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Resumo:

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis. O objetivo deste trabalho foi determinar a
concentracao inibitéria minima (CIM) de compostos sintéticos derivados do
canfeno, em pH acido, com a metodologia Resazurin Microtiter Assay Plate
(REMA) contra cepa referéncia Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv e isolados
clinicos multifarmacos resistentes de M. tuberculosis. Das 16 substancias
derivadas do canfeno testadas, trés obtiveram reducéo significante na CIM,
sendo estas a Tiossemicarbazida (4), 4-dimetilamino-benzaldeido-
tiossemicarbazona (5d) e 3-flior-benzaldeido-tiossemicarbazona (5j) com
valores de 62 pg/mL para 7,8 pg/mL, >250 pug/mL para 15,6 pg/mL e >250
png/mL para 7,8 pg/mL, respectivamente. Nesse sentido, estes compostos
podem ter acdo melhorada quando em pH acido. Estudos adicionais sao
necessarios para avaliar melhor a estabilidade e toxicidade destes
compostos.

Introducao

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa causada
principalmente pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis. A forma pulmonar é
mais frequente e epidemiologicamente importante, uma vez que a
transmissdo do agente causador da doenca ocorre por via respiratoria.
Estima-se que a incidéncia da TB em 2015, foi de 10,4 milhdes de casos em
todo o mundo (OMS, 2016). A pirazinamida (PZA), que é um dos farmacos
preconizado para o tratamento da TB, possui uma melhor atividade em pH
acido. No interior dos macrofagos, onde o bacilo se multiplica em uma fase
do desenvolvimento da doencga, o pH € acido (5,5) e isso favorece a acéo da
PZA gue entra passivamente no bacilo e € convertida em &cido pirazindico.
Este composto biologicamente ativo atua por inativar enzimas essenciais
para a sobrevivéncia da bactéria (ARBEX et al., 2010). O canfeno pode ser
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encontrado em uma grande quantidade de Oleos essenciais e tem sido muito
estudado por seu potencial de atividade antimicrobiana (GONCALVES et al.,
2005). Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi determinar a
concentragdo inibitéria minima, em pH &acido, de tiossemicarbazonas
sintéticas derivadas do canfeno contra cepa referéncia M. tuberculosis Hz7Rv
e isolados clinicos de M. tuberculosis multifarmacos resistentes (MDR).

Materiais e métodos

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para a cepa padrdo Hs;Rv
(ATCC 27294) e 16 isolados clinicos utilizados nesta pesquisa, foi determinada
em triplicata com o meétodo Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA)
(PALOMINO et al., 2002), utilizando-se a resazurina como agente revelador
em microplacas de 96 pocos. Nas cavidades laterais da microplaca, foi
adicionado 200 pL de agua destilada para a manutencdo da umidade. Na
coluna 11, foi colocado apenas 200 pL do meio Middlebrook 7H9 pH 6,0; como
um controle de esterilidade do meio de cultura, e nas outras cavidades foram
adicionados 100 pL do meio. A coluna 10 foi considerada como um controle de
crescimento do indculo bacteriano. Cada composto foi colocado a partir da
coluna 2 e diluicdo seriada na razdo 2 foi realizada até a coluna 9. As
concentracdes dos compostos variaram de 250 a 1,95 pg/mL. A PZA, farmaco
controle do ensaio, foi diluida da mesma forma, obtendo-se concentragfes de
1.600 a 12,5 pg/mL. Apoés, 100 pL do inoculo bacteriano, padronizado de
acordo com a escala 1 de McFarland e diluido 1:20, foi acrescentado a todas
as cavidades, com excecao da coluna 11. A placa foi fechada com tampa de
acrilico e incubada por sete dias a 35 °C. Apés o periodo de incubacao, foram
adicionados 30 pL da solucéo de resazurina a 0,02 % recentemente preparada
a cada cavidade da placa, e esta foi incubada por mais 24 horas a 35 °C. A
mudanca da cor da resazurina de azul (estado oxidado) para rosa (estado
reduzido) indicou crescimento bacteriano. A CIM foi determinada como a
menor concentracdo do composto/farmaco capaz de inibir o crescimento
bacteriano.

Resultados e Discussao

Foram testadas 16 tiossemicarbazonas derivadas do (-)-canfeno
(Tabela 1). Trés destas, apresentaram reducdo da CIM com valor maior que
trés diluicbes, em meio de cultura pH 6,0; quando comparada com a CIM
obtida em meio com pH 6,8. Estas foram: Tiossemicarbazida (4), com
reducdo da CIM de 62 pg/mL para 7,8 pg/mL, 4-dimetilamino-benzaldeido-
tiossemicarbazona (5d), com reducéo da CIM de >250 pg/mL para 15,6
png/mL e 3-fluor-benzaldeido-tiossemicarbazona (5j), com reducéo da CIM
de >250 pg/mL para 7,8 pg/mL. Estas trés substancias derivadas do (-)-
canfeno foram selecionadas para serem testadas contra cinco isolados
clinicos de M. tuberculosis MDR (Tabela 2).
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Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) de tiossemicarbazonas
derivadas do (-)-canfeno em meio de cultura com pH 6,8 e pH 6,0, contra
Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv

. CIM (ug/mL) CIM (pg/mL)
Numero Composto pH 6.8* pH 6,0
1 (-) canfeno > 250 > 250
3 Isotiocianato derivado do (-)-canfeno 250 > 250
4 Tiossemicarbazida derivado do (-)-canfeno 62,5 7,8
5a Acetofenona-tiossemicarbazona derivado do 625 156
' (-)-cginfeno .
50 Benzaldeido-tiossemicarbazona derivado do 15,6 78
. (-)-canfgno .
5¢ 4-metoxn-benza|de|do-t|ossem|carbazona 15,6 78
d_erlvado _do (-)-canfeno
5d _ 4-d|metllam|no-penzaldeldo- > 250 15,6
tiossemicarbazona derivado do (-)-canfeno
4-hidroxi-benzaldeido-tiossemicarbazona
5f . 15,6 7.8
derlvado d.o (-)-canfeno
5h . .4-tr|ﬂuormetll-b.enzaldeldo- > 250 > 250
tiossemicarbazona der!vado d_o (-)-canfeno
5i 2-f|uor-ben_zalde|d0-t|ossem|carbazona > 250 > 250
derivado do (_-)-canfeno
5j 3—f|uor-ben_zalde|d0-t|ossem|carbazona > 250 78
derivado do (.-)-canfgno
51 4-f|uor-ben;a|de|do-t|ossem|carbazona > 250 > 250
derivado do (-)-canfeno
5m 4-br0mo-benza|de|d0-t|ossem|carbazona > 250 > 250
_ derivado do (_-)-canfeno
5n 4-n|tr0-ben_zalde|d0-t|ossem|carbazona > 250 > 250
derivado do (.-)-canfe.no
5p 2-c|oro-ben_za|de|do-tlossemlcarbazona > 250 > 250
' . derlvado do (-)-canfe.no
8 Isatina-tiossemicarbazona derivado do (-)- 15,6 3125

canfeno

* Resultados encontrados em estudos prévios pelo nosso laboratério.

Tabela 2. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de Tiossemicarbazida (4),
4-dimetilamino-benzaldeido-tiossemicarbazona (5d) e 3-fluor-benzaldeido-
tiossemicarbazona (5j), em pH &acido (6,0), contra isolados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis multifarmacos resistentes (MDR)

Isolado s CIM (4) (ug/mL) CIM (5d) (ug/mL) CIM (5j) (ug/mL)
49 3,9 7,8 7,8
109 3,9 7.8 7.8
3614 3,9 15,6 7,8
64A 3,9 7,8 7,8
73A 7,8 3,9 7,8

Comparando os resultados obtidos em nosso estudo com outros prévios,
observamos valores de CIM em pH 6,0 bem inferiores aos relatados. As
CIMs das substancias (4) passou para 7,8 pg/mL, da (5d) para 15,6 pg/mL
e da (5j) para 7,8 pg/mL. Isto nos mostra uma consideravel melhora da
acdo das substancias em pH 6,0 como também observado com PZA. As
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outras 13 substancias derivadas do (-)-canfeno testadas ndo apresentaram
diferenca tecnicamente significante nos valores de CIM contra a cepa de
referéncia nas duas diferentes condicdes de pH.

As CIMs das substancias (4), (5d) e (5j) foi determinada em cinco isolados
clinicos de M. tuberculosis MDR (49, 109, 3614, 64A e 73A). Estas
substancias apresentaram valores de CIMs que variaram de 3,9 a 15,6
png/mL, valores estes que se assemelham ao da cepa de referéncia que é
pansusceptivel.

Conclusbes

Das dezesseis tiossemicarbazonas derivadas do canfeno, a
substancia 4 apresentava atividade contra M. tuberculosis e ainda teve sua
CIM reduzida mostrando melhor atividade em pH 6,0 como observado com
PZA. As duas outras substancias derivadas do canfeno apresentaram
atividade contra M. tuberculosis apenas em pH 6,0 (substancias 5d e 5j).
Considerando que o estudo abrangeu um numero limitado de isolados
clinicos, estudos adicionais sao necessarios para complementar estes
achados e em futuro implementar pesquisas no sentido de determinar o
mecanismo de acdo dessas substancias.
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