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RESUMO

O complexo Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose (TB),
caracteriza-se pela principal causa de morte por Unico agente infeccioso,
acarretando problemas de saude publica mundial. A TB € altamente transmissivel,
sendo transmitida de pessoa a pessoa pela inalacdo de aerossois contendo o bacilo.
O tratamento € complexo e requer ao menos 6 meses, utilizando um esquema
poliguimioterapico com os farmacos isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol e
pirazinamida. Atualmente, o maior problema a ser enfrentado é a resisténcia dos
bacilos ao tratamento. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
sinérgico de uma semicarbazona associada com os farmacos isoniazida, rifampicina
e etambutol por meio da técnica resazurin drugs combination microtiter assay
(REDCA). O indice de concentracao inibitoria fracionada (FICI) < 0,5 foi considerado
sinérgico. Foi observado sinergismo entre a semicarbazona (21) associada aos
farmacos INH e RIF, com valores respectivos de FICI=0,375 e FICI=0,281. Os
resultados promissores podem ser opcao em futuras investigacoes de interacao de
medicamentos contra M. tuberculosis.

INTRODUCAO

A TB é uma doenca infectocontagiosa, causada por bactérias pertencentes ao
complexo Mycobacterium tuberculosis e transmitida de pessoa a pessoa pela
inalacdo de aerossois contendo o bacilo. Mesmo sendo conhecida a milénios,
continua sendo um dos grandes problemas de saude publica mundial,
principalmente em paises subdesenvolvidos (WHO, 2022). Antes da pandemia de
COVID-19, a TB era responsavel pelo maior nimero de mortes em todo o mundo.
De acordo com o ultimo relatério global da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de
2022, em 2021 a pandemia continua impactando negativamente no diagnostico da
TB, diminuindo as notificacdes de 7,1 milhdes em 2019 para 5,8 milhdes em 2020.
Nos anos de 2020 e 2021 houve aumento do numero de mortes e transmissao
comunitaria (WHO, 2022).
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O esquema terapéutico é composto por quatro farmacos, sendo eles a rifampicina,
etambutol, pirazinamida e isoniazida. Visto o longo tempo de tratamento e a
resisténcia intrinseca do bacilo aos antibidticos, muitos pacientes abandonam o
mesmo (WHO, 2022).

As semicarbazonas vem sendo extensivamente estudadas na Quimica Medicinal
devido ao amplo perfil farmacologico. As mesmas apresentam importante atividade
antichagasica, anticonvulsivantes, hipnéticos, pesticidas e herbicidas (Beraldo,
2004).

Esta pesquisa objetiva a busca de novas substancias que possam fazer parte do
tratamento antituberculose, como futuros farmacos ou protoétipos de farmacos, ou
ainda que possam vir a compor 0 esquema poligquimioterapico, visto o longo tempo
de tratamento e os efeitos colaterais acarretados pelo mesmo. Tendo isso em vista,
foi analisado o potencial sinérgico da semicarbazona (21) com os farmacos
isoniazida (INH), rifampicina (RIF) e etambutol (EMB). O estudo visa a busca por
novas substancias que possam vir a compor 0 esquema poliquimioterapico, visto o
longo tempo de tratamento e os efeitos colaterais acarretados pelo mesmo.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo que busca novas substancias com potencial para compor,
futuramente, o esquema de tratamento da TB.

A substancia sintética foi diluida em dimetilsulféxido, em seguida, armazenada sob
refrigeracdo a 10.000 pg/mL.

Para determinacéo do efeito combinatério entre a semicarbazona com a isoniazida,
rifampicina e etambutol frente a cepa padrdao Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv, foi
utilizado a técnica resazurin drugs combination microtiter assay (REDCA), em
duplicata. O objetivo da técnica é a avaliacdo do potencial efeito sinérgico entre a
substancia e os farmacos utilizados no tratamento da TB (Caleffi-Ferracioli et al.,
2013).

A cepa M. tuberculosis foi cultivada em meio liquido Middlebrook 7H9 e
suplementado com OADC. Foram utilizadas microplacas de 96 pogos. Como
manutencdo da umidade. Foi adicionado 200uL de agua nas laterais da placa, com
excecao do poco 1H, o qual é utilizado como controle negativo. Em seguida, foi
adicionado 100uL de meio liquido Middlebrook 7H9 suplementado com OADC nos
demais pocos da microplaca, com excec¢éo do poco 11A. No pogo 1H, foi adicionado
200uL de meio Middlebrook 7H9. Para a combinacédo da semicarbazona (droga A)
com o farmaco (droga B), a droga B foi adicionada em toda a coluna 11 e diluida
seriadamente (100 pL), da direita para a esquerda, até a coluna 3, enquanto a droga
A foi adicionada na linha A e diluida seriadamente (100uL) de cima para baixo, até a
linha G. O crescimento bacteriano foi ajustado a escala 1 de McFarland, seguida da
diluicdo 1:20. Foi adicionado 100uL do padronizado bacteriano em todos os pocgos
da microplaca, com excecdo do controle negativo que contém apenas meio de
cultura. Em seguida, a microplaca foi incubada por 7 dias a 35°C. Apés incubacéao,
foi adicionado 30uL de resazurina, utilizada como solucéo reveladora, em cada poco
da microplaca. Incubou-se novamente a placa por 24h. Em seguida, foi realizada
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analise visual pela mudanca da coloracdo de azul para résea, podendo entdo, ser
caracterizado a FICI da droga A combinada com a droga B. Para determinar a FICI
de cada associac¢dao, foi utilizado a seguinte férmula: (CIM A + B/ CIM A) + (CIM B +
A/ CIM B). As substancias A e B isoladas séo representadas, respectivamente por
CIM A e CIM B. CIM A + B é referente ao valor da CIM da substancia A combinada a
substancia B. Ja a CIM B + A, refere-se a substancia B combinada a substancia A.
Os efeitos combinatorios sinérgicos sado classificados como sinérgico (FICI < 0,5),
aditivo (FICI > 0,5 a 4,0) e antagonista (FICI > 4,0) (Caleffi-Ferracioli et al., 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a interacdo entre medicamentos, todos os novos candidatos a farmacos
devem ser testados com medicamentos rotineiramente utilizados no esquema basico
(EB) de tratamento da TB, uma vez que interagGes antagbnicas podem prejudicar o
tratamento e, portanto, facilitar a selecao de bacilos resistentes.

Foram testados trés farmacos do EB associados a semicarbazona. Os resultados
obtidos do Indice de Concentragéo Inibitoria Fracionada (FICI) da semicarbazona
combinada com a isoniazida, rifampicina e etambutol que estdo descritos na tabela
1.

Ao combinar a substancia (21) com INH, EMB e RIF obteve-se, respectivamente,
FICI=0,375, FICI=1,13 e FICI=0,281. Segundo a metodologia de referéncia, a
combinacdo da substancia (21) com INH e RIF foram classificadas como sinérgica,
enquanto a combinacdo com EMB foi classificada como aditiva.

Considerando que se busca o sinergismo entre a substancia (21) e os farmacos
testados, a FICI de INH e EMB mostraram-se promissoras. O resultado de
sinergismo com RIF também foi encontrado por Costacurta et al. (2020) quando
testado com tiadiazoéis derivados do (-)-canfeno. Outros autores (Sampiron et al.,
2019) encontraram sinergismo de acilhidrazonas com INH, corroborando com este
estudo.

Tabela 1: indice de Concentracéo Inibitoria Fracionada (FICI)
dos farmacos Isoniazida, Rifampicina e Etambutol associado a
substancia (21), frente a cepa referéncia Hsz7Rv.

Farmaco Substancia FICI
Isoniazida (INH) 21 0,375
Etambutol (EMB) 21 1,13
Rifampicina (RIF) 21 0,281
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CONCLUSOES

Com excecdo de EMB, os farmacos INH e RIF associados a substancia (21)
mostraram-se promissores, sendo classificados como sinérgicos. A combinacéao de
farmacos para o tratamento da TB é uma ferramenta muito utilizada, visto que séo
associados medicamentos ja conhecidos com o0s antituberculosos classicos. Nesse
sentido, a busca por novas substancias capazes de diminuir o efeito colateral e o
tempo de tratamento vem sendo extensivamente estudadas atualmente. Novos
estudos devem ser realizados com objetivo de avaliar a citotoxicidade e o
mecanismo de acdo da substancia (21) frente ao bacilo.
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