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RESUMO

A tuberculose (TB) constitui um grave problema de saude publica mundial,
sendo considerada uma emergéncia global pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS). Segundo a OMS, estimou em 2014, 9,6 milhdes de pessoas
desenvolveram a TB com 1,5 milhdes de mortes e 20,5% de casos de TB
previamente tratados com Tuberculose Multidroga Resistente. O periodo de
tratamento prolongado, atualmente, utilizado para a doenga, somado a outros
fatores tem resultado em cepas drogas resistentes. Uma busca constante por
novas drogas que atuem potencialmente contra cepas multi/extensivamente
droga resistente de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) € necessaria para os
programas de controle dessa grande endemia. O objetivo do estudo € avaliar o
potencial antimicobacteriano desses novos derivados sintético, semissintético e
animal, frente a cepa de referéncia Hs7Rv (ATCC 27294). Os testes de
atividade antimicrobiana dos derivados foram realizados através de
determinacao da Concentragcdo Minima Inibitéria. Os ensaios revelaram que o
grupo de compostos animal obtiveram uma moderada atividade
antimicobacteriana; os compostos semissintéticos demonstraram uma boa
atividade variando entre >256 a 32ug/mL; e os compostos sintéticos, sendo os
mais promissores, foram os que apresentaram melhor atividade, com
concentragdo variando entre 256 a <8ug/mL, ambos frente ao Mitb. Os

candidatos a novos compostos conseguiram obter resultados positivos,
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mostrando viabilidade de continuagao dos testes de sinergismo entre drogas e

citotoxicidade.
Palavras-chave: Micobactéria. Tuberculose. Antituberculose. Multidroga.
ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a serious global public health problem, and is considered a
global emergency by the World Health Organization (WHO). According to the
World Health Organization estimated in 2014, 9.6 million people developed the
TB with 1.5 million deaths and 20.5% of TB cases previously treated with
Multidrug Resistant. The period of prolonged treatment currently used for the
disease, added to other factors has resulted in drug resistant strains. A constant
search for new drugs that act against potentially multi/extensively drug resistant
strains of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is required for the programs that
control large endemic disease. The objective of this study is to evaluate the
potential of these new synthetic derivatives antimicobacteriano, semi-synthetic
and animal against reference strain H37Rv (ATCC 27294). The tests of
antimicrobial activity of the derivatives were carried out through determination of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The tests revealed that the animal
compounds Group obtained a moderate antimicobacteriana activity;
semisynthetic compounds have shown a good activity ranging from >256 to
32ug/mL; and synthetic compounds being the most promising, were the ones
who presented best activity, with concentrations ranging from 256 to <8ug/mL,
both front Mtb. Applicants for new compounds were able to achieve positive
results, showing feasibility of continuation of the synergism between drug

testing and cytotoxicity.

Keywords: Mycobacteria. Tuberculosis. Antituberculosis. Multidroga.
1 INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) € uma doenga infectocontagiosa de etiologia bacteriana,
causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), conhecido como, o bacilo de
Kdéch (BK), onde o sitio principal de desenvolvimento € o pulméao, porém pode

afetar outras partes do corpo de um ser vivo destinada a cumprir uma funcao



vital. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considera a TB um problema
extremamente sério de saude publica no mundo, sendo a maior causa de
morte por doenga infecciosa em adultos. Em 2014, foi estimado que 9,6
milhdes de pessoas desenvolveram tuberculose no mundo. Desses, um milhao
e quinhentos mil (1,5 milhdo) pacientes foram a o6bito, e estimados 480.000
novos casos de multidrogas resistentes (MDR-TB), com aproximadamente

190.000 mortes por resisténcia no mesmo ano (OMS, 2015).

A resisténcia aos medicamentos, esta ligado, na maioria das vezes, ao ato de
tomar a droga para o tratamento. A monorresisténcia é caracterizada a
resisténcia a um farmaco antituberculose, polirresisténcia — resisténcia a dois
ou mais farmacos antituberculose, exceto a associacéo de rifampicina (R) e
isoniazida (H), multirresisténcia (MDR) é a resisténcia a pelo menos R e H
juntas, resisténcia extensiva (XDR) — resisténcia a R e H, juntos, e a uma
fluoroquinolona e um medicamento injetavel de segunda linha (BRASIL, 2015)
e extremely drug resistant (XXDR), ainda sem definicdo no Brasil, mas, de

traducao literal, extremamente resistente as drogas (FARNIA, 2010).

No Brasil, a TB € uma das principais causas de morbimortalidade, ocupando o
16° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos no
mundo. O pais notificou 68.467 novos casos de TB em 2014, sendo que mais
de 80% apresentaram a forma clinica pulmonar e, destes, 65,2% eram
baciliferos. O estado de Pernambuco registrou em 2013, 4.255 casos (taxa de
incidéncia = 45,9), sendo o 4° estado do Brasil com maior taxa de incidéncia
(BRASIL, 2014; OMS, 2013; SVS, 2013).

A TB pode apresentar dois estagios, a forma ativa da doenga, onde a pessoa
esta contaminada e transmitindo a doenca. Nesta forma o paciente libera no ar
até trés mil (3.000) particulas infectantes, quando fala, tosse ou espirra
(MENDOZA-TICONA, 2012). O outro estagio, a infeccéo latente, caracteriza-se
por auséncia de sinais clinicos. A relacdo da TB latente esta cada vez mais
frequente, devido ao grande numero de infecgdo por HIV, no qual o paciente

torna-se imunodeprimido e a doenga se manifesta (SIQUEIRA, 2012).

A imunizagdo com a vacina BCG é o primeiro contato contra a TB nas formas

miliar e meningea. O tratamento para novos casos, ou caso de recidiva da



tuberculose sensivel, deve seguir 0 esquema basico preconizado para adultos
e adolescentes maiores de 10 anos de idade (BRASIL, 2006).

O esquema primario preconizado consiste na ingestdo de 150mg de
Rifampicina (R), 75mg de Isoniazida (H), 400mg de Pirazinamida (Z) e 275mg
de Etambutol (E), sendo administrada em dois (02) comprimidos para pacientes
com 20 a 35 Kg; trés (03) comprimidos 36 a 50 Kg; e quatro (04) comprimidos
para pacientes com mais de 50 Kg, isso durante os dois primeiros meses. Os
ultimos quatro meses — fase de manutencgao, consiste na administracido de uma
(01) céapsula de Rifampicina de 300mg com 200mg de Isoniazida para
pacientes com peso entre 20 a 35 Kg; para a faixa de 36 a 50 Kg a ingestdo de
duas (02) capsulas, uma contendo 300mg de Rifampicina e 200mg de
Isoniazida e outra contendo 150mg de Rifampicina e 100mg de Isoniazida; e
para pacientes acima de 50Kg sao ingeridas duas (02) capsulas de Rifampicina
300mg e 200mg de Isoniazida (BRASIL, 2011).

O diagnéstico precoce e o tratamento adequado sdo essenciais para a eficacia
dos programas publicos de controle da TB, os quais buscam curar os doentes e
evitar a transmissao da doenca. O tratamento inadequado ou a ndo aderéncia
pelo paciente, quer seja por abandono ou efeitos adversos da medicagéo sao
importantes fatores de risco para o desenvolvimento da resisténcia na
tuberculose. O tempo durante o qual a cadeia de transmissibilidade € mantida
tem sido apontado como um dos principais fatores de perpetuacdo da doenca
(HUF; KRITSKI; 2012).

Os principais fatores atribuidos ao desafio global da tuberculose incluem a
incidéncia de cepas de M. tuberculosis (Mtb) resistentes para as mais eficazes
drogas anti-TB de primeira e segunda linhas. A imunossupressao, devido a
infeccado pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), tem contribuido com o
aumento da incidéncia da TB no mundo. O crescimento populacional de co-
infectados TB-HIV (cerca de um milhdo e cem mil dos que desenvolveram TB
em 2013, eram HIV-positivos (13%)), e individuos
imunocomprometidos/imunossuprimidos, tal como a diabetes. A co-infecgao
TB-HIV estd comumente ligada ao desenvolvimento da multirresisténcia
(BARBOSA & LEVINO, 2013; AHMAD & MOKADDAS, 2014).



A TB-MDR é uma forma da doenga que nao responde as duas drogas do
tratamento (Rifampcina e Isoniazida), em simultaneo, os dois mais poderosos
farmacos de primeira linha das drogas antituberculose. O tratamento dos
doentes acometidos com tuberculose resistente (Multidroga Resistente - MDR
e Extremamente Resistente - XDR) é prolongado e dispendioso. E a
expectativa de cura € menor que nos esquemas convencionais (SANTHOSHA,
2007).

Casos de TB-MDR e de TB-XDR podem resultar tanto de infecgdes primarias
com cepas drogas resistentes ou de tratamento inadequado, produzindo taxas
de mortalidade muito elevadas. Além disso, a ocorréncia de interagbes droga-
droga, exclui a co-administracdo de algumas drogas antituberculose com
outras medicagdes usadas em doengas crénicas, tal como a AIDS (SHEHZAD
et al., 2013). Portanto, € necessario e importante a busca de novas e eficientes
drogas antituberculose, para ser administradas como estratégia de controle
nessa grande endemia (WHO, 2014).

Novas drogas candidatas devem encurtar o tratamento padrdo da tuberculose
e serem suficientemente eficazes contra o TB-MDR. Embora varios compostos
estejam atualmente em fases avangadas de ensaio clinico, durante os ultimos
40 anos, nenhum composto foi introduzido no mercado para tratamento da
tuberculose. Contudo, nos ultimos anos, pesquisas cientificas no
desenvolvimento de novas drogas anti-TB tém sido enfaticamente produzidas.
Atualmente, alguns compostos estdo em fase de desenvolvimento clinico,
enquanto outros estdo em fase de investigagao pré-clinica, na tentativa da
descoberta de novas moléculas para serem usadas no tratamento da doenca
(SHEHZAD et al., 2013).

No estudo de novas drogas antituberculose, o principal objetivo é obter
moléculas que apresentem melhores propriedades fisico-quimicas e
consequentemente aumentem a eficacia e seguranga do protétipo e sejam
capazes de diminuir o tempo de tratamento, causar menos toxicidade aos

pacientes e limitar o surgimento de resisténcia (COLE, 2002).

Diante disso, foram analisados os compostos prototipos derivados de animal

(veneno de cobra — Crotalus durissus cascavella e Bothrops erythromelas),



semissintéticos (derivados cumarinicos) e sintéticos (derivados tiofénicos), cujo
estudos prévios mostraram uma boa atividade antimicrobiana (Toyama et al.
2005; Missio e col. 2009; Kery et al. 2015). Além de implantar uma nova técnica
de ensaio antimicobacteriano, mais rapido e confiavel, conforme Palomino e
col. (2002) e Gama et al. (2010). Este trabalho busca encontrar um composto

prototipo como alternativa terapéutica no combate da Tuberculose.
2 METODOLOGIA
2.1 Local e periodo do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Imunoepidemiologia, no Departamento
de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqAM) -
Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no periodo de julho de 2015 a abril de
2016.

2.2 Compostos teste

Foram utilizadas cinquenta e seis (56) substancias no ensaio de atividade
antimicobacteriana in vitro, sendo dividido em trés grupos de compostos:
animal (7 compostos), semissintético (21 compostos) e sintético (28

compostos).

O composto animal foi obtido dos venenos de serpentes Crotalus durissus
cascavella (cascavel-de-quatro-ventas) e Bothrops erythromelas (jararaca-da-
seca), em parceria com a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e
Universidade Federal de Pernambuco — Centro Académico de Vitoria (UFPE-
CAV).

Os derivados cumarinicos, semissintéticos, sdo compostos fendlicos formados,
estruturalmente, por um anel de benzeno fusionado a um anel a-pirona
(BORGES et al. 2005), foram obtidos através de procedimentos padrbes de O-
alquilados, O-acetilagdo e Nitracdo (ARAUJO et al. 2013) conseguidos em

parceria com a Universidade Estadual da Paraiba (EUPB).

E a classe de substancias sintéticas — tiofénicos, no qual trata-se de uma
molécula soluvel em agua, aroma imitante ao benzeno e incolor, de forma

pentagonal, no qual, seu heterociclo, contém uma molécula de enxofre e dupla



ligacdo nas posi¢cdes 2 e 4 formando o anel aromatico (OLIVEIRA, 2010).
Esses compostos foram recebidos em parceria com a Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

2.3 Determinagao da concentracgéo inibitéria minima (CIM) em meio liquido

O ensaio de atividade antimicobacteriana de concentracéo inibitéria minima foi
realizado com algumas alteragbes, conforme descrito por Gama et al. (2010) e
Palomino e col. (2002).

A atividade antimicobacteriana contra o bacilo foi determinada através da
menor concentragdo do agente capaz de inibir o crescimento bacteriano. Este
teste foi realizado através da técnica de ensaio em microplaca, na qual foi
utilizada a resazurina, oxirredutor, como indicador de crescimento bacteriano.
Realizou-se o preparo da solucdo mae dos compostos, no qual foi dissolvido
em Dimetilsuféxido (DMSO), ficando com a concentragéo de 1024ug/mL, que,
posteriormente, foram diluidas para uma concentracdo menor, a solugcao de
trabalho O meio de cultivo liquido Middlebrook 7H9 Broth Base (Sigma-
Aldrich®) foi preparado conforme protocolo contido no rétulo do produto e
enriquecida com caldo Middlebrook OADC (BD BBL™). A cepa de referéncia
Hs7Rv (ATCC 27294) foi posta em meio liquido por 7 dias a 37° C, onde
favorece o crescimento bacteriano, tornando mais rapido, no qual foi removido
uma aliquota para preparo do indculo, contendo a concentracdo de 3 x 10°

bactérias/mL, equivalente a escala n° 1 de McFarland.

O ensaio em microplaca de 96 pogos em “U” continha agua ultrapura na
primeira e ultima linhas e primeira e ultima colunas, para conservar o ambiente
estéril do experimento assim que for posta em incubacdo e ndo ocorra
evaporacao do conteudo. Os pocgos de teste foram preenchidos com 100uL de
meio liquido. A partir da solugdo de trabalho, foi removido uma aliquota de
100pL e diluida em série na microplaca, desprezando 100uL do ultimo poco
para que ao término 0s pogos permanegam com o mesmo volume inicial. As
concentragbes dos compostos testes variaram de 256 a 8ug/mL, conforme
patente publicada por Missio (2009), com 1% de DMSO no primeiro pogo. O
Ethambutol (EMB) foi utilizado como droga de referéncia. Com a padronizagéo

bacteriana, foi adicionado 100uL do indéculo nos pocos testes. Porém, nao



ultrapassando o volume final do meio liquido mais composto teste e inoculo
bacteriano, totalizando 200uL. Mantendo na estufa por 7 a 10 dias, a 37° C,
verificando-se a turbidez. Apds esse periodo, foi adicionado 30uL de resazurina
a 0,01% como indicador de crescimento. A rezasurina € um corante azul, o
préoprio fracamente fluorescente até que seja irreversivelmente reduzido para o
colorido e altamente vermelho fluorescente rosa resorufina. Posteiormente a
adicdo da rezasurina as microplacas foram postas em estufa novamente, onde
permaneceram por 24 horas a 37° C. A leitura é visual, verificando onde houve
a mudancga de coloracdo para rosa resorufina, o que indica que houve uma

reducao da oxidacao.



FIGURA 1 - Fluxograma da metodologia resumida adotada no
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3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1 Implantagéo de técnica de sensibilidade em meio liquido

A técnica realizada, anteriormente, pelo laboratério para sensibilidade as
drogas pelo M. Tuberculosis, eram ensaios em meio sdélidos do tipo
Léwenstein-densen (LJ) contendo a droga. E os resultados eram obtidos entre
28 a 42 dias. Além disso, essa analise € padronizada para drogas anti-TB de
primeira linha, no qual suportam a alta temperatura necessaria para coagular o
meio LJ. Sendo assim, ha necessidade de uma nova técnica que proporcione
uma maior confiabilidade e repetibilidade do experimento e que nao interfira na
atividade da molécula a ser testada, como também, possa obter um resultado
mais rapido (BRASIL, 2008).

O meio de cultura liquido, Middlebrook 7H9, é o mais indicado, pois, é bastante
enriquecido que os do tipo solido. Podendo obter os resultados em até 10 dias
nao interferindo nas conformacdes quimicas das moléculas candidatas a novos
farmacos (INDIA, 2009).

3.2 Atividade dos compostos

Os compostos derivados do veneno de serpentes mostraram uma atividade
antimicobacteriana. Porém, os valores obtidos foram muito altos para inibir o

crescimento bacteriano.

No entanto, nenhum trabalho com Bothrops erythromelas (jararaca-da-seca)
relacionado a atividade antibacteriana tinha sido registrado até o momento da
conclusao deste trabalho. Contudo, um outro trabalho publicado por Toyama et
al. (2005) mostrou que uma proteina purificada da Crotalus durissus cascavella
(cascavel-de-quatro-ventas) obteve uma concentracédo inibitéria minima de
2,39ug/mL contra a Leishmania amazonensis e também conseguiu inibir o
crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas (Staphylococcus

mutans e Xanthomonas axonopodis. pv. passiflorae).

Os derivados cumarinicos semissintéticos mostraram-se promissores. Esse
composto possui um amplo potencial biolégico, onde suas agdes

farmacolégicas mostraram-se eficazes no combate da TB.
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Estudos apontam que essas lactonas, as cumarinas, tém uma boa agao
antibacteriana, conforme Thati (2007). Assim como modificagdes estruturais na
molécula, aumenta ainda mais sua eficiéncia na agado bactericida,
principalmente contra o complexo Mycobacterium tuberculosis (KERI, 2015). E
em outros estudos apontam acdes antifugica (ARAUJO et al., 2013),
antibacteriana (HAMDI et al., 2012), anti-inflamatéria (ONUMA et al., 2011)

entre outras.

A classe de compostos que apresentou melhores resultados foi o grupo
Tiofénicos. Os derivados mostram-se eficaz ao inibir o crescimento da bactéria
in vitro frente a cepa padrao da colec¢ao de cultura tipo américa (ATCC). Estes
resultados apresentados corroboram com a patente publicada por Missio e
colaboradores (2009), em que uma série de derivados tiofénicos foram
testados e apresentaram resultados satisfatérios frente a uma proteina
Quinase Serina/Treonina, onde essa fosforilagdo reversivel de proteinas em
residuos de serina e treonina, catalisada por quinases e fosfatases
desempenha papel chave na regulagdo do crescimento e na diferenciagéo

celular da Micobactéria tuberculosis.

A tabela 1 representa os resultados da concentragao inibitéria minima dos
compostos de origem animal, semissintético e sintético frente ao
Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv. E o quadro 1 representa a estrutura
molecular dos compostos mais ativos frente ao Mycobacterium tuberculosis
H37RV.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os compostos de origem semissintética foram um dos mais promissores,
mostrando uma boa atividade antimicobacteriana. J&4 os compostos sintéticos

foram os que obtiveram os melhores resultados.

Em ambos compostos, a perspectiva € a continuagao do estudo através dos
testes de grau de hemdlise, sinergismo entre drogas, citotoxicidade,
determinagdo do mecanismo de acédo e ensaios frente a cepas multidroga
resistente, devem ser realizados de forma a garantir a eficacia e seguranca

desses novos protoétipos de farmacos antituberculose.
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Em vista dos resultados apresentados, entendemos que o composto de origem
animal, apesar de ter sido realizado o teste apenas com cinco compostos, os
mesmos tiveram acgao bactericida. Porém, o processo de obtencdao do
composto, deixou claro que biotecnologicamente torna-se inviavel, mostrando-

se inviavel para continuagao dos testes.
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TABELA 1 - Concentragao Inibitéria Minima dos compostos animal,

semissintéticos e sintéticos frente ao Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

COMPOSTO CIM (pg/mL)
Veneno de Serpente
Croatalus durissus cascavella - Pool1 >512
Bothrops erythromelas - Pool 1 128
Bothrops erythromelas - Pool 2 128
Bothrops erythromelas - Pool 3 128
Bothrops erythromelas - Pool 4 128
Cumarinas

CUM-01 >256
CUM-02 >256

CUM-03 128

CUM-04 256

CUM-05 128

*CUM-06 64

CUM-07 128

CUM-08 256

CUM-09 128

CUM-10 128

UMB-01 128

UMB-02 256

*UMB-04 32

UMB-06 128

UMB-07 256

UMB-08 256

UMB-10 256

UMB-12 256
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Tabela 1 — Concentragao Inibitéria Minima dos compostos sintéticos,

semissintéticos e animal frente ao Mycobacterium tuberculosis H;7Rv.

(Continuagao)

COMPOSTO CIM (pg/mL)

*UNO,-01 64
UNO2-02 128
UNO,-03 >256
6CN-10 >256

Tiofénicos

TN5-01 >256
TN5-02 >256
TN5-03 >256
TN5-04 >256
TN5-05 >256
TN5-06 >256
TN5-07 >256
TN6-01 >256
TN6-02 >256
TN6-03 >256
TN6-04 >256
TN6-05 >256
TN6-06 >256
TN6-07 >256
*TN7-01 16
TN7-02 >256
TN7-03 >256
TN7-04 >256
TN7-05 >256
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Tabela 1 — Concentragao Inibitéria Minima dos compostos sintéticos,

semissintéticos e animal frente ao Mycobacterium tuberculosis H;7Rv.

(Continuagao)

COMPOSTO CIM (pg/mL)
TN7-06 >256
TN7-07 >256
*TN8-01 <8
*TN8-02 16
TN8-03 >256
TN8-04 >256
TN8-05 >256
TN8-06 >256
TN8-07 >256

Droga de referéncia
Ethambutol (EMB) 1

* Compostos que apresentaram os melhores resultados.
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FIGURA 2 - Estrutura molecular dos compostos mais ativos frente ao

Mycobacterium tuberculosis H;7Rv.
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ANEXO - ATA DE DEFESA DE TRABALHO DE CURSO -TCC

ATA DE DEFESA DE TRABALHO DE CURSO - TCC

Ao 10° dia do més de maio, as 19:30h, no Auditério | da Faculdade Integrada de Pernambuco -
FACIPE, campus Saude, o aluno Yuri José de Albuquerque Silva, defendeu, perante Banca
Examinadora, o Trabalho de Curso intitulado Avaliagdo da atividade antimicobacteriana de
prtétipos de origem animal, semissintética e sintética promissores para o tratamento da
tuberculose, para obtencdo do grau de Bacharel em Biomedicina. A avaliagdo pela Banca
Examinadora, formada pelos Professores: Salvana Priscylla Manso Costa, Leonardo de Aquino
Linhares e Mariana Aragao Matos Donato para o aluno foi 9,5 , sendo assim, considerado o
aluno &FA&ML pela Banca Examinadora. A nota do aluno foi condicionada a entrega do
trabalho, com as devidas alteragdes até a data de _JO) de YWhauo de 201& :

até as H: h.

Assinatura do (a) Professor (a) 1° Examinador (a) / Presidente: G {\samne ('/}(/J&‘

Assinatura do (a) Professor (a) 2° Examinador (a): ,%w nods de Aprins {é“ml@u 2

Assinatura do (a) Professor (a) 3° Examinador (a): Moo, A M feua s

Obs.: O trabalho definitivo, com as devidas alteragées sugeridas pela Banca Examinadora, devera ser
entregue duas copias da versao corrigida do Trabalho de Conclusdo de Curso, em formato de PDF e
com as devidas assinaturas, em um CD identificado na biblioteca da unidade de Saude — Caxanga e
outro CD identificado na coordenagéo do curso.
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