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RESUMO

A tuberculose (TB), causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis continua sendo a doenga
infecciosa com maior letalidade global, com 10,8 milhdes de novos casos diagnosticados
mundialmente em 2023. A crescente emergéncia de cepas resistentes e multirresistentes aos
micobacterianos convencionais tem imposto desafios significativos ao tratamento,
intensificando a necessidade de pesquisa e triagem de novos farmacos com mecanismos de agao
inovadores. O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a atividade
antimicobacteriana in vitro de uma série de compostos sintéticos contra a cepa padrao M.
tuberculosis H37Ra. Inicialmente, 26 compostos foram submetidos a uma triagem preliminar
em concentracdo 100 pg/ml. Aqueles que demonstraram atividade foram subsequentemente
avaliados para a determina¢do da concentragdo inibitéria minima (CIM) e, posteriormente, para
a concentracao bactericida minima (CBM). Dentre os compostos testados, cinco se destacaram
como promissores: HTG-1-R, HTG-9-R, HTG-12-R, HT-14-R e IMG-4-R, todos derivados da
sintese de aminas. Os valores de CIM foram determinados em 6,25 pug/ml para o HTG-1-R e
HTG-14-R, 25 pg/ml para HTG-9-R e HTG-12-R, e 50 pg/ml para IMG-4-R. A avaliacdo das
CBMs revelou que os compostos HTG-12-R, HTG-14-R e IMG-4-R apresentaram CBMs
correspondentes a 2x CIM. O composto HTG-9-R exibiu uma CBM de 4x CIM, enquanto o
HTG-1-R demonstrou ser bactericida na mesma concentragao da CIM (1x CIM), indicando um
forte potencial bactericida ja na concentracdo inibitéria. Esses resultados demostram o potencial
significativo desses compostos como candidatos para o desenvolvimento de novos agentes
antimicobacterianos. Para uma maior caracterizagdo e a validagdo de seu perfil terapéutico, sao
necessarios estudos adicionais, incluindo ensaios de citotoxicidade, calculo do indice de
seletividade, andlise da curva de tempo de morte bacteriana, avaliagdo da eficacia frente a
isolados clinicos e investigacdo detalhada dos seus mecanismos de agao.

Palavras-chaves: Tuberculose; Novos farmacos; Atividade antimicobacteriana.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis, remains the infectious disease with
the highest global fatality rate, with 10,8 millions of new cases diagnosed worldwide in 2023.
The growing emergence of drug-resistant and multi-drug-resistant strains to first and second
line treatments poses significant challenges, intensifying the urgent need for research and
screening of novel drugs with innovative mechanisms of action. This study primarily aimed to
evaluate the in vitro antimycobacterial activity of a series of synthetic compounds against the
standard strain M. tuberculosis H37Ra. Initially, 26 compounds were screened at 100 ug/mL.
Those demonstrating activity were subsequently evaluated for their Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and, later, for their Minimum Bactericidal Concentration (MBC). Among
the tested compounds, five showed promising results: HTG-1-R, HTG-9-R, HTG-12-R, HTG-
14-R, and IMG-4-R, all derived from amine synthesis. MIC values were determined as 6.25
ug/ml for HTGIR and HT14R, 25 pg/ml for HTG-9-R and HTG-12-R, and 50 pg/ml for IMG-
4-R. MBC evaluations revealed that compounds HTG-12-R, HTG-14-R, and IMG-4-R
exhibited MBCs corresponding to 2x MIC. Compound HTG-9-R displayed an MBC of 4x MIC,
while HTG-1-R demonstrated bactericidal activity at the same concentration its MIC (1x MIC),
indicating strong bactericidal potential even at its inhibitory concentration. The results highlight
the significant potential of these compounds as candidates for the development of new
antimycobacterial agents. For further characterization and validation of their therapeutic
profile, additional studies are required, including cytotoxicity assays, selectivity index
calculation, bacterial killing curve analysis, evaluation of efficacy against clinical isolates, and
detailed investigation of their mechanisms of action

Keywords: Tuberculosis; New Drugs; Antimycobacterial Activity.
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1  INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma das doencgas mais antigas conhecidas pela humanidade
(Smith, 2003), ¢ causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) um patdgeno humano
obrigatorio, transmitido pelo ar. Em 2023, a TB causou 1,25 milhdo de mortes no mundo, sendo
a principal causa de morte por doenga infecciosa (OMS,2023). Embora seja considerado
principalmente um patégeno pulmonar, Mtbh pode causar doenga em varias partes do corpo e
desenvolveu uma ampla variedade de estratégias para prosperar no hospedeiro. Ao longo dos
anos, o tratamento para TB passou por diferentes modifica¢des e atualmente consiste em uma
terapia com combinacdes de diferentes farmacos e por um longo periodo, visando eliminar o
foco da infeccdo e interromper a cadeia de transmissao (Pai et al., 2016).

O rapido surgimento de resisténcia as terapias existentes para TB ressalta a
necessidade urgente de garantir uma gestdo adequada dos antimicrobianos e de um esforgo
conjunto para desenvolver novos regimes eficazes contra as cepas resistentes a medicamentos
atualmente em circulagdo (Liebenberg; Gordhan; Kana, 2022). Em resposta a esses problemas
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) langou em 2015 o Plano de Agdo Global sobre
Resisténcia Antimicrobiana, que prioriza os investimentos em pesquisa ¢ desenvolvimento,
como cruciais para prevenir e controlar esse problema. Novas ferramentas, bem como a
melhoria da implementagdo e do financiamento de programas, sdo necessarias para erradicar a
epidemia global de TB até 2035 (Pai et al., 2016). Isso exige esfor¢os continuos em prevencao,
acesso equitativo aos servicos de saude, medidas abrangentes de controle de infecgdes e
vacinagao.

A pesquisa direcionada a descoberta de novos fArmacos antituberculose ¢ de urgéncia
inegavel para combater o Mycobacterium tuberculosis. A introdu¢do de novos medicamentos
ndo tem acompanhado o surgimento das cepas resistentes (Pai et al., 2016), um cenario que
refor¢a a importancia primordial de investir em pesquisa € no desenvolvimento de estratégias

inovadoras para enfrentar esta bactéria.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA

O género Mycobacterium foi nomeado em 1896 por Lehmann e Neumann.
Atualmente, esse género compreende mais de 190 espécies nomeadas (Tortoli et al., 2017,
Tortoli et al., 2019), frequentemente divididas em bactérias de crescimento rapido e de
crescimento lento (Fedrizzi etal., 2017). Em 2018, com base na sequéncia do genoma completo,
houve a divisdo em cinco géneros, sendo eles
Mycolicibacterium , Mycolicibacter , Mycolicibacillus , Mycobacteroides e =~ Mycobacterium
(Gupta; Lo; Son, 2018).

O Mycobacterium tuberculosis ¢ um bacilo pequeno, em forma de bastonete,
estritamente aerdbico e acido-resistente, responsavel pela TB. Como outras micobactérias, o M.
tuberculosis distingue-se pelo seu crescimento lento, com um tempo de geragdo de
aproximadamente 20 horas. Essa caracteristica ¢ crucial, pois contribui para o desenvolvimento
mais gradual da doenca em comparagdao com outras infecgoes bacterianas. A parede celular do
M. tuberculosis ¢ excepcionalmente rica em lipidios, conferindo-lhe propriedades tUnicas e

essenciais para sua patogenicidade (Bigi et al., 2023)

2.2 HISTORIA

A TB ainda esta longe de ser erradicada do mundo, sendo um dos maiores desafios da
saude publica mundial. Essa doencga tem sua descri¢do mais antiga encontrada nos Vedas,
mencionada como doenca debilitante e chamada de Yakshilitermas. Hé4 registros em outras
civilizagdes como grega, chinesa e arabe, por meio de relatos de uma doenca semelhante a TB.
Para comprovar essas descrigoes foram realizados estudos de paleopatologia que mostraram
lesdes vertebrais tipicas da doenga em mumias das eras de pré-dinastia egipcia e pré-
colombiana. A evidéncia mais antiga disponivel associada a TB foi obtida pela analise em uma
crianca e mulher neoliticas no Mediterraneo Oriental de 9 mil anos, sendo possivel gragas ao
sequenciamento genético (Natarajan et al., 2020).

A TB miliar foi descrita pela primeira vez por Thomas Wills, mas o termo TB se
originou em 1845 por Johann Lukas Schonlein, palavra deriva de “tubérculo”, que significa
pequeno ndédulo. Antes mesmo da descoberta do bacilo por Robert Koch em 1821, o
pesquisador René Theophile Hyacinthe Lanennce publicou a obra “Um tratado sobre Doencas
em Toérax” no qual apresentava a descri¢ao de lesdes pulmonares e alteragdes patologicas

semelhantes em varias partes do corpo. Em 1868 Jean-Antoine Villemin estabeleceu a natureza
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infecciosa da doenga, de humanos para coelhos e outros animais, inferindo que a TB era uma
doenga transmissivel, ele publicou seu estudo médico intitulado “Etudes sur la Tuberculosis”
(Estudos sobre a Tuberculose)(Schluger, 2005). Apenas em 1882, na Reunido da Sociedade de
Fisiologia de Berlim, Robert Koch apresentou com éxito os resultados do isolamento do bacilo
da TB. Na ocasiao, ele detalhou as técnicas de coloragdo ¢ o meio de cultura desenvolvidos
para o cultivo do patdgeno, além de demonstrar o modo de transmissdo do bacilo, identificando
assim o agente causador da doenca. O pesquisador nomeou o patdégeno como “virus da
tuberculose”, posteriormente Leon Charles Albert Calmette e Camille Guerin desenvolveram a

vacina BCG a partir do cultivo de Mycobacterium bovis (Natarajan et al., 2020).

2.3 CEPAS

As cepas H37Ra e H37Rv de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) representam modelos
cruciais em estudos de patogénese e viruléncia da TB. Ambas sdo derivadas da cepa parental
H37, isolada originalmente em 1905 de um paciente (Steenken; Gardner, 1946). Apesar de
apresentarem similaridades gendémicas em termos de ordem e conteudo, a distingdo
fundamental entre elas reside em sua viruléncia e caracteristicas fenotipicas, resultantes de
eventos genéticos especificos.

A cepa H37Ra, um derivado avirulento, teve sua obtencdo em 1935, através de um
processo conduzido por William Steken. O método se consistiu no cultivo prolongado de
bacilos da cepa H37 em meio de ovo s6lido, mantido a 37°C por um periodo de trés a quatro
meses. Ao final desse periodo, as coldnias originais de H37 se transformaram em uma massa,
dentro da qual foi observada uma colonia com morfologia distinta. Subsequentemente, essa
nova colonia foi isolada e cultivada. Testes de viruléncia in vivo foram realizados em
porquinhos-da-india e demostraram que essa variante nao produzia a doenca, o que levou a sua
designacao como H37Ra. Em contrapartida, as colonias que mantiveram a morfologia original
e a capacidade de causar a doenca foram denominadas H37Rv (Steenken, 1935; Steenken,
1938).

A anélise comparativa revela que a cepa H37Ra exibe 21 delegdes e 53 insercdes
adicionais em seu genoma em comparagao a H37Rv. No entanto, o ponto crucial ¢ que, mesmo
com essas diferencas, os genomas de ambas as cepas sdo muito semelhantes em termos de
ordem e conteido (Zheng et al., 2008). Ambas as cepas sdo, portanto, ferramentas
indispensaveis para a compreensao da biologia de M.tuberculosis e para o avango da pesquisa

em TB.



22

2.4 ESTRUTURA

O envelope celular de Mycobacterium tuberculosis é extremamente complexo, rico em
lipideos e polissacarideos de estrutura quimica unica (Angala et al., 2014; Jankute et al., 2015).
A parede celular apresenta caracteristica de baixa permeabilidade que ¢ explicada pela
organizagdo intrincada dos componentes do envelope celular (Chiaradia et al., 2017). O
envelope celular micobacteriano ¢ critico para a funcdo celular porque muitos processos
cruciais estao localizados nessa estrutura que apresenta trés componentes, demostrados na
figura 1, sendo eles a membrana plasmatica que € a camada mais interna, a primeira linha de
defesa. O segundo componente ¢ o complexo peptidoglicano-arabinogalactana (AGP). A
seguir, encontra-se a membrana externa assimétrica, também chamada de 'micomembrana’.
Esta micomembrana ¢ covalentemente ligada ao AGP através dos acidos micolicos, que
formam o seu folheto interno. O folheto externo da micomembrana, por sua vez, ¢ composto
principalmente de (glico)lipidios e lipoglicanos ndo covalentemente ligados, e ¢ essa
organizagdo que confere a baixa permeabilidade, dificultando a penetragdo de antibidticos. Por
fim, a Gltima estrutura ¢ a capsula externa, que ¢ composta por polissacarideos neutros e um o-

glucano semelhante ao glicogénio (Chiaradia et al., 2017;Kalscheuer et al., 2019).

Figura 1- Envelope celular de Mycobacterium tuberculosis
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A imagem representa o envelope celular de Mycobacterium tuberculosis, destacando suas camadas e
componentes principais. Da camada mais externa para a interna, sdo visualizadas a capsula, a membrana externa,
espago periplasmatico e a membrana interna. A organizagao unica dessas estruturas ¢ fundamental para a

viruléncia e resisténcia do bacilo. Fonte: Kalscheuer et al., 2019
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2.5 EPIDEMIOLOGIA

Os bacilos de M. tuberculosis infectam cerca de um quarto da populacdo mundial,
segundo a OMS. No ano de 2023 a TB pode ter superado o nimero de casos de Covid-19 e se
mantendo como a principal causa de morte por um Unico agente infeccioso no mundo. Cerca
de 10,8 milhdes de pessoas adoeceram por TB e 1,35 milhdo morreram devido a doenga no ano
de 2023 (OMS,2024). O Brasil esta entre os 30 paises, sendo o Unico na regido das Américas,
que apresentam alta carga de TB e da coinfeccao TB-HIV (OMS,2024).

Durante a 70 Assembleia das Nagdes Unidas (AGNU) no ano de 2015 foram
estabelecidas metas mundiais, dentre as estabelecidas para o ano de 2030, destaca-se o Objetivo
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 3, que afirma assegurar a vida saudavel e promogao de
bem-estar, sendo que a meta 3.3 visa acabar com as epidemias de Aids, tuberculose, malaria e
doengas tropicais negligenciadas e combater as hepatites, as doengas transmitidas pela agua e
outras doencas transmissiveis até o ano de 2030 (Brasil, 2024). A Estratégia Global pelo Fim
da Tuberculose (End TB Strategy) visa reduzir a incidéncia de TB em 90% e as mortes em 95%
até o ano de 2035 (OMS, 2014).

Segundo os ultimos registros na Organiza¢ao Pan-Americana de Satde o nimero de
casos de TB aumentou 20% nos ultimos 10 anos. Representando cerca de 900 novos casos
diagnosticados por dia nas Américas. As populacdes mais afetadas nessas regides sao povos
indigenas, imigrantes, moradores de rua, pacientes imunossuprimidos e pessoas privadas de
liberdade (OPAS, 2025).

O Boletim Epidemioldgico de Tuberculose de 2024 demostra que no ano de 2024
foram notificados mais de 84 mil casos novos de TB, sendo um numero 21% maior de novos
casos comparado ao periodo da pandemia e pos pandemia, entre os anos de 2020 e 2024. Dentre
os perfis destaca-se que cerca de 68% dos casos ocorrem em pessoas do sexo masculino, com
incidéncia superior em todas as faixas etarias, exceto no grupo de 10 a 14 anos. O niimero de
obitos no ano de 2023 foi superior a 6 mil mortes. A adesdo ao tratamento e cura foi relatada
em 66% dos pacientes no ano de 2023 e cerca de 15% dos pacientes interromperam o tratamento

(Brasil,2025).

2.6 BIOSSEGURANCA

Os laboratdrios sdo categorizados em diferentes niveis de biosseguranga, para garantir
a seguranca dos pesquisadores e do ambiente externo. O Nivel de Biosseguranga nivel 3 (NBS-
3) ¢ aplicado em ambientes que manipulam agentes infecciosos capazes de causar doencgas

graves e condigdes potencialmente letais em humanos (Bayot; King, 2022). Esses laboratérios
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sdo projetados com rigorosos padrdes de contengdo para proteger o trabalhador e prevenir a
liberacdo de patdgenos. No entanto, a construcdo e manutencdo das instalagdes NB-3 demanda
um investimento financeiro alto, por isso essas estruturas sao escassas em ambientes com alta
carga de trabalho ou em paises subdesenvolvidos.

A manipulacdo de Mycobacterium tuberculosis necessita de muitos cuidados e
precaugdes, visto o risco de geracdo de aerossoéis infecciosos ao manipular a bactéria. O Mtb ¢é
classificado como um organismo de categoria 3, principalmente pela sua baixa dose infecciosa
e pela sua comprovada transmissdo aérea (Van Soolingen et al., 2014).

Para estudos envolvendo Mtb, sdo aceitas instalagdes laboratoriais nivel BSL-2. Os
requisitos minimos de um laboratdrio devem ser de cabines de biosseguranga bem conservadas,
fluxos de ar direcionais sob pressdao, minimizagao da indugao de aerossoéis, os materiais devem
ser higienizados com um desinfetante micobactericida.

A utilizagdo de Equipamentos de Prote¢ao Individual (EPIs) ¢ crucial para garantir a
seguranc¢a dos pesquisadores. Para a manipulagdo de Mtb, os EPIs essenciais incluem jalecos
descartaveis, mangas compridas com punhos eldsticos e fecho nas costas, que devem ser
trocados regularmente. O uso de luvas ¢ indispensavel, sendo recomendado o uso de duas luvas,
com uma sendo removida antes de sair da cabine de seguranca biologica. Além disso, mascaras
NO95 sdo de uso obrigatorio para proteger contra a inalagdo de aerossois.

E fundamental que os aventais sejam removidos antes de sair do laboratério de
contenc¢do de TB. Outro fator importante para a biossegurangca em um laboratorio que manipula
Mtb ¢ a restricdo de acesso, sendo que apenas individuos essenciais para a pesquisa devem ter
permissdo para entrar na sala. Todos os materiais utilizados sdo descontaminados por
autoclavagem antes do descarte ou reprocessamento, assegurando a completa inativagdo dos

microrganismos(Van Soolingen et al., 2014).

2.7 PATOGENESE

2.7.1 Transmissio

A TB ¢ transmitida por meio de goticulas entre 1 e 5 pl de didmetro (Knechel, 2009),
que sdo provenientes da fala, tosse ou espirro de pessoa infectada e portadora da TB pulmonar
ativa. O processo de infeccdo ¢ demostrado na figura 2. Ao serem inalados por individuos
saudaveis, os bacilos em sua maioria, ficam presos em células caliciformes secretoras de muco,
que tem como func¢do bloquear a passagem dessas particulas, no entanto as goticulas rompem
essa barreira e alcangam as partes aéreas superiores dos pulmdes e assim o sistema imune ¢

ativado. Essas particulas alcangam os alvéolos e encontram os macréfagos alveolares, iniciando
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0 processo infeccioso, nesse momento, os macrdfagos englobam os bacilos, iniciando o
processo de destrui¢do usando enzimas proteoliticas e citocinas como o fator de necrose tumoral
(TNF-alfa) e o interferon gama (IFN -y), e ocorre a sinaliza¢ao para os linfocitos T irem até o
local da infecgdo, formando assim o granuloma (Philips; Ernst, 2012).

A replicacdo das bactérias ocorre dentro do granuloma. Essa estrutura estavel ndo ¢
capaz de eliminar o patégeno, mas consegue conter os bacilos evitando a progressao da doenga.
Em cerca de 6 a 8 semanas, em individuos imunocompetentes, as lesdes cicatrizam, gerando
um hospedeiro assintomatico e nao infeccioso ou as bactérias podem sobreviver no granuloma
em estado latente e pode haver evolucdo para TB ativa se houver alguma situacdo
imunossupressora (Luies; Preez, 2020). No entanto, se a carga bacteriana foi muito grande, as
bactérias podem se disseminar para outros 6rgaos. Outras vias como pele e placenta sao
extremamente raras € com o inicio de tratamento o periodo de transmissao ¢ de 15 dias (Pai et
al., 2016).

Figura 2 — Processo de infeccdo por M. tuberculosis
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Os pacientes infectados com Mtb sdo classificados como portadores de infecgdo
latente por TB (ILTB), em que o individuo apresenta um quadro assintomdtico e nao
transmissivel, ou doenga ativa, que ocorre apos infec¢ao primaria ou apos reativagao associada
a imunodeficiéncia. A progressao para a doencga ativa depende de diversos fatores, incluindo
genética e condi¢des socioambientais (Rahlwes et al., 2023). Assim, o paciente comeca
apresentar os sintomas e pode ocorrer a transmissao para novo hospedeiro iniciando novo ciclo

de infeccdo (Rahlwes et al., 2023).

2.7.2  Granuloma

O granuloma ¢ uma estrutura que em individuos saudéveis conseguem restringir os
bacilos e interromper a progressdao da doenga. Um dos desafios atuais dos medicamentos ¢
alcangar o patdogeno dentro dessa estrutura (Alsayed; Gunosewoyo, 2023), pois a bactéria pode
permanecer viva por décadas, podendo persistir em um estado nao replicante ou de replicacao
lenta (Luies; Preez, 2020).

Ao longo dos anos, o granuloma passa por um processo de amadurecimento, onde os
macrofagos sofrem diferenciagdo para macroéfagos espumosos e outros varios morfotipos
(Russell et al., 2009). Essas células encontram-se ao redor dos focos necréticos do granuloma
(Chai; Zhang; Liu, 2018).

O granuloma pode ser classificado em trés diferentes formas, sendo elas: o granuloma
solido, formado por vdrias células imunes, esta associado aos estagios finais da doencga, ocorre
um dano tecidual e ndo ha presenca de necrose (Born et al., 1986). O granuloma necrotico ¢ a
fase apos a progressao do granuloma solido, como o proprio nome diz hé presenca de necrose,
o que afeta as bactérias que se encontram dormentes. A ultima fase ¢ caracterizada pelo
granuloma caseoso, onde o centro necrotico se liquefaz (Reece; Kaufmann, 2012) provendo o

desenvolvimento da TB ativa (Russell ez al., 2009) (Grosset, 2003).

2.8 MANIFESTACOES CLINICAS

As apresentagdes clinicas dos pacientes dependem de uma série de fatores como o
estado imunoldgico, progressdo da doenga e presenga de outras coinfecgdes. A apresentagdo da
doenga ¢ diferente entre TB latente e doenga ativa, cerca de 5 a 10% dos individuos que portam
os bacilos apresentam sinais clinicos e sintomas que permitam um diagnostico clinico (Acharya
et al.,2020).

Os sinais tipicos incluem tosse persistente, destaca-se a tosse prolongada com

producdo de muco e hemoptise por trés semanas ou mais, desconforto no peito, fadiga, perda
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de peso suores noturnos e febre. Embora sejam sintomas leves ou até inexistentes em alguns
casos, geralmente ocorrem no estagio inicial (Htet; Chongsuvivatwong; Aung, 2021). A TB
pulmonar gera complicacgdes sist€émicas como stress oxidativo, hiponatremia, hipocolestoremia
manifestagdes hematoldgicas (Balepur; Schlossberg, 2016) e microbiota alterada (Cui et al.,
2012).

Outro sintoma comum nos pacientes portadores de TB ¢ a caquexia, que ¢
caracterizada pela perda muscular grave. Esse processo pode estar associado a ativacdo de
muitas citocinas como IL-1, IL-2, TNF-alfa e IFN-y (Morley; Thomas; Wilson, 2006). O TNF
estimula a perda de proteina através do fator de transcri¢do nuclease KB (NF-kB), o que
proporciona um aumento da atividade da via ubiquitina/proteassoma e gera fraqueza muscular
perda de peso e fadiga(Chang et al., 2013; Buyukoglan et al., 2007). A concentracdo plasmatica
baixa de leptina também contribui para o agravamento da doenga (Chang et al., 2013), mas
apos o tratamento as concentragdes de leptina acabam normalizando (Mexitalia et al., 2017).

Apesar da TB ativa envolver sintomas relacionados ao pulmdo, podem ocorrer
sintomas que afetam outras areas, como sistema nervoso central, cavidade oral e drgaos

linfaticos (Luies; Preez, 2020)

2.9 DIAGNOSTICO
A Importancia de um diagndstico precoce pode salvar vidas principalmente no controle
da transmissdao e reducdo da mortalidade. Apesar de varias técnicas de diagnostico serem
empregadas como os métodos imunologicos, radiograficos, microscopios, cultura bacteriana e
sinais e sintomas clinicos, a TB envolve dificuldades como subdiagndsticos e acesso limitado

aos testes (MacGregor-Fairlie et al., 2020).

2.9.1 Radiografia de torax

E uma das ferramentas mais utilizadas na etapa de triagem, os principais achados sdo
cavitacdo, consolidacdo, massas, derrame pleural, calcificacao e nodulos (Feyisa ef al., 2023).
Embora seja uma das técnicas mais utilizadas apresenta como limitacdo a diferenciagdo de TB

com as outras doeng¢as pulmonares (Park et al., 2023; Wang et al., 2021).

2.9.2 Microscopia de escarro
A coloragdo de Ziehl-Neelsen se tornou um método confiavel, reprodutivel e de baixo

custo, servindo como um importante indicador de infecciosidade. Esse método se baseia na
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ligagdo da carbolfucsina aos acidos micolicos bacterianos, tornando-os resistentes a
descoloragao por solugdo de alcool-acido, o que permite a identificagdo de bacilos alcool-acido
resistentes (Natarajan et al., 2020). Apesar de sua sensibilidade varidvel (32% a 89%)
(Figueredo et al, 2020), essa técnica nao diferencia micobactérias tuberculosas de nao
tuberculosas, nem bactérias viaveis de ndo viaveis. Por isso, ¢ fundamental complementar o
diagnostico com outras ferramentas para aumentar sua eficacia e confiabilidade.

A coloracao de Auramina-Rodamina ¢ uma técnica de fluorescéncia que utiliza os
fluorocromos auramina ou rodamina, permitindo a visualizacdo de bacilos em amarelo-
fluorescente ou laranja avermelhado através da microscopia de fluorescéncia. Em comparagao
com a técnica de Ziehl-Neelsen, a Auramina-Rodamina apresenta maior sensibilidade e um
tempo de analise dos esfregacgos inferior, o que otimiza o processo de baciloscopia(Sala et al.,

2008; Laiza De Oliveira Costa -Multivix, [S.d.])

2.9.3 Cultura

A cultura para Mycobacterium tuberculosis ¢ reconhecida como o padrao-ouro para o
diagnéstico da TB, independentemente de ser realizada em meio s6lido ou liquido. Com alta
qualidade técnica, a cultura pode detectar de 10 a 100 bacilos cultivaveis por mililitro. O cultivo
de Mycobacterium tuberculosis pode ser realizado em instalagdes laboratoriais nivel BSL-2 e
requer treinamento dos analistas do laboratorio, o que gera restrigdes para capacidade
diagnostica em locais que nao apresentam esses pré-requisitos. Os meios s6lidos Ogawa Kudoh
e Lowenstein—Jensen sdo os meios seletivos mais utilizados para espécies de Mtb, pois
apresentam em sua constitui¢ao verde de malaquita. O crescimento € caracterizado pelo longo
tempo de em cultura solida levando de sete dias a seis semanas para produzir as primeiras
coldnias visiveis em meio s6lido, como demostrado na figura 3 (Xu; Wang; Xu, 2020). Apesar
do longo tempo de crescimento na cultura, esse método ¢ utilizado para avaliagdo da eficacia e
progresso do tratamento, sendo realizados esfregacos de escarro repetidos mensamente (Salam

etal., 2014).
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Figura 3- Colonias de Mycobacterium tuberculosis em meio Ogawa-Kudoh
R |

Fonte: De autoria propria

A partir da década de 1980, houve um avango significativo nos métodos de cultura
com o desenvolvimento de sistemas automatizados que utilizam meio de cultura liquido.
Embora o processamento e a semeadura das amostras nesses sistemas sejam similares aos
métodos classicos, a incubacdo ¢ monitorada por um sistema informatizado. Essa automagao
permite a detec¢ao do crescimento celular de forma mais rapida, reduzindo o tempo necessario
para a leitura do exame (Brasil, 2022).

A principal vantagem da cultura em meio liquido automatizada reside na agilidade do
diagnostico. Estudos demonstram que o tempo médio para detec¢ao de micobactérias em
cultura liquida automatizada ¢ significativamente menor (aproximadamente 14 dias) em
compara¢do com a cultura solida (aproximadamente 27 dias). Essa reducao pela metade no
tempo de detecgdo € crucial, pois a confirmagdo bacterioldgica de casos ativos ¢ fundamental
para o diagnostico e o inicio do tratamento da TB, além de permitir a realizacdo do teste de

sensibilidade a antibidticos para Mycobacterium tuberculosis (Brasil, 2020).

2.9.4 Teste de diagnostico molecular

Gradualmente os testes moleculares estao sendo incorporados, gerando uma detecc¢ao
rapida e precisa, bem como a detec¢@o da resisténcia aos medicamentos (MacLean ef al., 2020).
O ensaio Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, EUA) foi um dos ensaios aprovados, que
apresenta como metodologia a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real,
realizando a deteccdo de Mtb ¢ simultaneamente identificando amostras resistentes a
Rifampicina, um dos medicamentos da primeira linha de tratamento para TB, através da
amplificacdo de um segmento especifico da regido determinante da resisténcia que distingue a
resisténcia a RIF do tipo selvagem associada a mutagao (CEPHEID,2020). Apesar dos avangos
nessa area, a OMS recomenda que esses testes moleculares ndo substituam o método de cultura,

mas sim que sejam aplicados como uma ferramenta complementar.
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2.9.5 Teste Derivado Proteico Purificado

O PPD (derivado proteico purificado) ¢ um método acessivel, que consiste na
aplica¢do de uma inje¢do intradérmica de 0,1 ml de derivado proteico (PPD), esse teste promove
areagdo de hipersensibilidade tardia do organismo diante das proteinas do bacilo da TB (Brasil,
2014). A leitura é realizada entre 48 e 72 horas por um profissional de satude, através da analise
do diametro da area elevada e endurecida em milimetros. O resultado ¢ considerado positivo
quando a medida apresentar > 15 mm, no entanto para pacientes imunossuprimidos pode-se
considerar um ponto de corte no valor de > 5 mm (CDC, 2024; Luies; Preez, 2020). Esse método
pode gerar resultados falsos positivos em criancas menores de trés anos, justificado pela vacina
da BCQG, por isso para esses casos recomenda-se o uso de IGRAs, que sdo testes in vitro de
liberagdo de interferon gama.

O PPD apresenta algumas limita¢des técnicas e de produ¢ao em quantidade suficiente
para a demanda, porém tem um custo-beneficio muito consideravel, bem como a aplicabilidade
no campo, sendo uma ferramenta essencial para deteccdo de LTBI (Infeccdo Latente da
Tuberculosis). Uma alternativa para pacientes (LTBI) ¢ o teste rapido de fluxo lateral para
detec¢do de lipoarabinomanano (LF-LAM) realizado cm amostra de urina sendo utilizado para

o diagndstico de TB ativa em pessoas vivendo com HIV (Brasil,2022b).

2.9.6 Teste de Liberacao Interferon-Gama

O Teste de Liberagdo de Interferon-Gama (IGRA) ¢ um exame realizado através da
estimulagdo in vitro de linfocitos humanos. Para isso, utilizam-se antigenos como o secretor
precoce-alvo 6 (ESAT-6) e a proteina filtrada de cultura -10 (CFP-10). O objetivo principal €
analisar os niveis de IFN-y, sendo este um método considerado de maior sensibilidade e
especificidade em comparacdo a outros, conforme o Ministério da Saude (Brasil, 2020).

O IGRA demonstra desempenho superior ao teste tuberculinico tradicional (PPD) na
acuracia para a identificacdo da TB latente, na previsao da progressao para TB ativa e na
associagdo de resultados positivos com fatores de risco. Além disso, sua realiza¢do exige apenas
uma visita do paciente ao laboratério, o que facilita o processo diagndstico.

No Brasil, em 6 de dezembro de 2022 foi publicada a portaria SCTIE/MS n° 171, que
tornou publica a decisio de ampliar o uso, no 4mbito do Sistema Unico de Satde - SUS, do
Teste de Liberacdo de Interferon-gama (IGRA) para deteccdo de infeccdo latente pelo
Mycobacterium tuberculosis em pacientes com doencas inflamatdérias imunomediadas ou

receptores de transplante de 6rgdos solidos.
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2.10 TRATAMENTO

Na década de 1940 foram descobertos os primeiros medicamentos que atuam contra
Mtb. Dentre eles, destacam-se estreptomicina, dcido para-amino salicilico e isoniazida. Os
antimicrobianos para tratar TB estdo disponiveis hd mais de 60 anos e longo dos anos o
tratamento passou por modificacdes. Atualmente consiste na combinagdo de quatro fArmacos
por um periodo de no minimo 6 meses com doses didrias (Zumla; Nahid; Cole, 2013). Segundo
o Manual de Recomendag¢des e Controle da Tuberculose (Brasil, 2019), os regimes de
tratamento para adultos no Brasil consistem em rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA),
isoniazida (INH) e etambutol (EMB) na fase intensiva com duragdo de 2 meses, e RIF ¢ INH
com duragdo de 4 meses na fase de manutencdo. O tratamento da TB meningoencefalica e
osteoarticular em adultos e adolescentes ¢ de RIF, INH, PZA ¢ EMB por 2 meses, e RIF e INH
por 10 meses. Para criancas (< 10 anos de idade), o esquema de tratamento ¢ de dois meses de
RIF, INH e PZA e quatro meses utilizando RIF e INH, ja para tratamento da TB
meningoencefalica e osteoarticular em criangas (< 10 anos de idade) sdo de dois meses de
administracdo de RIF, INH e PZA e 10 meses de RIF e INH. Destaca-se, portanto, que o
tratamento da TB se torna um processo desafiador com implicagdes para o paciente e para a
saude publica.

O tratamento eficaz necessita que o regime de medicamentos contenha fAirmacos que
consigam atingir os organismos dentro dos varios compartimentos da bactéria. Os farmacos de
primeira linha apresentam diferentes mecanismo de ag¢ao, a INH ¢ um pro-fairmaco que atua
inibindo a proteina transportadora enoil-acil redutase (InhA), uma enzima chave na biossintese
dos 4cidos micdlicos (MAs). O aduto isoniazida-NAD forma um inibidor de ligagdo estreita e
lenta da InhA de Mycobacterium tuberculosis (Rawat, Whitty & Tonge, 2003). Os MAs sdo os
principais mediadores das propriedades hidrofobicas e da baixa permeabilidade do
revestimento externo micobacteriano (Marrakchi, Laneelle & Daffe, 2014).

A RIF possui agdo bactericida ao inibir a transcricdo genética através da ligagdo a
subunidade beta da RNA polimerase bacteriana (Scriba et al., 2017). A PZA é um pro-farmaco
que ¢ ativado em &cido pirazinoico pela enzima pirazinamidase, um processo que ocorre apos
sua difusdo no granuloma. Esse farmaco ¢ capaz de eliminar o bacilo dentro do granuloma,
embora mais estudos sejam necessarios para elucidar completamente seu mecanismo de agao
(Zhang & Mitchison, 2003). O mecanismo de acdo do EMB ¢ sobre a sintese da parede celular
bacteriana, interferindo na produgdo de arabinogalactano e lipoarabinomanana, componentes
essenciais da parede celular, por meio da inibi¢do das arabinosiltransferases EmbA, EmbB e

EmbC. Este farmaco possui agdo bacteriostatica (Goude et al., 2009).
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Nos ultimos anos nota-se que a resisténcia e intolerancia a primeira linha de tratamento
esta crescendo, dentre os principais fatores que determinam a desisténcia do tratamento os
principais relatos sdao de desconforto gastrointestinal, hepatotoxicidade com valores de
transaminases elevados e a lesdao hepatica induzida por esses farmacos (Tostmann et al., 2008).
O paciente ¢ submetido a tratamentos que demandam um periodo maior para tuberculose
multirresistente (MDR-TB) classificada como uma cepa resistente a Rifampicina e Isoniazida
e tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB), que consiste em bactérias resistentes a
rifampicina e isoniazida com resisténcia adicional a fluoroquinolonas e a pelo menos um
medicamento adicional do Grupo A como levofloxacino, moxifloxacino, bedaquilina e
linezolida . (Liebenberg; Gordhan; Kana, 2022; OMS, 2021).

A TB com resisténcia aos medicamentos pode ocorrer de duas maneiras: resisténcia
primaria, quando ocorre transmissao de bactérias resistentes, e secundaria, quando ¢
desenvolvida durante o tratamento da doenca que est4 associado a diversos fatores como o nao
cumprimento do regime de tratamento pelo paciente (abandono), prescri¢do errada de
tratamento e interagdes medicamentosas (CDC, 2024). Para pacientes XDR e MDR, sao
necessarios regimes de medicagdo longos, que contenham agentes que sejam altamente ativos
e capazes de atingir o organismo dentro dos varios compartimentos (Scriba et al., 2017).

A TB multirresistente continua a ser um desafio significativo para a saude publica no
Brasil. As estimativas atuais apontam para 410 mil casos dessa forma da doenca no pais. Entre
2015 e 2023, foram notificados 17.200 casos de tuberculose resistente, com registros
preocupantes em todos os estados brasileiros. Dentre os municipios, Rio de Janeiro, Manaus e
Belém foram os que apresentaram o maior nimero de ocorréncias. Esses dados reforcam a
urgéncia em intensificar as agdes de prevencdo, diagnostico precoce e tratamento adequado
para combater a disseminag¢ao da TB-MDR em todo o territorio nacional, com um foco especial

nas areas mais afetadas (Brasil,2024).

2.11 RESISTENCIA

Em 2015, a OMS criou o Plano de Acao Global relacionado a Resisténcia
Antimicrobiana, que visa priorizar os investimentos em pesquisa € desenvolvimento nessa area,
tornando-se essencial para o controle da resisténcia antimicrobiana. Patogenos resistentes a
antibidticos geram maior carga e maiores custos a saude. Por isso, torna-se necessario o
investimento em pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para que as respostas na saude
publica sejam fortalecidas. Destaca-se que o M. tuberculosis resistente a rifampicina ¢ um dos

patdgenos prioritdrios e criticos presentes na lista de Patogenos Bacterianos Prioritarios da
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OMS (BPPL) de 2024, visto que apresenta desafios no diagndstico, alto custo de tratamento e
toxicidade medicamentosa, sendo de extrema importancia a criacdo de novos agentes
antimicobacterianos devido as limitagdes do atual pipeline de medicamentos. A partir da
criacdo da lista BPPL, 13 novos farmacos foram direcionados aos patdogenos bacterianos, e em
2018 a pretomanida foi incluida como regime de tratamento para Mycobacterium tuberculosis

multirresistente e resistente a rifampicina (Sati et al., 2025).

2.12 NOVOS FARMACOS

A baixa adesdo e a interrup¢do prematura do tratamento prolongam o periodo de
infecciosidade e favorecem o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos (Lienhardt et
al., 2012), o que pode agravar o cendrio epidemioldgico da TB, refor¢ando a necessidade de
estratégias direcionadas para reduzir as taxas de abandono de tratamento, especialmente entre
populacdes mais vulneraveis.

Os principais desafios incluem a duragdo prolongada de terapia e intolerancia devido
aos efeitos colaterais que geram abandono o que promove o aumento da resisténcia e redugao
da probabilidade de sucesso do tratamento (OMS, 2025).

Embora diversos compostos tenham sido identificados nas ultimas décadas, apenas
tré€s novos farmacos foram aprovados pelo FDA nos ultimos 12 anos: bedaquilina, delamanida
e pretomanida (Deoghare, 2013; Schito ef al., 2015). A demora no desenvolvimento de novas
terapias ¢ evidente quando se observa que desde a introdug¢dao da rifampicina em 1966,
transcorreram cinco décadas sem a incorporacdo de novos agentes a primeira linha de
tratamento até a aprovacdo da bedaquilina em 2012 (Singh et al., 2008). A bedaquilina atua
bloqueando o fornecimento de energia para a bactéria agindo na ATP sintase e Delamanida
bloqueia a produc¢do de acidos metoximicolico e cetomicolico, que sao componentes da parede
celular de Mtb e a pretomanida age inibindo a sintese de lipidios da parede celular da bactéria
Mycobacterium tuberculosis (Soares et al., 2024). Na busca da descoberta de novos regimes
para TB sdo descritos na figura 4 os farmacos que estdo em estudos pré-clinicos e clinicos no

ano de 2024.
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Figura 4- Novos medicamentos para tuberculose em estudos pré-clinicos e clinicos em 2024.
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Fonte: (Hoelscher et al., 2024)

Os produtos naturais sdo reconhecidos por seu papel fundamental na descoberta e

desenvolvimento de novos farmacos, com destaque para as areas de oncologia e infectologia.

Diversas classes de metabdlitos secundarios, isolados de fontes como plantas, fungos e

organismos marinhos, t€ém sido avaliados quanto a atividade antimicobacteriana. Resultados

promissores observados in vitro, especialmente com compostos de origem vegetal, reforcam a

importancia da prospec¢do de fontes naturais como estratégia para desenvolvimento de novos

agentes antituberculose(Fernandes Ramos et al., 2008).

Diante do alarmante aumento da resisténcia aos esquemas terapéuticos atualmente

disponiveis, os avancos recentes no desenvolvimento de ensaios padronizados tornam-se

essenciais, permitindo uma triagem eficiente de compostos ativos, sejam eles de origem natural

ou sintética, acelerando o processo de identificagdo de novos candidatos a farmacos para

combate da TB.
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3 JUSTIFICATIVA

A TB continua sendo um dos maiores desafios de saude publica do mundo, sendo uma
das doengas infecciosas mais mortais e que ameaga a humanidade ha milénios. Declarada como
emergéncia mundial em 1995 pela OMS, atualmente o principal foco ¢ buscar fim da doenga
até 2035. O Brasil estéd entre os 30 paises prioritarios, visto que mais de 80 mil pessoas por ano
continuam a adoecer pela doenga. A propagacao da doenga se da em decorréncia do tempo de
exposicao ao bacilo, das condi¢des nutricionais e de satide. Fatores como pobreza, situagao de
privagdo de liberdade, coinfeccao pelo HIV, dificuldades de acesso ao tratamento e o tempo de
tratamento favorecem a propagacdo da doenca. Todos os fatores apontados contribuem em
maior ou menor medida para o aumento no niamero de casos de TB causada por bactérias
resistentes aos medicamentos, multirresistente a medicamentos (MDR) e extensivamente
resistente a medicamentos (XDR), condi¢des que continuam sendo grandes problemas de saude
publica em virtude do risco a satde dos pacientes e da necessidade de utilizar medicamentos de
segunda linha, mais toxicos e com tempo de tratamento ainda mais longo (Deoghare, 2013;
Schito et al., 2015).

A descoberta de novos farmacos com atividade contra Mycobacterium tuberculosis €
imperativa para o desenvolvimento de novas terapias. A necessidade de alternativas eficazes
contra essa doenca, especialmente diante dos desafios relacionados a adesdo ao tratamento e ao
surgimento de cepas bacterianas resistentes, evidencia a importancia de investir em pesquisas
para o desenvolvimento de novas estratégias de combate a bactéria. Tudo isso reforca a
importancia dos paises aderirem efetivamente ao ODS 3 da OMS.

A busca por novos farmacos por meio da pesquisa de produtos naturais e compostos
sintéticos ¢ uma op¢ao, pois os produtos naturais oferecem uma ampla variedade de estruturas
quimicas que podem auxiliar no descobrimento de um novo firmaco com, possivelmente,
novos mecanismos de agdo, além de estudos para viabilizar um menor periodo de tratamento

gerando maior adesdo do paciente (Pollo et al., 2021).
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade antimicobacteriana in vitro de compostos sintéticos contra a cepa

padrao de Mycobacterium tuberculosis H37Ra.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Realizar triagem de compostos sintéticos em relagdo a atividade
antimicobacteriana in vitro.

b. Determinar a concentra¢do inibitéria minima (MIC) dos compostos que
apresentem funcdo antimicobacteriana.

c. Avaliar a concentragao bactericida minima (MBC) dos compostos triados.
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5  MATERIAS E METODOS

5.1 LOCAL DO ESTUDO
O estudo foi realizado no Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e
Sorologia, do Centro de Ciéncias da Saude (LBMMS/CCS/UFSC), localizado no Hospital

Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina.

5.1 CULTIVO DAS CEPAS DE MICOBACTERIAS

A cepa H37Rv foi descongelada e cultivada em meio sélido Ogawa-Kudoh pelo
periodo de 28 dias em incubagao de 37°C. Apos esse periodo, as colonias da bactéria foram
transferidas para tubo de vidro com tampa de rosca baquelite contendo pérolas de vidro em 5
ml de dgua estéril. A suspensdo foi vigorosamente agitada em vortex. Para garantir a seguranca
e permitir a decantagdo de aerossoéis, a suspensdo ficou 30 minutos em repouso antes de
transferir para tubo Falcon contendo meio liquido 7H9 suplementado com com acido oleico,
albumina, dextrose e catalase (OADC). As bactérias foram incubadas a 37°C até o crescimento
atingir 1na escala de McFarland.

A cepa H37Ra foi fornecida pelo do Laboratorio Central de Saude Publica (LACEN-
SC), a bactéria foi cultivada em meio s6lido Ogawa Kudoh e foi incubada em estufa por 28 dias

a 37°C, como demostrado na figura 5.

Figura 5 - Cultura de Mycobacterium tuberculosis cepa H37Ra

Fonte: De autoria propria.

Apos esse periodo de crescimento, as colonias da cepa H37Ra foram transferidas para
em tubo de vidro com tampa de rosca baquelite contendo pérolas de vidro. Foram adicionados
5 ml de agua de estéril ao tubo e a mistura foi submetida a agitacdo em vortex para
homogeneizagdo. Considerando o risco de formagao de aerossois, foi realizado um periodo de
repouso de 30 minutos apos agita¢do para permitir a decantacao dessas particulas para garantir

a biosseguranca.
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Posteriormente a suspensdo bacteriana foi transferida para tubo Falcon contendo 15
ml de meio liquido 7H9 suplementado (OADC) e incubada a 37 °C até atingir a leitura de 1 na
escala de McFarland. Para monitorar o crescimento bacteriano, foi realizada leitura em escala
McFarland, utilizando o DensiCheck a cada dois dias como demostrados na tabela 1 e grafico

1.

Tabela 1 - Crescimento bacteriano

Dia Turbidez
2 0,10
4 0,22
6 0,63
8 1,10

Fonte: De autoria propria.

Grafico 1 - Crescimento da cepa H37Ra
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Fonte: De autoria propria.

5.2 PREPARO DA RESAZURINA

O ensaio de resazurina ¢ uma metodologia amplamente empregada para avaliacao da
viabilidade celular. Este teste baseia-se na capacidade da resazurina, um corante permeavel a
membrana celular, de ser reduzida pelas enzimas metabolicas presentes em células vidveis.
Durante o processo, a resazurina, que possui coloragdo azul, é convertida em resorufina, um
composto altamente fluorescente e de coloracdo rosa (Palomino et al., 2002).

Este ensaio apresenta diversas vantagens notaveis em relacao a outros métodos de
avaliacdo de viabilidade, como os baseados em tetrazolio. Entre elas, destacam-se o baixo custo,
a simplicidade de um formato homogéneo que minimiza etapas de lavagem e manipulagdo, e

uma maior sensibilidade (Lilly et al., /S.d.]).
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Para o preparo da solugdo de resazurina, a 0,01%, pesou-se 0,01 g do reagente, que foi
entdo adicionado a 100 ml de 4gua ultrapura. A mistura foi homogeneizada por movimentos
circulares até a completa dissolu¢ao da resazurina. Em seguida, a solucao foi esterilizada por
filtragdo, utilizando-se um filtro com poros de 0,22 pm. Apos a esterilizagao, foram preparadas
aliquotas que foram envoltas em papel aluminio e armazenadas em freezer -80°C, protegida da

luz, com validade de 7 dias.

5.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DA
ISONIAZIDA

5.3.1 Determinac¢ao da Concentrac¢ao Inibitéoria minima de INH com cepa H37Rv

Com o objetivo de validacdo do ensaio foi realizada a determinacao da CIM.
Primeiramente, preparou-se uma solucdo estoque de INH na concentragdo de 1,6 mg/ml.
Posteriormente, a placa descrita na figura 5, foi preparada com dilui¢des seriadas do farmaco,
abrangendo concentragdes entre 8 e 0,03 pg/ml. Para manter a umidade ¢ minimizar a
evaporacao durante a incubagao, 200 pnL de dgua foram adicionados aos pogos laterais da placa.
Em cada poco foram inseridos 100 pL de inoculo bacteriano, ajustado para 1 McFarland e
diluido 1:20 (Wildner, 2016).

Os controles incluidos foram o controle positivo contendo apenas o indculo bacteriano
para garantir seu crescimento, € um controle negativo com meio 7H9 liquido sem indculo
bacteriano. A placa foi selada com Parafilm e incubada a 37 °C por sete dias. A adicdo de
resazurina foi realizada no sétimo dia de incubacgdo, e a leitura dos resultados ocorreu 24 horas
apos a sua adicdo. Pogos com coloragao rosa indicaram a presenga de crescimento bacteriano,

enquanto pog¢os azuis demonstraram a inibicao do crescimento.

Figura 6 - Mapa da placa para determinacdo de CIM de INH

O O O o o O o O O o o O
INH INH INH INH INH

O INHS |INH4 |INH2 |INH1 | 0,5 0,25 0,125 10,06 0,03 Cp O
INH INH INH INH INH

O INHS |INH4 |INH2 |INH1 | 0,5 0,25 0,125 10,06 0,03 CpP O
INH INH INH INH INH

O INHS |INH4 |INH2 |INH1 | 0,5 0,25 0,125 10,06 0,03 Cp O

O CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN O

O o O o o O o O O o o O

O o O o o O o O O o o O

O o O o o O o O O o o O

Esquema representativo de placa de 96 pogos. O: agua. CP: controle positivo.CN: Controle negativo.

Fonte: De autoria propria
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5.3.2 Determinacio da Concentracio Inibitoria minima de INH com cepa H37Ra
Visando a validagao do teste, foi realizada a determinag¢ao da CIM de INH utilizando

os mesmos métodos descritos no topico 5.3.1. A placa foi selada com parafilme e incubada a

37 °C por sete dias. A avaliagao foi realizada no oitavo dia pela coloragao dos pocos, sendo que

a coloragdo rosa indica crescimento bacteriano e pogos azuis confirmaram a inibicao.

5.3.3 Coloracao de Ziehl Neelsen

A fim de validar a eficacia INH e monitorar a presenca de micobactérias viaveis, os
pocos tratados com este farmaco foram submetidos a colora¢ao de Ziehl-Neelsen.

Foram pipetados 50 uL dos pogos tratados em laminas de microscopia. Apods a
secagem completa, dentro da cabine de seguranca, a coloracao foi iniciada com a aplicagdo de
carbol fucsina. Para otimizar a penetracdo do corante na parede celular micobacteriana, as
laminas foram aquecidas até a emissdo de vapores, repetindo este processo por até trés vezes.

Apo6s o aquecimento, as laminas foram lavadas com agua destilada para remover o
excesso de fucsina. Em seguida, procedeu-se a descoloragdao com alcool-acido, que foi aplicado
até que ndo houvesse mais remocao de corante, as laminas foram lavadas em dgua corrente.

Por fim, foi aplicado azul de metileno, deixando-o agir por 1 minuto. Apds este
periodo, as laminas foram novamente lavadas com agua corrente e deixadas secar até¢ a

realizacdo da leitura.

54 COMPOSTOS

Vinte e seis compostos sintéticos para os ensaios in vitro foram sintetizados e obtidos
do Departamento de Quimica em colaboracao com o professor Dr. Louis Pergaud Sandjo, que
sdo provenientes dos trabalhos das estudantes Dr. Gabriella Barroso Souza e Otilia Hoeller
Guarnieri.

A tabela 2 traz as informagdes de 15 compostos que tiveram como referéncia a
estrutura do acido galico. Esses compostos sdo provenientes do extrato da folha e caule da
Mangifera indica, com modificacdo na estrutura realizada pelos pesquisadores. A etapa de
purificagdo foi realizada utilizando a cromatografia em coluna de adsor¢do, demostrado na
figura 7. Esses compostos também foram submetidos a ensaios contra enzimas virais MPro e
NS2B-NS3, Leishmania infantum e Trypanossoma cruzi.

A tabela 3 demostra 11 compostos provenientes do estudo com foco na sintese de aminas
através da condenagdo de Schiff. Esses compostos foram submetidos a testes bioldgicos contra

enzima NS2B-NS3, Mpro, Leishmania infantum e Trypanossoma cruzi.



Tabela 2 - Compostos sintéticos provenientes do acido galico
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LogP: coeficiente de particao.
Tabela 3 Compostos sintéticos provenientes de aminas
Cédigo Estrutura Peso molecular Peso LogP
HTG-0-R n\/@ 268,19 g.mol-! 8,1 mg 3,22
©/\\,/\/\/N
H
HTG-1-R el 336,12 g.mol-* 5,4 mg 4,58
HTG-7-R ~o0 5 448,26 g.mol-! 3,5 mg 2,48
/é/\fq/\/\/n\/@ )
0 H o
o\
HTG-9-R - s 358,16 g.mol-* 3,7 mg 3,04
\/\/\/Qv\/
i NO.
HTG-11-R 280,11 g.mol-! 5,3 mg 3,02
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HTG-12-R 293,23 g.mol-! 6,l mg 4,12
H
HTG-14-R 368,23 g.mol-! 4,9 mg 5,54
oS A’y
H
HTG-17-R o 388,24 g.mol-! 6,5mg 2,86
0 i
HTG-18-R on "VQ\ 360,20 g.mol-! 5,2 mg 2,23
A0 NSNASCN o
L OH
HTG-21-R 0 248,15 g.mol-! 4,9 mg 1,74
0 N/\/\/N\Q
N
IMG-4R

~o 301,17 g.mol-! 4,1 mg 3,13
/OD/\N/\/Q

LogP: coeficiente de parti¢o.

Figura 7 Cromatografia em coluna de adsorc¢do

Al
Fonte: De autoria propria.

5.5 DILUICAO DOS COMPOSTOS

Os compostos foram diluidos em DMSO (dimetilsulfoxido) como demostrado na

figura 8, atingindo uma concentragao final de 10 mg/ml, conforme detalhado na tabela 4. As
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solugdes foram aliquotadas em tubos Eppendorf estéreis de 0,5 ml e armazenados em freezer -

20°C até o uso.

Tabela 4 - Dilui¢do dos compostos

COMPOSTO PESO DMSO
EAG-1 2 mg 0,200 ml
EAG-3 8 mg 0,800 ml
EAG-4 2 mg 0,200 ml
EAG-6 2 mg 0,200 ml
EAG-7 12 mg 1,2 ml
EAG-9 7,8 mg 0,780 ml
EAG-10 10,4 mg 1,04 ml
EAG-12 1,6 mg 0,16 ml
GM 5,7 mg 0,570 ml
AGP (16-31) 5,7 mg 0,570 ml
AM-2 22 mg 2,2 ml
AM-3 3 mg 0,300 ml
AM-4 5,4 mg 0,540 ml
AM-5 3 mg 0,300 ml
AM-6 7,9 mg 0,790 ml
HTR-0-R 8,1 mg 0,810 ml
HT-1-R 5,4 mg 0,54 ml
HTG-7-R 3,5 mg 0,35 ml
HTG-9-R 3,7 mg 0,37 ml
HTG-11-R 5,3 mg 0,53 ml
HTR-12-R 6,1 mg 0,61 ml
HTG-14-R 4,9 mg 0,49 ml
HTG-17-R 6,5 mg 0,65 ml
HTG-18-R 5,2 mg 0,52 ml
HTG-21-R 4,9 mg 0,48 ml
IMG-4R 4,1 mg 0,41 ml
HTR-12-R 6,1 mg 0,61 ml
HTG-14-R 4,9 mg 0,49 ml
HTG-17-R 6,5 mg 0,65 ml

Fonte: De autoria propria.
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Figura 8 Aliquota do composto diluido em DMSO

Fonte: De autoria propria.

5.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA IN VITRO
5.6.1 TRIAGEM DOS COMPOSTOS

Os compostos foram submetidos a triagem para determinacdo da atividade
antimicobacteriana in vitro na concentracao de 100 pg/ml. Para isso foram descongeladas as
aliquotas dos compostos, previamente armazenados em tubos Eppendorf estéreis.

O experimento foi conduzido utilizando a metodologia de ensaio de microplaca com
resazurina REMA(Palomino ef al., 2002). Para determinar a atividade antimicobacteriana foi
utilizada uma placa de 96 pocos. Nos pogos externos, pipetou-se 200 ul de agua estéril para
assegurar a umidade minimizar a evaporacao das bordas.

Os compostos foram preparados com o dobro da concentracdo final desejada,
considerando posteriormente a adi¢cao da suspensao bacteriana. Inicialmente foi preparada uma
solucao de 6 pl do composto em 294 ul de 7H9 suplementado com OADC. Em seguida, nos
pocos da placa designados para os compostos, foram adicionados 100 pl dos compostos na
concentragdo 200 pg/ml, juntamente com 100 pl do indculo bacteriano na escala de 1
McFarland diluido 1:20.

A Concentragao Inibitéria Minima a INH foi feita em paralelo como tentativa de
validar os resultados da triagem. Foram pipetados 24l da solugdo mae do farmaco em 276pul
de 7H9, dessa solugdo realizou-se uma dilui¢do seriada. No primeiro pogo da placa foram
adicionados 200 ul de INH na concentragdo de 8 pg/ml e transferidos sequencialmente 100 pl
para os pocos subsequentes realizando a dilui¢ao seriada. Os mapas das placas utilizadas nesse

ensaio estdo demostrados nas figuras 9, 10 e 11.
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As placas foram seladas com parafilme e incubadas pelo periodo de 7 dias a 37°C.

Ap6s foi realizada a adi¢do da Resazurina, sendo 30 pl em cada poco e realizada leitura apos

24 horas. Os testes foram realizados em triplicatas técnica e bioldgica.

Figura 9 Mapa da placa 01
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Esquema representativo de placa de 96 pogos. O: agua. CP: controle positivo. CN: Controle negativo.
Fonte: De autoria propria.
Figura 10 Mapa da placa 02
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Esquema representativo de placa de 96 pogos. O: agua. CP: controle positivo. CN

Fonte: De autoria propria.

: Controle negativo.
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Figura 11 Mapa da placa 03
0 0 0 0 0 ) 0 0 0 0 0 0
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0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Esquema representativo de placa de 96 pogos. O: agua. CP: controle positivo.CN: Controle negativo.

Fonte: De autoria propria.

5.6.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Os compostos que demostraram atividade antimicobacteriana na etapa de triagem
foram submetidos aos testes de determinacao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM). Este
teste foi realizado utilizando o ensaio de microplaca, empregando sete concentragdes dos
compostos sendo elas 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 ng/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml, 3,56 pg/mle 1,56
pg/ml.

Em placa de 96 pogos foram adicionados os compostos preparados novamente com o
dobro da concentracao final, adicionando 6,0 pl do composto diluido em DMSO em 294 ul de
7H9 suplementando. Em seguida foram adicionados 200 pl ao primeiro pogo e realizada
diluigdo seriadas até o sétimo poco, descartando os 100 pl finais.

Apo6s a dilui¢do dos compostos, 100 pl do indculo bacteriano, diluido 1:20, foram
adicionados em todos os pocos que continham os compostos. Como controles de validacao do
ensaio controle positivo foi definido como o inoculo bacteriano e controle negativo apenas o
meio 7H9 suplementado. Nesse experimento seis pogos foram utilizados para determinagao da
concentracao inibitoria minima de INH usando o mesmo protocolo descrito no topico 5.3.1. As
figuras 12, 13, 14 e 15 demonstram o mapa das placas.

As placas foram seladas com parafilme e incubadas pelo periodo de 7 dias em estufa
a 37°C, no sétimo dia foi adicionado 30 pul de resazurina em cada pogo e realizada a leitura apos
24 horas. A CIM foi definida como a menor concentragdo do composto capaz de inibir o
crescimento bacteriano, impedindo a mudanga de cor de azul para rosa. Os testes foram

realizados em triplicatas técnicas e bioldgicas.



Figura 12 Mapa da placa 01 determinagdo da CIM
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Esquema representativo de placa de 96 pogos. As concentragdes do composto e do farmaco estio

representadas em cada pogo. O: agua. CP: controle positivo, CN: Controle negativo. Fonte: De autoria propria.

Figura 13 Mapa da placa 02 placa determinacdo da CIM
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Esquema representativo de placa de 96 pogos. As concentragdes do composto e do farmaco estio

representadas em cada pogo. O: agua. CP: controle positivo, CN: Controle negativo. Fonte: De autoria propria.
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Figura 14 Mapa da placa 03 para determinacdo da CIM
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Esquema representativo de placa de 96 pogos. As concentragdes do composto e do farmaco estio

representadas em cada poco. O: agua. CP: controle positivo, CN: Controle negativo. Fonte: De autoria propria.

Figura 15 Mapa da placa 04 para determinagdo da CIM
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Esquema representativo de placa de 96 pogos. As concentragdes do composto e do farmaco estio

representadas em cada poco. O: agua. CP: controle positivo, CN: Controle negativo. Fonte: De autoria propria.

5.63 CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA

Para a determinag¢do da CBM, foi utilizado o meio s6lido 7H10 suplementado com
OADC e glicerol, preparado no laboratorio, como demostrado na figura 16. Para realizacao
destes testes em duplicata foram preparados 2 litros de meio 7H10 resultando em 98 placas,

demostradas na figura 17.
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Figura 16 Preparacdo do meio 7H10

Fonte: De autoria propria

Figura 17 Placas com meio sélido 7H10

Fonte: De autoria propria

Os compostos que apresentaram atividade inibitoria na etapa de CIM, foram
submetidos aos ensaios de CBM. Todas as concentragdes que exibiram inibig¢do de crescimento,
indicado pela coloracdo azul no ensaio de resazurina, e a primeira concentra¢ao apresentando
crescimento bacteriano, com coloracdo rosa ou arroxeada, foram submetidas a dilui¢des
seriadas de 107! a 1077 e inoculadas em meio 7H10.

Para o processo de dilui¢do, foram selecionados microtubos contendo 450 pul de PBS
(Phosphate-Buffered Saline). A partir dos pogos da placa de CIM que apresentaram inibicao,
retiraram-se 50 pL da suspensdo e transferiram-se para o primeiro microtubo, realizando a
dilui¢ao seriada até o sétimo microtubo.

Em seguida as placas foram divididas em quatro quadrantes foram identificadas com
o nome do composto, concentragdo, diluicdo e indculo puro. No inoculo puro foram retirados

do poco da placa 50 pl e pipetados no quadrante de inoculo puro indicado na placa com o meio
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solido 7H10. Posteriormente, foram pipetados 50 pl de cada uma das diluigdes em seus
quadrantes especificos.

Para assegurar a esterilidade do meio 7H10, uma placa contendo apenas o meio, sem
adicao de indculo bacteriano ou composto, foi incubada simultaneamente, demostrado na figura
20. Para verificar a viabilidade do indculo e o crescimento bacteriano na auséncia de inibidores,
50 pL da suspensio do pogo de controle positivo foram submetidos a dilui¢des seriadas de 10~1
a 1077, Desse modo, 50 puL do inéculo puro e 50 uL de cada uma das diluigdes seriadas foram

pipetados em quadrantes de placas com meio 7H10 solido.

Figura 18 Placa de controle de esterilidade

Fonte: De autoria prépfia

Todas as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por um periodo de 28 dias. Os
testes foram realizados em duplicata técnica e biologica para garantir a reprodutibilidade e
confiabilidade dos resultados.

A CBM foi definida como a menor concentragdo do composto em que houve reducao
do crescimento bacteriano > 99,9% (Qaiyumi, 2007). Os extratos e compostos isolados foram

considerados bactericidas quando a relacio MBC/MIC foi <4 (Pankey; Sabath, 2004).

5.7 FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA
A figura 19 demostra um fluxograma com o resumo da metodologia aplicadas no

desenvolvimento do projeto.
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6 RESULTADOS

6.1 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DA ISONIAZIDA

Foram realizadas trés tentativas de determina¢ao da concentracdo inibitdria minima
(CIM) da isoniazida (INH) para validacdo do método de determinagdo da CIM utilizando
resazurina como indicador de viabilidade celular. Ao testar INH frente a cepa de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, todos os pocos indicavam crescimento bacteriano,
inviabilizando a determinagdo da CIM e a validagao do método. Com o objetivo de investigar
a presenga de contaminantes nas placas, foram preparadas laminas para coloragdo de Ziehl
Neelsen. A presen¢a de micobacterias foi confirmada em todas as laminas com a presenca de
bacilos alcool-acido resistentes, e contaminantes nao foram observados. Considerou-se entdo a
possibilidade de resisténcia da cepa H37Rv do laboratorio, que ja era antiga e havia sido
submetida a multiplas passagens. Como alternativa, a cepa de H37Ra foi obtida junto ao
LACEN para ser utilizada nos ensaios.

O mesmo experimento utilizando a metodologia de ensaio de microplaca com
resazurina (REMA) foi realizado com a cepa H37Ra. A CIM de INH foi determinado em 0,25
pg/ml.

6.1 METODO DE COLORACAO DE ZIEH NEELSEN

A fim de verificar se o crescimento indicado pela coloragdo rosa foi de Mycobacterium
tuberculosis ou se havia outras bactérias contaminantes, os pocos tratados farmaco foram
submetidos a coloragdo de Ziehl-Neelsen. Essa andlise microscopica revelou a presenga de

bacilos alcool-acido resistentes demostrados na figura 20.
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Figura 20 Lamina de Mycobacterium tuberculosis

Crescimento de Mycobacterium tuberculosis.
Fonte: De autoria propria

6.2 ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA IN VITRO

Os resultados demostraram que, dentre os 26 compostos avaliados na etapa de triagem,
os compostos HTG-1-R, HTG-9-R, HTG-12-R, HTG-14-R e IMG-4R apresentaram agao frente
a cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Ra. Todos sdo compostos sintéticos provenientes de
aminas.

Os 5 compostos ativos identificados na etapa de triagem foram entdo submetidos ao
ensaio de Concentracao Inibitéria Minima (CIM).

A concentragdo inibitéria minima de cada um dos compostos testados esta

demonstrada na tabela 5.

Tabela 5 CIM dos compostos

Composto CIM pg/ml (uM) M.tuberculosis
HTG-1-R 6,25

HTG-9-R 25
HTG-12-R 25
HTG-14-R 6,25

IMG-4-R 50

CIM: Concentragdo inibitoria minima.
As concentragdes que demonstraram inibi¢do do crescimento bacteriano no ensaio de
Concentragao Inibitéria Minima foram submetidas ao teste de Concentracdo Bactericida

Minima. Para isso, os indculos correspondentes a CIM e as concentragdes superiores foram
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subcultivados em meio s6lido 7H10 suplementado. Para a avaliagdo da CBM, esses compostos
foram incubados em placas de meio s6lido 7H10, tanto com o indculo puro quanto em diluigdes

seriadas de 1071 a 1077, como demostrados na tabela 6.

Tabela 6 Compostos e concentragdes utilizados para testes de CBM frente Mycobacteirum tuberculosis

Composto Concentracio
HTG-1-R 100 pg/ml
HTG-1-R 50 pg/ml.
HTG-1-R 25 ng/ml
HTG-1-R 12.5 pg/ml
HTG-1-R 6.25 ng/ml
HTG-9-R 100 pg/ml
HTG-9-R 50 ug/ml.
HTG-9-R 25 ng/ml
HTG-9-R 12.5 pg/ml
HTG-12-R 100 pg/ml
HTG-12-R 50 ug/ml.
HTG-12-R 25 ng/ml
HTG-14-R 100 pg/ml
HTG-14-R 50 pg/ml.
HTG-14-R 25 ng/ml
HTG-14-R 12.5 pg/ml
HTG-14-R 6.25 ng/ml
IMG-4R 100 pg/ml
IMG-4R 50 ug/ml.

Fonte: De autoria propria

Com o objetivo de avaliar o crescimento bacteriano nas concentra¢des que nao foram
inibidas no ensaio de resazurina (indicadas pela coloracdo rosa), foram plaqueadas os

compostos como demonstrado na figura 21 e as concentragdes indicadas na tabela 7.

Tabela 7 Concentragdes dos compostos que ndo inibiram crescimento

HTG-1-R 3,125 pg/ml
HTG-9-R 12,5 pg/ml
HTG-12-R 12,5 pg/ml
HTG-14-R 3,125 pg/ml
IMG-4R 25 pg/ml

Fonte: De autoria propria
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Figura 21 Coldnias de Mycobacterium tuberculosis em meio solido 7H10

Fonte: De autoria propria
Os cinco compostos apresentaram atividade bactericida frente a M. tuberculosis, apos 7
dias de tratamento, com os resultados demostrados no grafico 2. Essas concentragdes os
compostos foram capazes de reduzir a quantidade de bactérias em 99,9%. Os compostos HTG-
12-R, HTG-14-R e IMG-4-R apresentam CBM correspondentes a 2XCIM, ja o composto HTG-
9-R 4x CIM e o composto HTG-1-R na mesma concentragdo da MIC.

Grafico 2 - Avaliacdo da atividade bactericida dos compostos frente M. tuberculosis

W Controle
W 100 ug/mL
50 ug/mL
W 25 ug/mL
. W 12,5 ug/mL
o P LI"“"”‘@ ¥ 6,25 ug/mL
N OO0 AT H ™ 3,125 ug/mL

~ HTG-12-R HTG-14-R IMG-4R

log UFC/mL

HTG-1-R HTG-9-R HTG-12-R HTG-14-R IMG-4-R

Quantificacdo de UFC em meio 7H10, apos tratamento de M. tuberculosis com os compostos HTG-1-R, HTG-
9-R, HTG-12-R, HTG-14-R, IMG-4-R, demostrados nas estruturas quimicas. Cada coluna representa as
UFC/ml. Controle: in6culo bacteriano sem tratamento. UFC: unidades formadoras de colonias.

Fonte: De autoria propria.
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7  DISCUSSAO

A TB permanece como um grave desafio de satide global, agravado pelos alarmantes
indices de resisténcia e multirresisténcia aos medicamentos atualmente utilizados. A
complexidade do tratamento caracterizada pela longa duracdo, efeitos toxicos associados e
pelos elevados custos dos medicamentos, intensificando a necessidade de desenvolver novos
farmacos, por isso nesse cenario a pesquisa por compostos inovadores se torna essencial para
combater essa doenga.

Apesar dos compostos naturais serem uma fonte valiosa para descoberta de novos
medicamentos, o baixo rendimento e propriedades fisico-quimica desfavoraveis dificulta esse
processo de obtenc¢do, por isso atualmente o principal foco sdo os andlogos sintéticos com
propriedades farmacologicas aprimoradas.

Destaca-se que nesse estudo os compostos que apresentaram agdo contra
Mycobacterium tuberculosis eram provenientes da sintese de aminas. As aminas constituem
uma classe fundamental de compostos organicos, caracterizadas pela presenca de pelo menos
um atomo de nitrogénio organico em sua estrutura. A versatilidade dessas moléculas reside na
forma como esse nitrogénio se liga a outros grupos. Dependendo do niimero de grupos alquila
ou arila conectados ao nitrogénio, as aminas podem ser classificadas em primarias, secundarias
ou terciarias. H4 também casos em que o nitrogénio se liga a quatro grupos, resultando em uma
carga positiva e formando um sal de amonio ou amina quaternaria. A natureza desses grupos
também permite outra classificagdo: aminas sdo alifaticas quando todos os grupos ligados ao
nitrogénio sao alquilas, e aromdticas quando pelo menos um dos grupos € um arila. Além de
sua relevancia quimica e industrial, varias aminas sdo produzidas por plantas e animais,
apresentando as mais diversas propriedades fisiologicas. Exemplos notaveis incluem a
putrescina e a cadaverina, que sdo produzidas pela decomposi¢dao de proteinas, destacando a
presenca ubiqua e a importancia bioldgica dessa classe de compostos (Vinicius; Gurgel, [s.d.]).

A pesquisa focada em derivados de aminoécidos e aminas tem se mostrado promissora
na busca por novos agentes anticancer. Além disso, as aminas biogénicas, presentes em diversos
organismos, possuem caracteristicas fisiopatologicas variadas, o que as torna de particular
interesse na area da Quimica Medicinal (Angeli et al., 2021).

Um estudo realizado avaliou a atividade antimicobacteriana, o sinergismo € o
mecanismo de a¢do de novas aminas policiclicas contra M. tuberculosis. Os pesquisadores
observaram que os compostos demonstraram atividade sinérgica com a espectinomicina, um
substrato conhecido da bomba de efluxo. Essa sinergia aponta para uma possivel inibi¢do da

bomba de efluxo, um mecanismo importante para contornar a resisténcia bacteriana.
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Adicionalmente, um dos compostos inibiu M. tuberculosis H37Rv, qualificando-o como um
composto lider para o desenvolvimento de agentes antimicobacterianos mais seletivos e
potentes (Kapp et al., 2021).

As aminas e seus derivados também exibem atividade antifingica e antibacteriana
contra outros patogenos. Um estudo de 2008, que investigou a sintese e avaliacdo farmacologica
in vitro de aminas derivadas do limoneno, testou esses compostos contra S. aureus e também
observou nao apenas atividade antifungica, mas também atividade anti-leishmania (Graebin,
Cedrick, 2008)

A aplicabilidade das aminas se estende aos compostos de amonio quaternario que sao
potentes antimicrobianos utilizados para prevenir a disseminagao de bactérias patogénicas. A
acdo do cloreto de benzalconio, um composto de amdnio quaternario amplamente empregado,
foi caracterizada contra o patdégeno Acinetobacter baumannii, atuando principalmente por meio
de danos a membrana celular. Isso abre novas perspectivas para o desenvolvimento de
antibidticos e o tratamento de bactérias multirresistentes, refor¢ando o vasto potencial das
aminas na busca por novas estratégias antimicrobiana (Knauf et al., 2018)

No presente estudo, os compostos HTG-1-R, HTG-14-R, HTG-12-R, IMG-4-R ¢
HTG-9-R todos derivados sintéticos de aminas, demonstraram atividade inibitéria e bactericida.
Estes compostos foram testados pela primeira vez contra M. tuberculosis cepa H37Ra,
evidenciando seu potencial como candidatos para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos.

Para avangar na caracterizagao desses compostos, ¢ necessario a realizacao de ensaios
complementares, incluindo testes de citotoxicidade para avaliacdo da seguranga, célculo do
indice de seletividade para determinar a especificidade antimicobacteriana, analise da curva de
tempo de morte bacteriana para compreender a cinética de agao, além da avaliacao da eficacia

frente a isolados clinicos e a investigagao do mecanismo de agao.
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8 CONCLUSAO

Os resultados mostrados neste trabalho fornecem evidéncias de potenciais novos
agentes antimicobacterianos. A avaliagdo in vitro de 26 compostos sintéticos contra a cepa
padrao de Mycobacterium tuberculosis H37Ra permitiu identificar cinco compostos
promissores: HTG-1-R, HTG-14-R, HTG-12-R, IMG-4-R ¢ HTG-9-R, com suas estruturas

demostradas na figura 22.

Figura 22 - Estrutura dos compostos efetivos contra Mycobacterium tuberculosis
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Fonte: De autoria propria

A determinacdo das concentracdes inibitdérias minimas ¢ das concentragdes
bactericidas minimas demostrou atividade importante frente a cepa H37Ra. As CIMs foram
estabelecidas em 6,25 pg/ml para o composto HTG-1-R, 6,25 pg/ml para HTG-14-R, 25 pg/ml
para HTG-9-R, 25 pg/ml para HTG-12-R, e 50 pg/ml para IMG-4-R.

Em relacdo as CBMs, observou-se que os compostos HTG-12-R, HTG-14-R e IMG-
4-R apresentaram CBMs correspondentes a 2 vezes a CIM, o composto HTG-9-R demonstrou
uma CBM de 4 vezes a CIM, enquanto o composto HTG-1-R se destacou por ter sua CBM na
mesma concentracdo da CIM, sugerindo que esse composto possa ser promissor, visto que ¢
capaz de eliminar a bactéria na mesma concentracao em que inibe seu crescimento.

Esses achados sdo de extrema relevancia no contexto da crescente necessidade de
novas terapias para combater a TB, especialmente diante dos desafios de resisténcia aos
farmacos existentes. A identificagdo de compostos com atividade antimicobacteriana in vitro e
com perfis de CBM tao distintos e promissores representa um passo fundamental no
desenvolvimento de novos medicamentos.

Com base nos ensaios realizados, ¢ possivel inferir que os compostos HTG-1-R, HTG-
14-R, HTG-12-R, IMG-4-R ¢ HTG-9-R sao candidatos promissores e justificam a continuidade

dos estudos. Recomenda-se a realizacdo de ensaios complementares para aprofundar a
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compreensdo de seu perfil farmacolédgico e toxicologico, elucidagdo dos mecanismos de agdo e
avaliagdo em cepas multirresistentes e modelos in vivo. Este trabalho, portanto, estabelece uma

base para futuras investigacdes na busca por novos ¢ eficazes farmacos contra a TB.
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