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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo de compostos sintéticos com
possivel acdo de IAChE por meio da metodologia REMA na cepa
Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv e isolados clinicos com diferentes perfis
de resisténcia. As CIMs (concentracdo inibitéria minima) contra M.
tuberculosis Hsz;Rv e isolados clinicos, para as 14 substancias testadas os
resultados de CIM variaram de 31,25 a >250 pg/mL, e de 62,5 a >250
png/mL, frente a cepa de referéncia e aos isolados clinicos, respectivamente.
Foi concluido, portanto, que os compostos sintéticos avaliadas no presente
estudo demonstraram baixa atividade contra M. tuberculosis e isolados
clinicos, entretanto, novos testes devem ser realizados frente a outros
microrganismos para confirmacdo de sua atividade.

Introducao

A tuberculose (TB), doenca causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis, esta entre as 10 principais causas de morte no mundo, e a
principal causa de morte ocasionada por um Uunico agente infeccioso,
superando até o HIV. Em 2018, tivemos 1,5 milhées de mortes por TB, e no
mesmo ano, foi estimado que cerca de 10 milhdes de pessoas contrairam a
doenca mundialmente (WHO, 2020), apenas o Brasil contribuiu para este
numero com cerca de 95 mil novos casos. Cerca de um quarto da populacéo
mundial esta infectada com M. tuberculosis, portanto, estdo em risco de
desenvolver a doenca (WHO, 2019).

A TB multirresistente (MDR-TB), cepa resistente a pelo menos rifampicina
(R) e isoniazida (H), continua sendo um problema de salde publica. H&
também cepas extensivamente resistentes (TB-XDR), que sdo aquelas que
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farmacos injetaveis de segunda linha (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
Neste sentido, a busca de novos farmacos ou mesmo a utilizacdo de
farmacos ja liberados para uso e com atividade para tratamento de outras
doencas, devem ser testados sua atividade anti M. tuberculosis. A busca de
novos farmacos envolve diferentes abordagens e para isto uma imensa
guantidade desses ainda precisam ser estudados. Kapp e colaboradores
(2017) estudaram a atividade anti-TB de inibidores de acetilcolinesterase
(IAChE) e tal investigacdo demonstrou que além da atividade de
neuroprotecdo, a mesma apresenta atividade anti-TB.

Nesse contexto, uma vez que em estudos prévios foi determinado a acéo de
IAChE em M. tuberculosis, aumenta o interesse na busca de novos
compostos inibidores sintéticos e testa-los contra M. tuberculosis, na
tentativa de descobrir compostos que podem inibir o crescimento do bacilo.

Materiais e métodos

1. Obtencéo dos compostos.
Compostos derivados de IAChE foram sintetizados e gentilmente cedidos
pelo Departamento de Quimica da UEM, e estédo descritos na Tabela 1.

2. Cepa de referéncia M. tuberculosis Hs;Rv, isolados clinicos e
preparo do indculo bacteriano.

Foram utilizadas para o presente estudo a cepa de referéncia M.
tuberculosis Hz;Rv ATCC 27294 e isolados clinicos com diferentes perfis de
resisténcia, incluindo isolados multidroga resistentes com mutacdes
previamente determinadas, proveniente da micobacterioteca do Laboratorio
de Bacteriologia Clinica da UEM. A cepa de referéncia, assim como 0s
isolados clinicos, foi semeada em Middlebrook 7H9 suplementado com
OADC (Ac. Oléeico, Albumina, Dextrose e Catalase) e incubados por 15 dias
a 35-37 °C.

3. Determinacgdo da Concentracao Inibitéria Minima ( CIM).

Solucbes dos derivados de IAChE foram diluidas serialmente a razao 1:2
para a obtencdo de uma concentracdo final de 2000 a 1,95 pg/mL. A
concentracdo inibitéria. minima (CIM) dos derivados para a cepa de
referéncia M. tuberculosis e isolados clinicos foram determinados pelo
método Resazurin Microtiter Plate Assay - REMA em microplacas de 96
orificios descrito por Palomino et al. (2002).

Nas microplacas para o método REMA, os compostos foram serialmente
diluidos em Middlebrook 7H9 suplementado com OADC e em seguida foi
adicionado o inéculo bacteriano previamente padronizado de acordo com a
turvacdo correspondente a escala 1 de McFarland e diluido na razdo 1:20
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em Middlebrook 7H9 suplementado com OADC. As microplacas foram
seladas e incubadas a 35-37 °C em atmosfera normal por 7 dias. Apos esse
periodo, 30 uL de solucéo de resazurina 0,01% (Acros, Morris Plains, NJ,
USA) recém preparada, foi adicionada a cada orificio e as placas foram
reincubadas a 35-37 °C por 24h para posterior leitura visual.

A mudancga da cor azul para rosa pela reducéo da resazurina foi considerada
como presenca de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor
concentragdo do farmaco capaz de inibir a mudanca de cor da resazurina de
azul para réseo (inibicdo do crescimento bacteriano).

Resultados e Discussao

Foi determinado a atividade anti-TB de 14 substancias sintéticas frente a M.
tuberculosis cepa de referéncia e 5 isolados clinicos com diferentes perfis de
resisténcia. Os resultados sdo mostrados na Tabela 1. Os valores de CIM
variaram de 31,25 pg/mL a >250 pg/mL para M. tuberculosis Hz;Rv, 62,5
pHg/mL a >250 pug/mL para os demais isolados clinicos. Foi detectada pouca
variagdo nos valores de CIM das substéncias em cepa padréo e isolado
clinico com resisténcia aos principais farmacos anti-TB. Em excec¢do, as
substancias C2NV e C2N4 apresentaram uma atividade ligeiramente melhor
no bacilo sensivel (CIM 31,25 ug/mL), enquanto que a substancia TZLP
mostrou-se mais eficiente em todos os isolados clinicos resistentes testados
gue na cepa sensivel (CIM 62,5 pg/mL).

Tabela 1. Perfil de sensibilidade e concentragéo inibitéria minima (CIM) das
substancias sintéticas em Mycobacterium tuberculosis.

Substancias

sintéticas CIM (ng/mL)
IAChE | Hs7Rv* 309** T3A** T1A** Brf07 = 3614** |
CVNV | 250 | 125 | 250 | 125 | >250 | 250 |
C2NV | 31,2 | 125 | >250 | 125 | 250 | 250
C4N4 | >250 | >250 | >250 | 250 | >250 | >250
C2N4 | 31,2 | 125 | 250 | 62,5 | 250 | 125
CVN4 | >250 | >250 | >250 | 250 | >250 | >250
C4ANV | 250 | 125 | 250 | 125 | 125 | 125
C2N3 | 250 | 250 | >250 | 125 | >250 | 250
C4N3 | 62,5 | 62,5 | 250 | 62,5 | 125 | 125
C2NM | 250 | 250 | 250 | 125 | 250 | 250
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CVN3 250 62,5 250 >250 >250 125
OXON | 62,5 | 62,5 | 125 | 62,5 | 125 | 62,5
TZAB | 250 | 250 | >250 | >250 | >250 | >250
TZLP | 250 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5
TZAE | 250 | 125 | 125 | 125 | 250 | 250

CIM: concentragao inibitéria minima; IAChE: inibidores de acetilcolinesterase; *: cepa padrdo de M. tuberculosis; **:
isolado clinico multidroga resistente (MDR).

Conclusbes

Foi concluido que os compostos sintéticos avaliadas no presente estudo
demonstraram baixa atividade contra M. tuberculosis e isolados clinicos,
entretanto, novos testes devem ser realizados frente a outros
microrganismos para confirmacao de sua atividade.
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