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Resumo:

A tuberculose € uma doenca infectocontagiosa que atinge principalmente os
pulmbes, podendo também atingir outras partes do corpo. Frente ao
aumento dos isolados resistentes aos farmacos utilizados na terapia, tem-se
a necessidade em novas moléculas que possam ser ativas frente ao bacilo.
Diante disso, produtos naturais vém despertando o interesse cientifico ao
longo dos anos, entre eles o (-)-canfeno, um monoterpeno biciclico
encontrado no Oleo essencial de diversas espécies de plantas. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-Mycobaterium
tuberculosis (Mtb) de trés tiossemicarbazonas derivadas do (-)-canfeno (4a,
6a e 6b) em pH 6,0; a atividade dessas substancias em meio de cultura com
diferentes condi¢cbes de crescimento (com 4 % de albumina de soro bovino e
10 % de soro fetal bovino), todos pelo método Resazurin Microtiter Assay
Plate, bem como 0 sinergismo associando essas tiossemicarbazonas com
pirazinamida utilizando o método checkerboard. Os resultados mostraram
gue essas substancias possuem atividade anti-Mtb quando analisadas em
pH acido, bem como coloca a substancia 6b como potencial candidato a
farmaco anti-TB.

Introducao

A tuberculose (TB) é uma patologia infectocontagiosa que causa
danos principalmente nos pulmdes. O tratamento atual, devido a longa
duragcdo e diversos efeitos colaterais, resulta em baixa aderéncia ao
tratamento (BRASIL, 2010) levando ao aumento da selecdo de isolados
clinicos multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e tendo-se a
necessidade urgente para a descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos anti-TB. Nesse sentido, muitos sdo os estudos que demonstram
atividade antimicobacteriana de terpendides de plantas. Dentre estes, o (-)-
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canfeno € um monoterpeno biciclico encontrado no 6leo essencial de
diversas espécies de plantas, tais como no crisantemo e no alecrim (SOUZA
et al., 2018). Diante do conhecimento da TB e da necessidade do
desenvolvimento de novas preparagOes farmacéuticas para o tratamento, a
proposta do presente trabalho é ampliar os estudos de tiossemicarbazonas
derivadas do (-)-canfeno que ja se mostraram promissoras em estudos
prévios (SOUZA et al.,, 2018) e determinar suas atividades anti-Mtb em
diferentes condi¢cdes de crescimento, bem como avaliar a acdo combinatéria
dessas substancias com a pirazinamida (PZA).

Materiais e métodos

Determinagédo in vitro da atividade em Mycobacterium tuberculosis
Hs7Rv em diferentes condi¢cBes de crescimento

A sintese das tiossemicarbazonas derivadas do (-)-canfeno foram
realizadas seguindo a metodologia descrita na literatura (SOUZA et al.,
2018). A atividade anti-Mtb foi determinada frente a cepa de referéncia Mtb
Hs7Rv pelo método Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) de acordo com
Palomino et al. (2002). Inicialmente, as substancias testadas (4a, 6a e 6b)
foram solubilizadas em Dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas seriadamente em
meio de cultura 7H9 enriquecido com &acido oleico, dextrose, albumina e
catalase (OADC) nas concentracdes de 250 a 0,97 pg/mL. A solucdo do
farmaco padréo isoniazida foi preparada em agua deionizada estéril seguido
de diluicbes em meio de cultura. Tanto Mtb Hs;Rv quanto os isolados
clinicos Mtb resistentes a PZA foram cultivados em Middlebrook 7H9-OADC
a 37 °C por 15-21 dias, diluidas e acrescentados 100 pL em cada orificio da
placa em concentracdo final 1,5x10° UFC/mL. Apds este periodo, as placas
foram reveladas com solucao de resazurina 0,02 %, reincubadas e realizado
leitura visual apdés 24 h. Seguindo a mesma metodologia, os testes foram
estendidos para outras condi¢des de crescimento, sendo 7H9 acrescido com
4 % de albumina de soro bovino (ASB) e com 10 % de soro fetal bovino
(SFB).

Avaliacdo da atividade anti- M. tuberculosis da combinacdo com
pirazinamida

O teste para avaliar a acdo combinatoria entre os farmacos 4a, 6a e
6b com PZA foi realizado pelo método resazurin drug combination microtiter
(REDCA) de acordo com Caleffi-Ferracioli et al. (2013). Para tal, a cepa de
referéncia e os isolado clinicos testados foram semeados em Middlebrook
7H9 suplementado com OADC, incubados por 15-21 dias a 37 °C e o in6culo
padronizado de acordo com a escala McFarland 1 e diluida 1:20 em
Middlebrook 7H9 suplementado com OADC, resultando assim em uma
concentracdo bacteriana de 1,5x10° UFC/mL. As microplacas foram seladas
e incubadas a 37 °C em atmosfera normal por sete dias. Apds esse periodo,
solucéo de resazurina (0,02 %) foi adicionado e as placas foram reincubadas
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nas mesmas condicbes para posterior leitura visual. O efeito sinérgico foi
avaliado calculando o indice da Frac&o Inibitoria, sendo que os efeitos das
combinacdes dos agentes antimicrobianos foram classificados em: sinérgico
(IFI = 0,5), aditivo ou indiferente (IFl >0,5 e < 4) e antagbnico (IFI >4).

Resultados e Discussao

Nesse estudo, substancias foram submetidas a ensaios in vitro para
verificar a atividade das mesmas em pH acido. Os resultados mostraram que
as trés substancias foram ativas nessa condicdo (Tabela 1). No geral, foi
observado atividade promissora com variagdo na CIM de 3,9 a 7,8 yg/mL
para a cepa Hz7Rv em pH 6,1, sendo comparaveis a atividade em pH 6,8
que apresentaram CIM de 7,8 a 15,6 yg/mL (SOUZA et al., 2018). A maior
variacdo de valor de CIM foi para a substancia 6a que apresentou melhor
atividade quando em pH acido (3,9 pug/mL) quando comparada com o0s
achados de Souza et al. (2018) que verificaram CIM 15,6 pg/mL em pH
neutro. Também verificamos a atividade dessas substancias em isolados
clinicos PZA resistentes, sendo 4a e 6b as que mostraram melhor atividade
com valores de CIM variando entre 3,9 e 7,8 pg/mL para todos os trés
isolados testados, exceto a substancia 4a que para o isolado 71a apresentou
CIM 15,6 pg/mL. J& a substancia 6b teve menor atividade para os trés
isolados testados quando em pH éacido (31,2 ug/mL). Nos ensaios ralizados
com meio acrescido de ASB, a CIM variou de 7,8 a 31,25 e no meio
acrescido de SFB foi de 7,8 a 31,2 (Tabela 1). A ASB tem como composicao
apenas albumina e o SFB além da albumina contém proteinas totais, alfa, 8
e y globulinas, glicose, uréia, creatinina e hemoglobulina.

Na determinacdo da acdo combinatdria dessas substancias com PZA,
para a cepa padrdo Hs;Rv foi observado sinergismo de 4a e 6a quando
combinados com PZA, enquanto que a substancia 6b foi indiferente (Tabela
1). Apesar de em nenhum isolado clinico ser observado sinergismo, em
nenhum dos ensaios as substancias se mostraram antagbnicas quando
combinadas a PZA.

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) de tiossemicarbazonas
derivadas do (-)-canfeno e a interacao sinérgica com pirazinamida

CIM pg/mL pH é&cido
4a 6a 6b PZA

FICI pH acido
no

pH 4% 10% pH 4% 10% pH 4% 10% pH 4a/ 6a/ 6b/
6,1 ASB SFB 6,1 ASB SFB 6,1 ASB SFB 6,1 PZA PZA PZA

Hy,Rv 78 78 31,2 39 78 78 78 31,2 156 100 05 0,5 0,75
109% 7.8 na na 39 na na 31,2 na na >800 na na na
71AR 156 na na 7,8 na na 31,2 na na 3200 2 1 1

3614% 78 na na 39 na na 31,2 na na 3200 1 2 0,75

R: resistente; n.a: ndo analisado; FICI: indice da Frag&o Inibitdria; 4 % ASB: meio de cultura 7H9 acrescido de
4 % de albumina de soro bovino; 10 % SFB: meio de cultura 7H9 acrescido de 10 % de soro fetal bovino; PZA:
pirazinamida.
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A atividade dessas moléculas pode estar relacionada com a alta
lipofilicidade, uma vez que a parede celular micobacteriana apresenta alto
teor de lipidios, o que corrobora com Maccarri et al. (2005) que observou,
dentre diferentes substancias testadas, as melhores atividades em
compostos altamente lipofilicos.

Conclusbes

As tiossemicarbazonas derivadas do (-)-canfeno mostraram atividade
em pH acido, tanto na cepa padrédo Hsz7Rv quanto aos isolados resistentes a
PZA. No entanto, nos meios acrescidos com a ASB e SFB n&o obtiveram
relevancia significativa frente aos isentos desses componentes. Pode-se
também observar que a associacdo entre 4a e 6a com PZA apresentou
sinergismo (FICI 0,5), enquanto a 6b foi classificado como indiferente. Com
iIsso, amplia-se a possibilidade no desenvolvimento de novas preparacdes
terapéuticas no tratamento da tuberculose, sendo necessario mais estudo a
fim de elucidar melhor o mecanismo dessas moléculas no bacilo.
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