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Resumo:

A tuberculose, causada principalmente por bactérias do complexo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), € uma patologia infecciosa e transmissivel, considerada um grave
problema de saude publica e que afeta principalmente os pulmdes. Outro grupo de
micobactérias capazes de atingir este 6érgdo sdo as micobactérias nao tuberculosas.
Com o avango desses micro-organismos em resistir aos mecanismos de ag¢édo dos
farmacos, € de significativa importancia a descoberta de substancias com atividade
antimicobacteriana. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
atuacé@o do oleo essencial de Tetradenia riparia, bem como da substancia isolada
6,7-dehidroroileanona contra micobactérias ndo tuberculosas através do método
resazurin broth microdilution assay, além disso, verificar a agdo sinérgica do 6,7-
dehidroroileanona com farmacos utilizados no tratamento da tuberculose frente Mtb
Hs7Rv pelo método checkerboard. Os resultados demonstraram que o 6leo essencial
e o diterpeno possuem acdo frente aos agentes etiologicos avaliados.
Adicionalmente, o efeito sinérgico entre 6,7-dehidroroileanona e pirazinamida contra
a cepa padrdo Hjz7Rv sugere esta substancia como um potente candidato a novos
estudos na busca por farmacos antituberculose.

Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa que tem como o principal
agente etiologico o bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e afeta principalmente
os pulmdes. E uma doenca que tem cura se o paciente aderir e colaborar com o
tratamento, caso contrario, pode levar a selecao de bacilos resistentes aos farmacos
do esquema terapéutico e até o oObito (BRASIL, 2019). Além disso, espécies de
micobactérias nao tuberculosas (MNTs), conhecidas como micobactérias
ambientais, sdo responsaveis por ocasionar doenca pulmonar semelhante ao da TB.
Ambas possuem em comum a dificuldade por parte dos pacientes quanto a adesao
ao tratamento, seja por duracéo longa de esquema terapéutico, os custos ou efeitos
adversos. Devido a essa dificuldade encontrada pelos pacientes e o conhecimento
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de atividades antibacterianas promissores proveniente dos componentes de plantas
(GAZIM et al., 2014), este trabalho tem como finalidade verificar a acdo do 6leo
essencial de Tetradenia riparia (TrEO), bem como da substancia 6,7-
dehidroroileanona (6,7-D) contra MNT; e avaliar a interagcdo da substancia pura com
farmacos utilizados na terapia anti-TB em Mtb.

Materiais e métodos

Determinacéo da atividade do oleo essencial extraid o das folhas de Tetradenia
riparia e do 6,7-dehidroroileanona em micobactérias nao tuberculosas

A extracéo do TrEO e da substancia isolada (6,7-D) foi realizada de acordo com
Gazim et al. (2014). 6,7-D foi avaliado frente MNTs de crescimento rapido
(Mycobacterium abcessus, Mycobacterium bolletti, Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium massiliense, Mycobacterium smegmatis) e de
crescimento lento (Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
szulgai). A determinacgdo das atividades das substancias contra as MNTSs foi realizada
pelo método resazurin broth microdilution assay (REBMA), como descrito por
CASTILHO et al. (2015). Primeiramente, as substancias, previamente preparadas
em dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich), foram diluidas seriadamente em meio
MHB com CaCl, e MgCl,, nas concentracdes de 250 a 0,97 ug/mL. Para as MNTs
de crescimento lento, o meio foi enriqguecido com acido oleico, albumina, dextrose e
catalase (OADC). As espécies de MNTs de crescimento rapido e lento foram
padronizadas por comparacgéao visual da turvagéo equivalente ao tubo 0,5 da escala
de McFarland (1,5x10® UFC/mL), diluidas na proporcdo 1:300 em meio MHB e
acrescidos nos orificios das respectivas placas. Em seguida, as placas foram seladas
e incubadas a 30 °C por 3-4 dias para as MNTs de crescimento rapido e a 35°C por 7
dias para as MNTs de crescimento lento. ApGs esse periodo, as placas foram
reveladas com solucédo de resazurina 0,02%, reincubadas e realizado leitura visual
apos 24 horas.

Determinagdo da atividade in vitro da combinagdo do diterpeno 6,7-
dehidroroileanona com farmacos utilizados na terapi a da tuberculose frente a
cepa padrdao Mycobacterium tuberculosis H  3;Rv

Para avaliar a atividade da combinacdo do 6,7-D com farmacos anti-M.
tuberculosis frente a cepa padrdao Mtb Hs;Rv, foi utilizado o método checkerboard,
conforme descrito por Eliopoulus & Moellering (1996). Inicialmente, tanto o 6,7D
guanto os farmacos previamente preparados foram diluidas em Middlebrook 7H9
suplementado com OADC. Na combinacédo da substancia com a PZA o meio foi
acidificado para o pH 6,1 e realizada diluicado seriada. A cepa padréo foi semeada no
meio Middlebrook 7H9 com OADC por 15-21 dias a 35 °C. Em seguida, o inoculo
bacteriano foi padronizado de acordo com o tubo da escala 1 de McFarland e diluido
na proporcdo de 1:20 em 7H9-OADC (1,5x10° UFC/mL) e acrescidos nos
respectivos orificios da microplaca. Apés, as placas foram seladas e incubadas por 7
dias a 35 °C e reveladas com solucao de resazurina 0,02 % para leitura visual apos
24 horas de reincubacgdo. O efeito sinérgico foi avaliado calculando o indice da
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Fracdo Inibitéria (FICI), sendo que os efeitos das combinacbes dos agentes
antimicrobianos foram classificados em: sinérgico (FICI < 0,5), aditivo ou indiferente
(FICI >0,5 e < 4) e antagonico (FICI >4).

Resultados e Discussao

TrEO e 6,7-D foram avaliados frente a 11 espécies de MNTs (Tabela 1),
apresentando atividade tanto para as MNTs de crescimento lento quanto para as de
crescimento rapido. Os valores de CIM variaram entre 31,25 a >250 pug/mL para o
TrEO e entre 15,62 e >250 pg/mL para o 6,7-D, destacando a atividade promissora
do TrEO contra M. abscessus, com CIM 31,25 pg/mL e do 6,7-D contra M. chelonae,
com CIM 15,62 pg/mL. Sendo valores promissores, sabendo que algumas MNTs
estdo largamente associadas com infecgcdes humanas, em especial micobactérias
de crescimento rapido e predominantemente M. abscessus, visto que causa
infeccbes graves e de dificil tratamento.

Tabela 1. Concentracao inibitéria minima (CIM) do 6 ,7-dehidroroileanona e do
Oleo essencial de Tetradenia riparia frente a micobactérias ndo tuberculosas
(MNT)

CIM pg/mL
MNT

TrEO 6,7-D

MNT de crescimento rapido  Mycobacterium abcessus 31,25 NR

Mycobacterium bolletti 62,5 NR
Mycobacterium chelonae NR 15,62

Mycobacterium smegmatis 62,5 >250

Mycobacterium fortuitum 125 62,5

Mycobacterium massiliense 62,5 NR

MNT decrescimento lento Mycobacterium gordonae >250 NR
Mycobacterium kansasii 125 62,5

Mycobacterium szulgai 62,5 NR

TrEO: 6leo essencial de Tetradenia riparia; 6,7-D: 6,7-dehidroroileanona; NR: nao realizado.

Recentemente, Baldin et al. (2018) reportou 6,7-D com potencial atividade
anti-Mtb em pH neutro, 0 que nos encorajou a seguir com 0s ensaios de associacao
de farmacos. Neste estudo, avaliou-se a atividade do diterpeno associado com os
farmacos anti-TB de primeira linha em pH normal e pH &cido, frente a cepa Mtb
Hs7Rv (Tabela 2). Nossos resultados mostraram que o 6,7-D foi ativo em pH &cido,
além de apresentar sinergismo quando associado a PZA (FICI 0.28). Para as demais
combinagdes analisadas, 6,7-D foi aditivo ou indiferente.
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Tabela 2. Concentracao inibitéria minima (CIM) do 6 ,7-dehidroroileanona e dos
farmacos isolados e combinados, além da interagdo s  inérgica da substancia
com os farmacos.

CIM pg/mL CIM da combinacao pg/mL FICI
pH 6.8 pH 6.1 pH 6.8 pH 6.1 pH 6.8 pH 6.1
6,/D H E R 6,7/D Z 6,7/D+H 6,7D+E 6,7D+R 6,7/D+Z 6,7D+H6,7D+E6,7/D+R6,7D+Z

31,25/ 31,25/ 15,625/ 31,25/
31,30,06 10,02 31,3100 0.06 1 0,003 3125 2 2 0,75 0,28

FICI: indice de Fracéo Inibitéria; 6,7D: 6,7-dehidroroileanona; H: isoniazida; E: etambutol; R:
rifampicina; Z: pirazinamida.

Conclusbes

Nossos resultados mostraram atividade antimicobacteriana do TrEO e da
substancia pura 6,7-D, sendo mais ativos em M. abscessus e M. chelonae,
respectivamente. Adicionalmente, o 6,7-D apresentou efeito sinérgico com
pirazinamida frente a cepa padrdao Hs;Rv, e aditivo ou indiferente com os demais
farmacos de primeira linha utilizados na terapia da doenca. Com isso, expande-se a
possibilidade no desenvolvimento de novos esquemas terapéuticos para
Mycobacterium spp., sendo necessario mais estudo a fim de elucidar melhor a acao
dessas moléculas nos bacilos.
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