mutagenicidade para esses derivados com 

base no teste de Ames. Os derivados de tioureia 16 e 28 foram indicados como tendo 

risco de hepatotoxidade e todas as tioureias com exceção do derivado 15 têm risco 

reprodutivo potencial. Em geral, os resultados indicaram riscos toxicológicos menores 

para os derivados de tioureia em comparação a rifampicina, uma vez que está 

associada a mutagenicidade e toxidade reprodutiva quando co-administrado com 

outros fármacos (BALTZ, 2014) e efeito hepatotóxico (RAMAPPA e AITHAL, 2013). 
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Tabela 7 - Parâmetros analisados pela regra dos cinco de Lipinski e propriedades 
farmacocinéticas moleculares calculadas usando ADMET Predictor™ para os derivados de 
tioureia promissores. A rifampicina, fármacoanti-TB padrão, foi utilizado como controle. 
 

Tioureas MW HBD HBA LogP HEPAT MUTAGEN REPR 

10 346,44 2 5 3,26 NÃO NÃO SIM 

15 302,35 4 5 3,14 NÃO NÃO NÃO 

16 286,36 3 5 1,35 SIM NÃO SIM 

28 300,38 2 4 2,82 SIM NÃO SIM 

29 284,43 2 2 3,64 NÃO NÃO SIM 

Rifampicina 822,96 6 16 2,53 SIM SIM SIM 

 
Abreviaturas: Peso molecular (MW, g/mol), Lipofilicidade (LogP), número de grupos doadores de 
ligações de hidrogênio (HBD) e aceptores (HBA), Risco ADMET e análise toxicológica in silico 
(hepatotoxidade (HEPAT), mutagenicidade (MUTAGEN) e toxidade reprodutiva (REPR). 

 
 
Considerando que o metabolismo de um fármaco tem um papel importante no 

processo farmacocinético (PHETSUKSIRI et al., 2003), os derivados de tioureia com 

melhor potencial nos ensaios realizados 16, 28 e 29 tiveram a predição in silico dos 

seus metabólitos realizada a partir da probabilidade de reação por diferentes isoformas 

de Citocromo P450 (CYP). Os metabólitos preditos foram avaliados quanto à toxidade 

in silico (Tabela 8) e os resultados sugerem baixa probabilidade de toxidade para os 

metabólitos da tioureia 29, no qual a maioria apresentou um e até mesmo nenhum risco 

predito. 
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Tabela 8 - Metabólitos e parâmetros de toxidade in silico investigados usando ADMET Predictor 
™ 

Tioureas Metabolitos Toxicologia in silico
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5.9. Avaliaçãodo potencial inibitório dos derivados de tioureias no crescimento 

de cepas M. kansasii 

 

Dentre as MNT potencialmente patogênicas, Mkan é a segunda mais comum em 

infecções em humanos (MORIMOTO et al., 2014). Além disso, existe uma dificuldade 

de obtenção do diagnóstico diferencial da TB, onde Mkan causa doença pulmonar 

crônica similar a TB resultando em cavitação em mais de 70% dos pacientes 

acometidos (DESTEFANO et al., 2018). O tratamento para MNT possui maior desafio 

devido ao período de tempo mais prologando, sendo de pelo menos doze meses, 

utilizando combinações de diferentes antibióticos (COWMAN et al., 2012; RYU et al., 

2016), e menor adesão dos pacientes ao tratamento, o que ressalta a importância de 

novas substâncias mais eficazes e com menor efeito adverso para o tratamento. 

 A atividade inibitória dos 46 derivados de tioureias frente ao crescimento de três 

cepas de Mkan, com diferentes níveis de virulência foi avaliada diretamente em cultura 

bacteriana. Foi utilizado a cepa de referência 12478 (ATCC)  (virulência intermediária) 

e as cepas as cepas de isolados clínicos 10953 e 8835 (alta virulência) (MUSSI  et al., 

2021). 

 Como pode ser observado na Tabela 9, oito derivados de tioureias (2, 3, 10, 17, 

35, 36, 40 e 43) foram potentes em inibir a cepa padrão de Mkan 12478, apresentando 

MIC50 menor que 25 µM. Destes, o derivado 36 foi o mais ativo contra a cepa de 

referência 12478 exibindo MIC50 de 4,9±0,2 µM, respectivamente e excelente índice de 

seletividade contra o patógeno, no valor de 38. Os derivados 35 e 43, embora com 

valor de MIC dentro do critério estabelecido pela CSLI (MIC50 ≤ 25 µM) apresentaram 

baixa seletividade (SI ≤ 3). Os demais derivados ativos exibiram SI entre 6-12,7 

(Tabela 9).  

Em continuação, os derivados mais ativos contra a cepa de referência foram 

avaliados contra as cepas Mkan de alta virulência. As cepas 10953 e 8835 

demonstraram in vitro elevada capacidade de crescimento intracelular em macrófagos 

RAW 264.7 assim como alto índice de indução de morte necrótica destas células. Em 

modelo animal de camundongos C57BL/6 infectados intratraquealmente com dose de 5 

x104 CFU, estas cepas Mkan induziram doença pulmonar progressiva nos animais, 

com formação de grandes granulomas caseosos, incluindo para a cepa Mkan 8835 a 

indução da morte prematura dos animais infectados, associada a extensa pneumonia 

extensa e maior produção de mediadores inflamatórios no pulmão (MUSSI et al., 2021). 

Dos sete derivados ativos, três (2, 10 e 17) exibiram atividade inibitória no crescimento 
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das cepas Mkan 10953 e 8835. Destaca-se que estes derivados mantiveram seu 

potencial inibitório frente a cepa Mkan 10953 enquanto apenas o derivado 2 continuou 

com perfil de atividade similar em relação a cepa Mkan 8835 (Tabela 9), embora todos 

os três derivados tenham mostrado excelente seletividade (valor de SI de pelo menos 

6). 

O número de derivados de tioureias ativos contra a cepa de referência de M. 

kansasii foi quase três vezes menor quando comparado ao número de tioureias ativas 

contra a cepa padrão de M. tuberculosis H37Rv (Tabela 3). Além disso, dos cinco 

derivados (10, 15, 16, 28 e 29) que mais se destacaram em inibir o crescimento da 

cepa Mtb de hipervirulência (Tabela 6) somente o derivado 10 apresentou maior 

capacidade inibitória frente a cepas de referência Mkan 12478 e 10953, e perfil similar 

inibitório contra cepa Mkan 8835 (Tabela 9). Os demais apresentaram baixo ou 

nenhum potencial inibitório (MIC50 ≥ 55,6 µM). Isto sugere que os derivados de tioureia, 

por apresentarem em geral maior dificuldade de inibição do crescimento de cepas M. 

kansasii, interagem com alvos micobacterianos distintos ou de maneira conformacional 

diferente entre ambas as cepas.  

A cepa Mkan 8835 também mostrou maior resistência a rifampicina, assim como 

Mkan 12478, 8835 e 10953 frente a isoniazida. O potencial inibitório da rifampicina foi 

menor contra cepa Mkan 8835 quando comparado à cepa Mtb de hipervirulência (p< 

0,01) (Tabela 6 e 9). O tratamento para MNTs apresenta frequentemente maior 

resistência a antibióticos de primeira linha e os testes de susceptibilidade in vitro 

podem ter baixa correlação com a eficácia clínica (CRILLY et al., 2021). Em geral, o 

resultado do tratamento de infecções pulmonares por MNT é altamente variável e 

determinado por fatores genéticos do paciente e do bacilo (GOPALASWAMY et al., 

2020). 

 Até o momento, não há descrição na literatura de atividade inibitória de 

derivados de tioureias contra M. kansasii. Embora tenham relatos de derivados de 

tioureas com potencial atividade frente a outras MNTs, como a M. avium 

(GREENSTEIN et al., 2010). 
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Tabela 9 - Concentração inibitória mínima (50%) apresentada pelos derivados de tioureias na 
inibição do crescimento micobacteriano de cepas de M. kansasii. 
 

Tioureas 
MIC50 (µM) SI MIC50 (µM) SI MIC50 (µM) SI 

Mkan 12478 (CC50/MIC50)  Mkan 10953 (CC50/MIC50)  Mkan 8835 (CC50/MIC50)  

1 57,0±0,9 1,1 X X X X 

2 18,3±0,1 6 7,2±0,7a 14,6 9,7±0,8 10,8 

3 14,6±0,7 7,1 133,5±0,1 0,7 ≥200 ≥ 1,0 
4 46,4±0,7 3,3 X X X X 

5 ≥200 ≥ 1,0 X X X X 

6 40,4±0,8 1,5 X X X X 

7 181,0±0,1 ≥ 1,1 X X X X 

8 55,6±0,7 ≥ 3,2 X X X X 

9 28,5±0,1 ≥ 6,2 7,3±0,8a ≥ 24,3 27,6±0,1a 6,4 

10 15,9±0,5 ≥ 12,6 7,1±0,1a ≥ 28,2 30,8±0,1a 6,5 

11 ≥200 ≥ 1,0 X X X X 

12 112,0±0,8 ≥ 1,7 X X X X 

13 36,9±0,6 1,1 X X X X 

14 74,6±0,8 2,7 X X X X 

15 72,9±0,1 2,7 X X X X 

16 55,6±0,1 1,7 X X X X 

17 24,2±0,1 ≥ 8,3 9,1±0,4a ≥ 21,9 32,4±0,6a 6,2 

18 104,9±0,7 ≥ 1,0 X X X X 

19 ≥200 ≥ 1,0 X X X X 

20 ≥200 1 X X X X 

21 ≥200 ≥ 1,0 X X X X 

22 149,3±0,1 ≥ 1,0 X X X X 

23 ≥200 ≥ 1,0 X X X X 

24 ≥200 1 X X X X 

25 ≥200 ≥ 1,0 X X X X 

26 ≥200 ≥ 1,0 X X X X 

27 ≥200 ≥ 1,0 X X X X 

28 113,4±0,1 1,7 X X X X 

29 151,5±0,8 1 X X X X 

30 47,6±0,1 4,2 X X X X 

31 76,5±0,1 1,1 X X X X 

32 144,5±0,1 1 X X X X 

33 51,9±0,1 3,8 X X X X 

34 52,4±0,6 1,1 X X X X 

35 17,8±0,5 2,3 ≥200 ≥ 1,0 ≥200 ≥ 1,0 
36 4,9±0,2 38 ≥200 ≥ 1,0 ≥200 ≥ 1,0 
37 43,0±0,9 ≥ 1,0 X X X X 

38 39,1±0,1 ≥ 1,0 X X X X 

39 48,2±0,1 ≥ 1,0 X X X X 

40 15,8±0,9 ≥ 12,7 ≥200 ≥ 1,0 ≥200 ≥ 1,0 
41 43,7±0,7 3,1 X X X X 

42 27,9±0,5 7,2 ≥200 ≥ 1,0 ≥200 ≥ 1,0 
43 9,9±0,6 3,1 170,1±0,7b ≥ 1,0 ≥200 ≥ 1,0 
44 29,4±0,7 1,8 X X X X 

45 27,5±0,4 1,3 160,9±0,5b 0,2 ≥200 ≥ 1,0 
46 32,2±0,5 ≥ 1,0 X X X  X  

Rifampicina  0,05±0,01 X 0,7±0,1 X 4,5±1,0 X 

Isoniazida 2,7±1,1 X 4,1±0,1 X 6,6±0,7 X 



91 

 

Os valores de MIC50 e MIC90 de cada amostra foram exibidos como média ± DP.  (n=3) Valores na 
mesma coluna com diferentes letras sobrescritas (a-b) são significativamente diferentes (p< 0,05 ou p< 
0,001; determinado pelo teste de Tukey). 

 

A partir dos resultados obtidos in vitro, os dados in silico, e disponibilidade da 

tioureia sintetizada, aprofundamos o estudo dos derivados 28 e 29 em modelo murino 

C57Bl/6 infectado por cepa Mtb hipervirulenta, a fim de obter novas substâncias 

candidatas eficientes e seguras para o tratamento adjuvante da TB pulmonar severa. 

Estudos anteriores demonstraram que duas tioureias com ação anti-TB, tiocarlida 

(usada na década de 1960 para tratar a TB) e tioacetazona (atualmente utilizada em 

associação com outros agentes antimicobacterianos como fármaco de segunda linha), 

inibem a síntese de ácidos micólicos, sugerindo que este mecanismo de ação pode ser 

um bom ponto de partida para investigação (KUMAR E SURAPANENI, 2001; 

GRZEGORZEWICZ et al., 2012). 

 

5.10. Avaliação do efeito dos derivados de tioureias no crescimento bacteriano 

nos pulmões dos camundongos infectados 

 

Os derivados 28 e 29 foram avaliados quanto a seu efeito terapêutico em 

modelo murino de TB pulmonar severa, estabelecido pelo nosso grupo de pesquisa, 

através da infecção intratraqueal de camundongos C57Bl/6 com baixa dose de infecção 

(aproximadamente 100 bacilos) da cepa Mtb hipervirulenta M299, pertencente à sub-

linhagem moderna Beijing (ALMEIDA et al., 2017). Em estudos epidemiológicos e 

clínicos, esta linhagem foi associada a surtos de TB em populações humanas, com a 

progressão da TB ativa, resistência e falhas no tratamento (TRAM et al., 2018), e 

mostraram elevada virulência in vitro e in vivo comparado a outras linhagens 

(LASUNSKAIA et al., 2010; ANDRADE et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014).  

A investigação do efeito terapêutico dos derivados de tioureia 28 e 29 no 

tratamento da TB pulmonar severa foi comparado ao tratamento com o antibiótico 

padrão rifampicina utilizado no tratamento de primeira-linha da TB. Inicialmente, 

avaliamos o efeito terapêutico antimicobacteriano dos derivados 28 e 29 em reduzir o 

crescimento bacilar de M. tuberculosis nos pulmões dos camundongos infectados. 

Após quinze dias da infecção intratraqueal, os camundongos foram separados e parte 

dos grupos de animais foram submetidos separadamente a dose diária por via 

intraperitoneal dos derivados de tioureia 28, 29 (20 mg/kg) ou rifampicina (10 mg/kg) 

durante um período de quinze e trinta dias de tratamento. 
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Os camundongos C57BL/6 não infectados foram tratados por via intraperitoneal 

por 15 dias com os derivados de tioureias 28 e 29, na dose de 20 mg/kg, para 

avaliação de efeitos tóxicos. Ambos os derivados não apresentaram efeitos adversos 

ou alterações histopatológicas nos órgãos analisados (dados não mostrados). 

Como pode ser observado na Figura 19, todos os grupos de animais tratados 

durante 15 dias de tratamento, independente da substância ou fármaco utilizado, 

diferiram significativamente dos animais somente infectados (p< 0,01 e p< 0,001) em 

relação à redução da carga bacilar quantificado através da contagem de CFU nos 

pulmões dos animais. Em 30 dias de tratamento, o potencial de redução da carga 

bacilar pulmonar em todos os grupos tratados foi ainda maior comparado aos animais 

infectados e não tratados (p< 0,001). O estudo da cinética da replicação bacteriana nos 

pulmões dos animais C57Bl/6 infectados com baixa dose da cepa Mtb hipervirulenta 

mostrou que a carga bacilar aumenta até 28 dias, onde Mtb M299 apresentou número 

de CFU 2,5 Log10 maior do que a cepa H37Rv, e posteriormente foi contida pelo efeito 

inibitório da imunidade adquirida estabelecida de 3 a 4 semanas p.i. (RIBEIRO et al., 

2014; ALMEIDA et al., 2017). 

Os animais tratados com os derivados de tioureias 28 e 29 durante 15 dias 

reduziram 1,1 e 1,3 respectivamente em Log10 do CFU apresentado pelos animais 

somente infectados. Enquanto, o tratamento com rifampicina no mesmo período 

apresentou maior capacidade de redução da carga bacilar pulmonar, de 2,2 Log10, 

diferindo significativamente do potencial exibido pelo tratamento com ambas as 

tioureias, em menor significância em relação ao derivado 29 (p< 0,05). Após 30 dias de 

tratamento, a maior capacidade de reduzir o crescimento bacilar foi observado para 

ambos os derivados de tioureia, sendo uma diminuição de 1,6 e 1,8 em Log10 do CFU 

para o tratamento com o derivado 28 e 29 respectivamente comparado a carga bacilar 

quantificada no pulmão dos animais somente infectados (Figura 19).  

A capacidade de ambos os derivados em inibir o crescimento de Mtb in vitro 

pode ser constatada também no modelo animal de TB pulmonar severa. Trabalhos 

anteriores enfatizam a importância da avaliação em modelo animal adequado de TB 

para substâncias potencialmente ativas contra Mycobacterium, utilizando para infecção 

cepas de Mtb emergentes e resistentes ao tratamento, e não somente cepas 

laboratoriais, para de fato se obter substâncias de eficácia clínica relevante (ORME, 

2011; NGUTA et al., 2015). O tratamento com o derivado 29 mostrou maior tendência 

de redução do crescimento de Mtb hipervirulenta no pulmão dos animais tratados em 

relação ao derivado 28, o que também foi observado nos ensaios in vitro diretamente 
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na cultura bacteriana da cepa de Mtb M299 (Tabela 6), no crescimento intracelular de 

Mtb H37Rv e de agregados extracelulares de Mtb M299 (Figura 18). 

Com a maior duração do tratamento, os efeitos inibitórios induzidos pelo 

tratamento com rifampicina e por ambas os derivados de tioureia foram similares (p> 

0,05). Embora a dose de rifampicina utilizada tenha sido metade do utilizado para 

ambas as tioureias, efeitos adversos, como diarreia foram observados de forma 

expressiva durante o tratamento com rifampicina. O tratamento com rifampicina em 

humanos é realizado na dose de 10 mg/kg (com um máximo de 600 mg uma vez ao 

dia), principalmente devido ao custo e toxidade e esta dosagem tem sido utilizada em 

modelos murinos para TB (BRYK et al., 2020). Embora estudos da literatura sugiram 

otimização do tratamento da TB em altas doses de rifampicina (> 10 mg/kg) ainda não 

incluso nas diretrizes internacionais de tratamento da TB preconizadas pela OMS 

(SEIJGER et al., 2019). 

É importante notar que para todos os tratamentos empregados houve dificuldade 

de drástica redução na carga bacilar, o que está relacionado com o fato de cepas 

hipervirulentas apresentarem maior taxa de crescimento em 28 dias de infecção em 

modelo murino, cerca de 2,5 Log10 maior,  em comparação com cepas menos 

virulentas (ANDRADE et al., 2012; AMARAL et al., 2014; ALMEIDA et al., 2017). 

Figura 19 - Efeito do tratamento com os derivados de tioureias 28 e 29 ou rifampicina no 
crescimento micobacteriano nos pulmões dos camundongos C57Bl/6 infectados. Após 15 dias de 
infecção i.t. dos camundongos C57Bl/6 com 100 bacilos da cepa de Mtb M299 iniciou-se o tratamento 
diário em grupos separados (n=6) por 15 e 30 dias (via i.p.) com as tioureias 28 (20 mg/kg), tioureias 29 
(20 mg/kg) ou rifampicina (10 mg/kg). O crescimento micobacteriano nos pulmões foi avaliado através da 
contagem de CFU. Os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão dos valores obtidos 
em dois experimentos independentes. p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*), comparando cada grupo 
tratado com o grupo apenas infectado. p<0,01 (##) e p< 0,05 (#), comparando os grupos de animais 
submetidos aos tratamentos com a rifampicina com o grupo tratado com as tioureias. 

 
5.10.1. Avaliação do efeito dos derivados de tioureias na patologia dos pulmões 
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Para avaliar o efeito do tratamento com os derivados de tioureias 28 e 29 na 

progressão da TB pulmonar severa, foi realizada a análise da patologia pulmonar dos 

animais infectados em comparação aos grupos de animais infectados e tratados com 

os derivados e com o fármaco rifampicina. 

Os pulmões dos animais de cada grupo foram coletados após 15 e 30 dias de 

tratamento (30 e 45 dias após a infecção). O lóbulo superior do pulmão esquerdo de 

cada animal foi fixado com formol e fotografado para comparação da macropatologia 

induzida (Figura 20A). A massa pulmonar relativa foi obtida em relação ao peso em 

gramas do pulmão do grupo controle, não infectado (Figura 20B). O peso do pulmão 

total foi verificado e apresentado em gramas como média + desvio padrão de cada 

grupo (Figura 20C). 

Como observado na Figura 20A, os pulmões dos animais infectados foram 

maiores do que o dos animais não infectados e dos animais infectados e tratados, 

independente do tratamento efetuado e do tempo de duração deste. 

Macroscopicamente, os pulmões dos animais infectados apresentavam grandes lesões 

inflamatórias, com nódulos difusos de coloração esbranquiçada de tamanhos 

diferentes, o que se associa com o aumento do peso (Figura 20C) e da massa relativa 

pulmonar, que foi 2,4 vezes maior que dos animais de controle (Figura 20B). Após 45 

dias de infecção, a aparência macroscópica dos pulmões dos animais infectados 

permaneceu apresentando maior número e extensão das lesões inflamatórias (Figura 

20A) e o peso e a massa relativa pulmonar deste grupo de animais não diferiu 

significativamente (p> 0,05) (Fig. 20B e C).  

Em 15 dias de tratamento, os animais tratados com as tioureias 28 e 29 exibiram 

menor número e tamanho das lesões inflamatórias, o que condiz com a redução do 

peso pulmonar, em cerca de 20% e 36%, respectivamente, comparado ao peso dos 

pulmões dos animais infectados (Figura 20C). A massa relativa dos pulmões reduziu 

em torno de 29% e 40%, para o tratamento com os derivados 28 e 29, 

respectivamente, comparado ao exibido pelos animais infectados e não tratados 

(Figura 20B). Após 30 dias de tratamento, a capacidade de redução foi mais 

acentuada, onde o tratamento com o derivado 28 reduziu cerca de 34% enquanto o 

tratamento com derivado 29 desse destacou com potencial de redução de 44% do peso 

pulmonar, comparado ao peso dos pulmões dos animais infectados e não tratados. 

(Figura 20C). A massa relativa dos pulmões dos animais tratados com o derivado 28 e 
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29 reduziu em torno de 48% e 52%, respectivamente, comparados ao exibido pelos 

animais infectados e não tratados (Figura 20B).  

O tratamento com o derivado 29 apresentou maior potencial de reduzir o peso 

pulmonar e a massa relativa que o apresentado pelo derivado de tioureia 28, 

apresentando significativa diferença no potencial de redução do peso pulmonar em 15 

e 30 dias pós infecção. (p< 0,01 e p< 0,05, respectivamente) (Figura 20). Isto pode 

sugerir que a substituição do radical 3,4-etilenodioxi-fenil presente no derivado 28 pelo 

substituinte 4-isopropilfenil no derivado 29 favoreceu melhor potencial sob este 

aspecto. 

Comparado ao tratamento com os derivados de tioureia, os pulmões dos animais 

tratados com o fármaco padrão, rifampicina, durante 15 e 30 dias apresentaram maior 

número e tamanho das lesões inflamatórias correspondente ao maior percentual de 

peso e massa relativa pulmonar do que os animais tratados com ambas as tioureias 

(Figura 20). Diversos trabalhos mostraram que a presença da lesão pulmonar 

permanente na TB é frequente e substancial, onde até metade dos pacientes curados 

(após o tratamento com antibióticos) podem ter comprometimento permanente da 

função pulmonar de forma moderada ou grave (RACHOW et al., 2019; YOUNG et al., 

2020; KILINÇ et al., 2021) e considerável redução da expectativa de vida (RALPH et 

al., 2013).  

Os derivados de tioureia mostraram que além de atuarem no controle da 

proliferação micobacteriana de Mtb também foram capazes de diminuir o número e o 

tamanho das lesões inflamatórias, em especial o derivado 29.  
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Figura 20 - Efeito do tratamento com os derivados de tioureias 28 e 29 ou rifampicina na 
macropatologia pulmonar induzida nos pulmões dos camundongos C57Bl/6 infectados pela cepa 
de Mtb hipervirulenta. Após 15 dias de infecção dos camundongos C57Bl/6 com 100 bacilos da cepa 
de Mtb M299, os animais (6/grupo) foram tratados diariamente em grupos separados por 15 ou 30 dias 
(via i.p.) com as tioureias 28 ou 29 (20 mg/kg) ou rifampicina (10 mg/kg) e posteriormente eutanasiados. 
A macropatologia pulmonar foi avaliada qualitativamente através da imagem do lóbulo superior do 
pulmão esquerdo fotografado para um animal representativo de cada grupo experimental (A) e pelo peso 
pulmonar aferido em balança de precisão expresso em gramas (C).  A massa relativa pulmonar foi 
determinada através da razão entre a média do peso pulmonar dos animais de cada grupo em separado 
pela média do peso pulmonar dos animais controles (B). Os resultados apresentados são média ± desvio 
padrão e p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*), comparando cada grupo tratado com o grupo apenas 
infectado com a cepa de Mtb M299. p< 0,001 (# # #), p< 0,01 (# #) e p< 0,05 (#), comparando cada grupo 
tratado com o grupo tratado com o fármaco rifampicina. 

 

Em adição ao estudo da macropatologia pulmonar, a histopatologia do órgão foi 

verificada através do estudo das secções do pulmão corados pelos métodos de 

hematoxilina-eosina (H&E) e Ziehl-Nielsen (ZN). A análise histopatológica dos pulmões 

dos animais infectados pela cepa hipervirulenta mostrou que estes animais 

desenvolveram patologia de TB pulmonar severa, como descrito em trabalhos 

anteriores do grupo utilizando este modelo murino (AMARAL et al., 2014; RIBEIRO et 

al., 2014; ALMEIDA et al., 2017). 

Em 30 dias de infecção, os pulmões dos animais infectados exibiram ampla área 

de pneumonia tuberculosa, cerca de 86% da área total dos cortes pulmonares, 

incluindo extensas áreas de necrose como resultado da fusão de lesões primárias. A 
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área central destes nódulos evidenciou necrose caseosa (estrela preta) com grande 

quantidade de BAAR extracelular (Figura 21B). A área periférica as lesões necróticas 

foram compostas por áreas de alveolite (seta preta) através da infiltração dos alvéolos 

com o espessamento das paredes alveolares e os alvéolos e brônquios se 

apresentaram cheios de células inflamatórias como macrófagos, linfócitos e 

predominantemente neutrófilos (Figura 21A). Nas regiões de alveolite, além de 

exsudatos celulares intra-alveolares compostos predominantemente por debris de 

neutrófilos foi observado uma numerosa quantidade de BAAR (Figura 21B).  Também 

foi observado presença de debris celulares nas vias aéreas (seta verde). As regiões 

adjacentes aos nódulos granulomatosos apresentavam grande quantidade de exsudato 

seroso (estrela amarela).  

Em 45 dias pós-infecção, os pulmões exibiram uma tendência a redução nas 

áreas de alveolite apresentando 80% de área de pneumonia (Figura 22 A), e 

associado ao controle de infecção pelo sistema imune atingida ao final da fase aguda 

da doença.  

Os pulmões dos animais infectados e tratados com os derivados de tioureias 28 

e 29 durante 15 dias apresentaram maior prevenção do desenvolvimento da patologia 

necrótica quando comparados aos animais somente infectados. Os pulmões 

apresentaram menor número de lesões granulomatosas e prevenção no 

desenvolvimento de áreas de necrose, que foram de menor extensão. Além disso, a 

área de alveolite ao redor da lesão necrótica e o volume de exsudato seroso nas 

regiões adjacentes a estas foi observado em menor quantidade (Figura 21 C-F). 

Os pulmões dos animais tratados com o derivado 29 exibiram maior quantidade 

de áreas pulmonares livres e também menor quantidade de BAAR extracelular em área 

de necrose e de alveolite (Figura 21 E e F) comparado ao observado nos pulmões dos 

animais tratados com o derivado 28 no mesmo período de tratamento (Figura 21 C e 

D). A menor quantidade de BAAR observada nas secções pulmonares coradas por 

Ziehl Neelsen dos animais tratados com o derivado 29 foi confirmada através da 

quantificação do número de CFU/g de pulmão (Figura 19). O tratamento com o 

derivado 29 foi mais eficiente (p< 0,01) em diminuir a área de pneumonia em torno de 

56% em 15 dias de tratamento comparado ao derivado 28 que reduziu 35% da mesma 

(Figura 23). Em 30 dias de tratamento, a redução da área de patologia pulmonar foi 

mais acentuada nos pulmões dos animais tratados com ambos os derivados de 

tioureia, incluindo menores granulomas, com ausência de alveolite e exsudato seroso, 

além de menor quantidade de BAAR (Figura 22 C-F). Novamente em 30 dias de 
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tratamento, o derivado 29 mostrou melhor efeito terapêutico em relação ao derivado 28 

(p< 0,05) apresentando redução de 65% e 42% respectivamente em comparação aos 

animais não tratados (Figura 23).  

Comparado aos animais tratados com a rifampicina, ambos os derivados 

apresentaram melhor efeito terapêutico na prevenção do desenvolvimento da patologia 

pulmonar necrótica, uma vez que a área de pneumonia nos pulmões dos animais 

tratados com rifampicina correspondeu a cerca de 70%, Em 15 dias de tratamento, os 

pulmões exibiram regiões com acúmulo de exsudato seroso e maior extensão das 

áreas de alveolite, além de extenso desenvolvimento de áreas necróticas, onde foi 

possível observar a presença de bacilos extracelulares (Figura 21 G e H). A maior 

duração do tratamento com rifampicina apresentou baixo potencial terapêutico em 

diminuir a área de pneumonia nos pulmões dos animais, que correspondeu a 60% do 

tecido pulmonar (Figura 23). Embora o tratamento com a rifampicina tenha reduzido a 

carga bacilar de forma mais efetiva do que os derivados de tioureia (Figura 19), o 

mesmo não propiciou redução significativa da inflamação excessiva pulmonar.   

O modelo de camundongos C57Bl/6 infectados com baixa dose da cepa de Mtb 

hipervirulenta M299 reproduz diversas manifestações patológicas da TB humana 

severa, incluindo indução de pneumonia tuberculosa com áreas de necrose irreversível 

como resultado de excessiva resposta inflamatória (AMARAL et al., 2011; RIBEIRO et 

al., 2014; ALMEIDA et al., 2017).  Sob este prisma, a utilização deste modelo murino de 

TB pulmonar severa aplicado em nossos estudos possibilitou a avaliação do efeito 

terapêutico adjuvante dos derivados de tioureia, mostrando que estes não somente 

possuem a capacidade de eliminar ou controlar a multiplicação micobacteriana como 

também na prevenção ou redução da patologia pulmonar necrótica. O emprego deste 

modelo animal para avaliação terapêutica de novas substâncias com potencial anti-

inflamatório e anti-Mtb foi descrito pelo nosso grupo de pesquisa anteriormente para 

substâncias promissoras com ação dual pertencentes a diferentes classes químicas 

tais como a 3,4-metilenedioxi-chalcona e o macrolídeo lasiodiplodina isolado do fungo 

endofítico Sordaria tamaensis (VENTURA, 2015; CALIXTO et al., 2021). 
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Figura 21 - Análise histopatológica dos pulmões dos camundongos C57BL/6 infectados (30 dias 
de infecção) sem tratamento ou sob tratamento por 15 dias com os derivados de tioureias 28 e 29 
ou rifampicina. O lóbulo superior esquerdo do pulmão foi fixado em formol e processado para a 
obtenção de lâminas coradas com hematoxilina-eosina (H&E) e método de Ziehl Neelsen (ZN). As 
microfotografias foram obtidas com aumento de 100X. No canto superior direito de cada lâmina corada 
com H&E, encontra-se a secção do tecido total fotografada no aumento de 25X. Setas pretas indicam 
áreas de alveolite, a estrela preta indica área necrótica, estrela amarela corresponde a região de 
exsudato e seta verde presença de debris celulares nas vias aéreas.  Os BAAR estão coradas em 
vermelho (ZN). 
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Figura 22 - Análise histopatológica dos pulmões dos camundongos C57BL/6 infectados (45 dias 
de infecção) sem tratamento ou sob tratamento por 30 dias com os derivados de tioureias 28 e 29 
ou rifampicina. O lóbulo superior esquerdo do pulmão foi fixado em formol e processado para a 
obtenção de lâminas coradas com hematoxilina-eosina (H&E) e método de Ziehl Neelsen (ZN). As 
microfotografias foram obtidas com aumento de 100X. No canto superior direito de cada lâmina corada 
com H&E, encontra-se a secção do tecido total fotografada no aumento de 25X. Setas pretas indicam 
áreas de alveolite, estrela preta indica área necrótica e estrela amarela indica região de exsudato. Os 
BAAR estão coradas em vermelho (ZN). 
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Figura 23 - Análise morfométrica da área de pneumonia nos pulmões dos animais infectados 
sobre efeito do tratamento com os derivados de tioureias 28 e 29 ou rifampicina.  Imagens de dez 
seções dos pulmões de cada grupo de animais foram capturadas pela câmera Axiocam MCR-5 Zeiss, no 
aumento de 10X, e analisadas com o uso do programa Image J para a determinação morfométrica da 
área de inflamação no pulmão (área de pneumonia). Para quantificar a área de pneumonia, foi calculada 
a porcentagem da área pulmonar não aerada em relação a área pulmonar total (100%) de cada grupo 
infectado, subtraindo da média percentual da área não aerada nos pulmões de controle (tecido 
pulmonar). Os resultados obtidos em dois experimentos independentes  foram apresentados como 
média ± desvio padrão (n=4).  p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*), comparando cada grupo tratado 
com o grupo apenas infectado com a cepa Mtb M299. p< 0,001 (# # #), p< 0,01 (# #) e p< 0,05 (#), 
comparando cada grupo tratado com o grupo apenas com o grupo tratado com o fármaco rifampicina. 

 
 
5.10.2. Análise fenotípica das células inflamatórias nos pulmões dos 

camundongos infectados e tratados com os derivados de tioureias 28 e 29 

 

Para entender o mecanismo pelo qual os derivados de tioureas 28 e 29 exercem 

o efeito terapêutico na redução da patologia pulmonar, avaliamos o influxo de 

leucócitos inflamatórios para os pulmões dos animais infectados através da avaliação 

fenotípica das principais subpopulações de células mieloides que foram recrutadas 

para os pulmões destes animais. 

As células mieloides foram identificadas como positivas para expressão de CD11b, 

uma integrina expressa na superfície de células mieloides. A partir da seleção das 

células CD11b+, foi realizado análise para marcadores adicionais relacionados ao 

número de células positivas para expressão de Ly6G (células CD11b+ Ly6G+ Ly6C+), 

uma proteína expressa majoritariamente por neutrófilos. As células mieloides CD11b+ 

Ly6G- também foram avaliadas quanto a expressão de CD11c, uma integrina expressa 

predominantemente na superfície de células dendríticas e em macrófagos alveolares, e 

quanto a expressão de Ly6C, um marcador das populações de monócitos e 

macrófagos ativados. (Figura 24). Deste modo, monócitos\macrófagos inflamatórios 

foram identificados como células CD11b+Ly6ChiCD11c-Ly6G-, células dendríticas como 
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células CD11b+CD11c+Ly6C-Ly6G- ou células dendríticas derivadas de monócitos como 

células CD11b+CD11c+Ly6ChiLy6G- e neutrófilos CD11b+Ly6G+. 

 

Figura 24 - Dot plots representativos da definição das regiões selecionadas para imunofenotipagem das 
células mieloides obtidas do pulmão do animal infectado através da citometria de fluxo. A partir da 
população de células pulmonares viáveis (R1) foi selecionado as células mieloides CD11b+ (R2) e então 
foi avaliado dentro desta população a expressão positiva e negativa de Ly6G (R3 - células Ly6G+, R4 - 
Ly6G-). Posteriormente as células mieloides CD11b+ Ly6G- foram avaliadas quanto a expressão de Ly6C 
e CD11c (R5, R6 e R7). As áreas delimitadas representam o selecionamento da população pretendida 
para avaliação. 

 

Em consonância com a presença de grande aglomerado de leucócitos nos 

pulmões dos animais infectados, principalmente de macrófagos e neutrófilos, 

observados através das análises microscópicas (Figuras 21 e 22), as análises de 

citometria de fluxo das células pulmonares obtidas destes animais apresentaram 

elevado percentual de células CD11b+, população celular mieloide, nos pulmões dos 

animais após 30 de infecção, representando cerca de 70% da população celular 

analisada. Em 45 dias pós infecção, o número de células mieloides nos pulmões dos 

animais infectados apresentou diminuição (p< 0,05) (Figura 25A),  

Trabalhos anteriores demonstraram o recrutamento acelerado de células 

CD11b+ para o pulmão de animais C57Bl/6 infectados via aerossol com baixa dose de 

Mtb H37Rv em 30 dias de infecção (OBRÉGON-HENAO et al., 2013). O número de 

células CD11b+ nos pulmões dos animais infectados intratraquealmente com cepa Mtb 

hipervirulenta após 21 dias foi descrito sendo pelo menos dez vezes maior comparado 

a cepa padrão H37Rv (ALMEIDA et al., 2017) e após 45 dias de infecção, o número 

destas células começa a diminuir em virtude da contenção da proliferação bacteriana 

pela resposta imune adquirida, o que corrobora com o observado para os animais 

infectados pela cepa Mtb M299 e a reprodutibilidade do modelo in vivo.  

O número das células CD11b+ nos pulmões dos animais tratados com ambos os 

derivados de tioureia 28 e 29 durante 15 dias foi significativamente reduzido em 47,6% 

e 66,3% respectivamente (p< 0,001) em relação aos animais somente infectados. Este 

efeito foi mais acentuado em 30 dias de tratamento, com a redução de 57,6% e 78,8% 
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no número de células CD11b+ para o derivado 28 e 29. O efeito inibitório do derivado 

29 sobre esta população celular em 15 e 30 dias de tratamento foi maior comparado ao 

observado para o derivado 28 (p< 0,05) (Figura 25A), o que coincide com o menor 

potencial desta em reduzir o peso e a massa relativa dos pulmões dos animais tratados 

(Figura 20B).   

Em comparação ao tratamento com o antibiótico padrão rifampicina, ambos os 

derivados de tioureias 28 e 29, independente do período de tratamento apresentaram 

maior capacidade de redução do número de células mieloides CD11b+, sendo a 

diferença mais significativa em relação ao derivado 29 (p< 0,001).  

Comparado aos animais infectados, o tratamento com rifampicina também 

ocasionou redução significativa do recrutamento de células CD11b+, embora com 

menor potencial, de 28-33% até 30 dias de tratamento, condizente com menor 

potencial de reduzir a imunopatologia observada nos animais tratados (Figura 21), 

embora apresente maior potencial de redução da carga bacilar em 15 dias de 

tratamento (Figura 19). 

A população de neutrófilos (células Ly6G+) foi predominante nos pulmões dos 

animais infectados pela cepa Mtb M299 em 30 dias de infecção, representando de 55-

60% do número de células mieloides (Figura 25B), enquanto as populações de 

fagócitos mononucleares (monócitos e macrófagos inflamatórios e células dendríticas) 

se apresentaram em proporção pelo menos 2 vezes menor (Figura 25 D-E). Em 45 

dias pós infecção, o número de neutrófilos nos pulmões dos animais iniciou uma 

diminuição (Figura 25B), contudo a relação de proporção para com o número de 

fagócitos mononucleares se manteve, onde o número de células dendríticas continuou 

a aumentar (Figura 25 D-E). Esta cinética populacional no número de neutrófilos e 

fagócitos mononuclerares no período de 28 e 45 dias pós infecção está em 

concordância com a caracterização da dinâmica das lesões pulmonares em modelo 

murino de TB severa infectado pela cepa de Mtb hipervirulenta descrita por Almeida e 

colaboradores (2017) e observado nos trabalhos do nosso grupo avaliando o efeito 

terapêutico de diferentes substâncias no modelo murino em questão (VENTURA, 2015; 

CALIXTO et al., 2021).  

Ambos os tratamentos com o derivado 28 e 29 apresentaram capacidade de 

reduzir as principais subpopulações mieloides avaliadas, especialmente em 30 dias de 

tratamento. A maior capacidade de redução foi observada no número de neutrófilos, 

sendo de 51,4% e 74,1% respectivamente em 15 dias de tratamento, e de 64,5% e 

81% em 30 dias de tratamento. A redução da população de neutrófilos pela rifampicina 
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foi significativamente menor, em torno de 30 e 35% durante o mesmo período de 

tratamento (Figura 25B). O tratamento com o derivado 29 foi mais potente na redução 

da população de neutrófilos em 15 dias de tratamento comparado ao efeito exibido pelo 

derivado 28 (p< 0,05) e pela rifampicina em ambos os períodos de tratamento (p< 

0,001) (Figura 25B).  

A subpopulação de monócitos\macrófagos inflamatórios também foi reduzida 

após tratamento com ambos os derivados de tioureia (Figura 25C). O derivado 29 

destacou-se novamente em reduzir o número desta subpopulação tanto em 15 dias 

quanto em 30 dias (p< 0,05), pelo menos em 67%, comparado ao derivado 28 (redução 

de 45%), o que condiz com o maior potencial inibitório observado para o derivado 29 

frente ao número de células mieloides CD11b+ (Figura 25A) e indica que a alteração 

estrutural neste derivado propiciou melhor efeito sobre as populações mieloides 

recrutadas. O tratamento com rifampicina exibiu menor efeito sobre a população de 

macrófagos e monócitos inflamatórios, de 25% a 30% comparado a redução da 

população de neutrófilos (Figura 25C). Em relação às subpopulações de células 

dendríticas, um maior efeito na redução da mesma foi observado para ambos os 

derivados de tioureia em 30 dias de tratamento comparado ao observado para os 

animais infectados e para o grupo de animais tratados com rifampicina (Figura 25D e 

E), que em geral não apresentou diferença significativa em relação ao animais somente 

infectados.  

A capacidade dos derivados 28 e 29 em diminuir o acúmulo excessivo de 

infiltrado celular inflamatório no pulmão é fundamental para prevenir a imunopatologia 

da TB severa dirigida pelo recrutamento acelerado de células mieloides para o pulmão, 

uma vez que o acúmulo celular comprime as estruturas alveolares e endoteliais 

levando-as ao colapso, contribuindo para a necrose tecidual (ORME, 2011; TORRADO 

et al., 2010; MARZO et al., 2014). A capacidade de redução do influxo de neutrófilos 

apresentada pelos derivados de tioureia correlaciona com a diminuição da severidade 

da TB no modelo murino. O influxo celular especialmente de neutrófilos tem sido 

abordado por diversos autores por ter papel fundamental no processo de necrose, 

sendo uma das primeiras células a adentrar nas lesões inflamatórias e permissíveis a 

infecção por Mtb que induz novos ciclos de replicação bacteriana favorecendo sua 

disseminação (AMARAL et al., 2014). Além disso, os neutrófilos secretam produtos 

microbicidas e citotóxicos durante sua morte celular que possui maior efeito prejudicial 

a integridade da vasculatura local e do tecido circundante. Os debris celulares 

neutrofílico contribuem coalescendo para formar a necrose central característica do 
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granuloma caseoso (OBRÉGON-HENAO et al., 2013; ALEMIDA et al., 2017;  

MOREIRA-TEIXEIRA et al., 2020).  Na TB humana, a população neutrofílica é 

predominante encontrada nas vias aéreas e marcadores associados a neutrófilos 

predominam em análise transcricional do sangue de pacientes com TB (DE MELO et 

al., 2019). 

Comparado ao tratamento com a rifampicina, os derivados de tioureia 28 e 29 

apresentaram além de boa tolerabilidade, maior efeito terapêutico em termos de 

patologia pulmonar, tendo em vista que o tratamento com a rifampicina apresentou 

menor capacidade em diminuir o influxo de células inflamatórias e inflamação no 

pulmão condizente com o fato de não exibir redução significativa da área de pneumonia 

ou de áreas necróticas. Estes resultados sustentam a importância da abordagem de 

tratamento adjuvante, anti-inflamatória e antimicobacteriana, incentivada pela OMS nos 

casos de TB severa associada com a resposta inflamatória exacerbada (RACHOW et 

al., 2019; YOUNG et al., 2020; KRUG et al., 2021). 
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Figura 25 - Análise fenotípica do infiltrado celular pulmonar dos animais infectados pela cepa de 
Mtb hipervirulenta M299 sobre efeito do tratamento com os derivados de tioureias 28 e 29 ou 
rifampicina.  O lóbulo inferior esquerdo e os lóbulos superior, médio e inferior direito dos pulmões dos 
camundongos infectados de cada grupo foram utilizados para obtenção de células. As células 
pulmonares de cada animal foram tratadas com uma combinação de anticorpos (anti-CD11b-PE, Ly6G-
FITC, CD11c-PercP-Cy5.5, Ly6C-APC). Posteriormente ao tratamento, as células foram fixadas e 
analisadas em citômetro de fluxo para identificação das subpopulações de células (A) mieloides, (B) 
neutrófilos, (C) macrófagos e monócitos inflamatórios, (D) células dendríticas e (E) dendríticas derivadas 
de monócitos. p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*), comparando cada grupo tratado com o grupo 
apenas infectado com a cepa Mtb de M299. p< 0,001 (# # #), p< 0,01 (# # ) e p< 0,05 (#), comparando cada 
grupo tratado com o grupo tratado com o fármaco rifampicina. 
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5.10.3. Análise do perfil de mediadores inflamatórios produzidos ex vivo pelas 

células dos pulmões dos camundongos infectados tratados com os derivados de 

tioureias 28 e 29 

 

Tendo em vista que os perfis de mediadores inflamatórios produzidos pelas 

células pulmonares dos animais infectados são decorrentes dos diferentes níveis de 

ativação celular para cada subpopulação no foco inflamatório granulomatoso (WILSON 

et al., 2019), verificamos nos sobrenadantes da cultura ex vivo das células pulmonares 

a produção das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-10 por ELISA tipo sanduíche e de óxido 

nítrico (NO) através do método de Griess (Figura 26). 

As células obtidas dos pulmões dos animais infectados secretaram elevados 

níveis dos mediadores pró-inflamatórios NO, TNF-α e IL-1β (Figura 26A-C) e menor 

produção da citocina anti-inflamatória IL-10 (Figura 26D) comparado aos demais 

mediadores, o que condiz com o desenvolvimento de extensa área de pneumonia com 

presença de elevado número de células inflamatórias no pulmão (Figura 23). Em 45 

dias pós-infecção foi observada uma tendência a regulação negativa da produção de 

TNF-α e NO pelas células isoladas dos animais infectados (p>0,05), e diminuição 

significativa da produção de IL-1β (p< 0,01), o que coincidiu com diminuição da 

produção da citocina anti-inflamatória IL-10 (p< 0,001), relativo a transição da doença 

para a fase crônica inicial, caracterizada pelo controle da infecção e inflamação 

(ALEMIDA et al., 2017). É bem descrito que a interação entre a rede de citocinas inatas 

tem papel central no desfecho clínico da infecção da TB (MOREIRA-TEIXEIRA et al., 

2020),   

Em pacientes com TB grave, níveis elevados de citocinas inflamatórias foram 

observados e associados a inflamação e dano pulmonar. Níveis aumentados de 

citocinas pró-inflamatórios do soro de pacientes, como IFNγ, TNF-α, IL-17, IL-1β e 

MCP-1. Os níveis de TNF-α, IL-6 e IL-1β estão correlacionados com a gravidade da 

doença (BONI et al., 2022), sustentando a importância da investigação de novos 

candidatos ao tratamento adjuvante da TB severa quanto a capacidade de modulação 

de citocinas estratégicas. O tratamento com os derivados de tioureias 28 e 29 

reduziram significativamente a produção dos mediadores pró-inflamatórios (NO, TNF-α 

e IL-1β) avaliados, em ambos os períodos de tratamento (Figura 26A-C). O potencial 

inibitório da produção dos mediadores pró-inflamatórios apresentado pelo derivado 29 

destacou-se comparado ao observado para o derivado 28 e diferiu significativamente 

no período de 15 dias de tratamento, especialmente em relação à produção de IL-1β, 
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alcançando a redução de 75-80% do nível desta citocina em 30 dias de tratamento 

comparado aos animais infectados (Figura 26C). Ressalta-se que o tratamento com o 

derivado 29 aumentou significativamente os níveis de produção da citocina anti-

inflamatória IL-10 em relação aos animais infectados (de 25-30%), demonstrando a 

capacidade de equilibrar a reposta imune induzida nos pulmões dos animais por Mtb, 

entre elementos pró e anti-inflamatórios, a fim de conter a resposta inflamatória 

inadequada.  

A presença da capacidade inibitória apresentada por ambos os derivados de 

tioureia no modelo de macrófagos estimulados in vitro (Figura 17 e Tabela 3) frente 

aos mediadores pró-inflamatórios avaliados foi sustentada também no modelo murino 

de TB severa, indicando a importância do screening inicial em ambos os contextos, 

anti-TB e anti-inflamatório, para seleção de substâncias candidatas ao tratamento 

adjuvante da TB severa e as possíveis vantagens de ação dual para uma mesma 

substância na redução do período de tratamento, no número de fármacos 

administrados e simplificação da terapia.  

O tratamento com rifampicina apresentou baixo potencial em reduzir a produção 

das citocinas TNF-α e IL-1β pelas células isoladas dos pulmões dos animais tratados, 

enquanto os níveis de NO e IL-10 não diferiram significativamente do induzido pela 

infecção por Mtb nas células isoladas dos animais somente infectados. Estes dados 

corroboram com o fato de que apenas o tratamento com antibiótico em casos severos 

de TB com resposta hiperinflamatória não previne ou diminuiu o influxo celular para o 

pulmão, não sendo capaz de modular a produção de citocinas pelas células recrutadas, 

culminando no desenvolvimento de extensa patologia necrótica que requer nestes 

casos intervenção focada na resposta imune do indivíduo. 

Os níveis diminuídos de produção dos mediadores pró-inflamatórios (NO, TNF-α 

e IL-1β) foram associados à redução do acúmulo de células mieloides nos pulmões dos 

animais infectados e do desenvolvimento de patologia necrótica associada à infecção 

por cepas de Mtb hipervirulentas M299. A capacidade de modular a produção da 

citocina pró-inflamatória IL-10 pode sugerir uma modulação da produção local de 

citocinas pelas células do pulmão. O potencial de modulação da produção de 

mediadores inflamatórios pelos derivados de tioureia é fundamental para o efeito 

terapêutico observado considerando que o estudo de Almeida e colaboradores (2017) 

descreveu que o desenvolvimento da necrose coincide com o pico de infiltração de 

células inflamatórias e com a produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. 
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Figura 26 – Análise da produção de citocinas e de óxido nítrico pelas células pulmonares dos 
animais infectados com a cepa de Mtb hipervirulenta M299 e tratados com a tioureia 28 e 29 e 
rifampicina.  Os gráficos representam os resultados obtidos para as citocinas: NO (A), TNF-α (B), IL-1β 
(C) e IL-10(D). Os resultados foram obtidos em dois experimentos independentes  e foram apresentados 
como média ± desvio padrão (n=4). p< 0,01 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*)  comparando cada grupo com 
o grupo apenas infectado com a cepa Mtb M299. p< 0,001 (# # #), p< 0,01 (# #) e p< 0,05 (#), comparando 
cada grupo tratado com o grupo apenas com o grupo tratado com o fármaco rifampicina. 

 
Vale ressaltar que o modelo murino de camundongos C57Bl/6 é relativamente 

resistente a infecção por Mtb e que após 3 a 4 semanas de infecção, o sistema imune é 

capaz de controlar a progressão da doença na maioria dos animais o que correlaciona 

com a regulação negativa da inflamação pulmonar na fase crônica (RIBEIRO et al., 

2014). O efeito de substâncias com atividade dual assim como de fármacos anti-

inflamatórios, incluindo ibuprofeno estudados para complementação adjuvante do 

tratamento para TB durante a fase crônica da doença com baixo nível de inflamação 

deve ser melhor estudado, a fim de analisar o grau de severidade da doença e 

principalmente o período de intervenção de modo que a mesma não afete a resposta 

anti-TB destinada à eliminação do agente patogênico (LECHARTIER et al., 2014). 

No âmbito da classe das tioureias, esta é a primeira descrição de atividade dual, 

antimicobacterina e anti-inflamatória em modelo murino de TB grave, destacando o 

potencial dos derivados 28 e 29 como substâncias promissoras para estudos 
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prospectivos que visam a geração de novos fármacos anti-TB para o tratamento 

adjuvante dos casos graves da TB associada a inflamação exacerbada.  
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7. CONCLUSÕES 
 

 Quarenta e seis derivados de tioureias foram sintetizados e dentre eles, quinze (3, 

10, 28, 31, 32, 34-37, 39, 40 e 43-46) possuem estrutura química inédita; 

 

 Dezenove derivados de tioureia (7, 10, 14-16, 18, 23, 25, 28-32, 35, 37, 38, 41, 42 e 

45) foram ativos contra a cepa Mtb H37Rv, atuando seletivamente contra o bacilo, 

destacando-se  os derivados 16, 28 e 29; 

 

 Treze derivados da tioureia (4, 5, 10, 11, 15, 16, 19, 20, 22, 24, 27, 28 e 29) foram 

capazes de inibir a produção de NO, com destaque para os 

derivados 10, 11, 22, 27 e 29, in vitro; 

 
 O estudo de SAR mostrou que diferentes parâmetros na estrutura química das 

tioureias influenciaram na presença ou ausência de atividade contra Mtb H37Rv. 

Os estudos farmacocinéticos mostraram menores riscos toxicológicos para os 

derivados de tioureia 10, 15, 16, 28 e 29 em comparação a rifampicina; 

 
 Os cinco promissores derivados de tioureia (10, 15, 16, 28 e 29) foram capazes de 

inibir a produção de TNF-α e IL-1β in vitro, destacando-se 28 para IL-1β, e a 29 

para TNF-α; 

 

 Os derivados 10, 15, 16, 28 e 29 apresentaram de baixo a moderada capacidade de 

sequestro do radical NO, contudo o mecanismo de inibição da produção de NO em 

macrófagos foi substancialmente justificado pela inibição da expressão enzimática 

da iNOS; 

 
 Os derivados de tioureia 10, 15, 16, 28 e 29 foram capazes de suprimir o 

crescimento intracelular bacteriano em macrófagos infectados por Mtb H37Rv e de 

agregados bacterianos extracelulares de Mtb hipervirulenta; 

 
 Os derivados de tioureia 16, 28 e 29 apresentaram efeito dual, antimicobacteriano e 

anti-inflamatório,alta seletividade contra Mtb, interessantes propriedades físico-

químicas que podem estar relacionadas à atividade antimicobacteriana e um bom 

perfil farmacocinético in silico; 
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 Sete derivados de tioureia (2, 3, 10, 35, 36, 40 e 43) foram potentes contra cepa M. 

kansasii de referência 12478, sendo os derivados 2, 10 e 17 mais ativos contra 

cepas M. kansasii de elevada virulência; 

 
 Em camundongos, o tratamento com os derivados de tioureia 28 e 29 inibiram o 

crescimento bacteriano nos pulmões e reduziu em número e tamanho as lesões 

inflamatórias e a área de pneumonia tuberculosa; 

 
 A diminuição da patologia no pulmão foi relacionada à capacidade dos derivados de 

tioureia 28 e 29 em diminuir o influxo de células inflamatórias no pulmão, 

principalmente neutrófilos, propiciando a redução da necrose nestas áreas e por 

conseguinte também reduziu a produção de citocinas pró-inflamatórias e aumentar 

a produção da citocina anti-inflamatória IL-10 pelas células dos pulmões; 

 
 

 Os dados obtidos neste trabalho demonstraram pela primeira vez para a classe das 

tioureias, que os derivados de tioureia 28 e em especial o derivado 29  exibem ação 

anti-inflamatória e antimicobacteriana, apresentando melhor efeito terapêutico do 

que o tratamento com rifampicina no modelo de TB pulmonar severa induzido por 

cepa hipervirulenta e são promissores para estudos prospectivos que visam à 

geração de novos fármacos anti-TB para o tratamento dos casos graves da TB 

associados com a inflamação exacerbada. 
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Anexo 2: 
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Anexo 3: 

 

1. 1H E 13C NMR ESPECTROS PARA OS COMPOSTOS 3, 7-10, 13-16, 22, 23, 30-46. 
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FIGURE 1.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 03. 
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(B) 

FIGURE 2.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 07. 
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FIGURE 3.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 08. 
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(B) 

FIGURE 4.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 09. 
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(B) 

FIGURE 5.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 10. 
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(B) 

FIGURE 6.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 13. 
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(B) 

FIGURE 7.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 14. 
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(B) 

FIGURE 8.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 15. 
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FIGURE 9.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 16. 
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FIGURE 10.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 22. 
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FIGURE 11.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 23. 
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FIGURE 12.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 25. 
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FIGURE 13.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 26. 
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FIGURE 14.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 27. 
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FIGURE 15.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 28. 
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FIGURE 16.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 29. 
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FIGURE 17.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 30. 
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FIGURE 18.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 31. 
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FIGURE 19.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 32. 
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FIGURE 20.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 33. 
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FIGURE 21.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 34. 
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FIGURE 22.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 35. 
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FIGURE 23.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 36. 
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FIGURE 24.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 37. 

 
(A) 

 

TIOUREIA 37 

 

TIOUREIA 38 

 



160 
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FIGURE 25.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 38. 
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FIGURE 26.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 39. 
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FIGURE 27.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 40. 
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FIGURE 28.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 41. 
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(B) 

FIGURE 29.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 42. 
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FIGURE 30.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 43. 
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(B) 

FIGURE 31.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 44. 
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(B) 

FIGURE 32.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 45. 
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(B) 

FIGURE 33.1H-NMR ESPECTRO (A) E 
13C-NMR ESPECTRO (B) DE TIOUREIA 46. 
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