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RESUMO

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) € o agente causador da tuberculose (TB), uma
doenca infectocontagiosa, considerada uma das mais mortais do mundo. A TB continua
sendo grande problema de saude publica mundial e até o0 momento ndo houve uma forma
efetiva de erradica-la. Uma grande mudanca na trajetéria da TB aconteceu com a
introducédo das primeiras drogas anti-TB e por consequéncia o surgimento de formas de
resisténcia aos antimicobacterianos, a tuberculose multidroga resistente (MDR-TB) e a
tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB). A partir disso, surge a necessidade de
novos farmacos serem propostos no tratamento dessa doenca. O presente estudo busca
avaliar compostos derivados do tipo diamina, relacionados ao etambutol, frente ao Mtb
sensivel e MDR-TB. Dez compostos derivados da classe 1,2-alcano-diamina foram
sintetizados e caracterizados estruturalmente pelos laboratérios de quimica farmacéutica
da Universidade de Salamanca. Para os testes biologicos foi utilizada a cepa padréo de
referéncia, H37Rv (ATCC 27294) classificada como cepa sensivel a todas as drogas
utilizadas no tratamento da TB e um isolado clinico com perfil de MDR ao Etambutol,
cedido pelo Laboratério de Saude Publica de Pernambuco. A avaliacdo da atividade dos
compostos foi determinada pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em placas de 96
pocos através do método de microdiluicdo colorimétrico. Para a realizacdo da
citotoxicidade (CC50) foi utilizado o teste do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetraz6lio) com a linhagem celular J774A.1. O indice de seletividade (IS) foi
calculado pela razéo da CIM e da CC50. Os dez compostos testados apresentaram uma
CIM variando entre 4,0 a >64,0 uM para cepa H37Rv e MDR. Em relagao a CC50, os
compostos apresentaram uma faixa de concentracdo variando em 3,9 a 32,8 uM. O
composto D15 exerceu a melhor atividade frente a cepa de referéncia (H37Rv) e a cepa
MDR (MDR 1576), no teste de citotoxicidade o composto que apresentou melhor
resultado foi 0 D10. Com relacéo ao indice de seletividade, os compostos A4 e A5 foram
0s que obtiveram os melhores resultados mesmo estando abaixo do indice ideal. Os
compostos avaliados neste estudo demonstraram moderada atividade contra o
Mycobacterium tuberculosis e suportam a continuidade do estudo dos derivados 1,2-

alcano-diamina.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Novos compostos; Farmacos



ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is the causative agent of tuberculosis (TB), an
infectious-contagious disease, considered one of the deadliest in the world. TB remains a
major global public health problem and so far, there has been no effective way to
eradicate it. A major change in TB trajectory occurred with the introduction of the first anti-
TB drugs and consequently the emergence of resistance forms to antimycobacteria,
resistant multidrug tuberculosis (MDR-TB) and extensively resistant tuberculosis (XDR-
TB). From this, the need arises for new drugs to be proposed in the treatment of this
disease. The present study aims to evaluate diamine derivatives, related to ethambutol,
against sensitive Mtb and MDR. Ten compounds derived from the class 1,2-alkanediamine
were synthesized and characterized structurally by the pharmaceutical chemistry
laboratories of the University of Salamanca and provided through international
cooperation. For the biological tests, the standard reference strain H37Rv (ATCC 27294)
was classified as a strain sensitive to all drugs used to treat TB and a clinical isolate of a
patient affected by pulmonary tuberculosis with a MDR profile, provided by the Health
Laboratory Public of Pernambuco. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) determined the
evaluation of compound activity in 96-well plates by the colorimetric microdilution method.
For cytotoxicity (CC50) the MTT test (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide) was used with the J774A.1 cell line. The selectivity index (IS) was calculated by
the ratio of MIC and CC50. The ten compounds tested had a MIC ranging from 4.0 to>
64.0 uM for strain H37Rv and MDR. With respect to CC50, the compounds had a
concentration range ranging from 3.9 to 32.8 yM. Compound D15 exerted the best activity
against the reference strain (H37Rv) and MDR strain (MDR 1576), however in the
cytotoxicity test the compound that presented the best result was D10. Regarding the
selectivity index, compounds A4 and A5 were the ones that obtained the best results even
though they were below the ideal index. The compounds evaluated in this study showed
moderate activity against Mtb and support the continuity of the study of 1,2-alkanediamine

derivatives.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, New compounds, Drugs
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenga infectocontagiosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que afeta tipicamente os pulmdes, mas pode atingir
qualquer 6rgéo do corpo, causando a tuberculose extrapulmonar. E uma doenca grave e
constitui um dos grandes problemas de saude publica no mundo, tendo sido considerada
uma emergéncia global pela Organizacdo Mundial de Salude (OMS) e a maior causa de
morte por doenca infecciosa em adultos. Em 2017, foi estimado que 10,4 milhdes de
pessoas desenvolveram tuberculose no mundo, 1,5 milhdo dos pacientes foram a 6bito e
estimados 490.000 novos casos de tuberculose multidroga resistente (TB-MDR), com

aproximadamente 190.000 mortes por resisténcia no mesmo ano (WHO, 2019).

A tuberculose, no Brasil € uma das principais causas de morbimortalidade,
ocupando o 16° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos no
mundo. O pais notificou 72.788 novos casos de TB em 2018. Dos casos registrados nao
se tem dados ainda em relacdo aos o6bitos de 2018, no entanto no ano de 2017,

aproximadamente 4.530 individuos vieram a oObito.

O estado de Pernambuco registrou, em 2018, 5.026 novos casos, sendo o 4°
estado do Brasil com maior taxa de incidéncia, em que o numero de casos da doenca
aumentou de 4.599 para 5.026, entre 2015 e 2018 (BRASIL, 2019; SVS, 2018; WHO,
2019).

Os principais fatores atribuidos ao desafio global da tuberculose incluem: a
incidéncia de cepas M. tuberculosis (Mtb) resistentes para as mais eficazes drogas anti-
TB de primeira e segunda linhas, o crescimento populacional de co-infectados TB-HIV e
individuos imunocomprometidos e imunossuprimidos (AHMAD; MOKADDAS, 2014).

O diagnostico precoce e tratamento adequado sé&o essenciais para a eficacia dos
programas publicos de controle da doenca, os quais buscam curar os doentes e evitar a
transmissdo da doencga. O tratamento inadequado ou a ndo-aderéncia pelo paciente, quer
seja por abandono ou efeitos adversos da medicacdo, sdo importantes fatores de risco
para o desenvolvimento da resisténcia na tuberculose, e o tempo durante o qual a cadeia
de transmissibilidade é mantida tem sido apontado como um dos principais fatores de
perpetuacéo da doenca (DUCATI et al., 2006; HUF et al, 2012).

A resisténcia aos farmacos antituberculose (anti-TB) e, em particular, a

multirresisténcia (MDR-TB e XDR-TB) constitui uma ameaca grave ao controle da
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tuberculose (WHO, 2019). Casos de MDR-TB e XDR-TB podem resultar tanto de
infeccbes primarias com cepas drogas resistentes ou de tratamentos inadequados,
produzindo taxas de mortalidade muito elevadas. Além disso, a ocorréncia de interacoes
droga-droga, exclui a coadministracdo de algumas drogas anti-TB com outras medicacfes
usadas em doencas cronicas, tal como a AIDS (SHEHZAD et al., 2013). Portanto, &
necessario e importante a busca de novas e eficientes drogas anti-TB, que possam ser
utilizadas como estratégia de controle nessa grande endemia (WHO, 2019).

Novas drogas candidatas devem encurtar o tratamento padrédo da tuberculose e
serem suficientemente eficazes contra o TB-MDR. Embora varios compostos estejam
atualmente em fases avancadas de ensaio clinico, durante os ultimos 40 anos, apenas
um composto foi introduzido no mercado para tratamento da tuberculose, focado na TB-
MDR. Contudo, nos ultimos anos, pesquisas cientificas no desenvolvimento de novas
drogas anti-TB tém sido enfaticamente produzidas. Atualmente, alguns compostos estao
em fase de desenvolvimento clinico, enquanto outros estdo em fase de investigacéo pré-
clinica, na tentativa da descoberta de novas moléculas para serem usadas no tratamento
da TB (SHEHZAD et al., 2013).

A Esfingosina (SPH) é uma classe promissora como novo composto em potencial.
Esfingosina-1-fosfato (S1P), a forma ativada do SPH, esta envolvida em alguns processos
biolégicos, incluindo a mobilizacdo do Ca?', o crescimento celular, diferenciacdo e
motilidade. Tem sido relatado que o papel de SPH e outros componentes lipidicos em
endossomas que contém o Mtb levam a ativacao de lisossomos de células infectadas pelo
bacilo. Estes achados podem dar suporte ao uso de esfingoanalogos na configuracédo de
regimes de droga eficazes no ataque de reservatorio de Mtb humano, a TB latente, que

afeta um terco da populacédo do planeta (OLMO et al., 2009).

Do ponto de vista estrutural, SPH e DSPH contém como um arranjo funcional
pseudo-simétrico, um fragmento aminoetanol (hidroxietilamina) presente em duplicata,
embora separadas por uma ponte de etileno, na estrutura de um dos medicamentos de
primeira linha anti-TB, o etambutol (EMB). Além disso, o EMB contém uma ponte central
de etilenodiamina, o que é também necessario para a sua atividade antimicobacteriana.
Estudos do mecanismo de acdo do EMB revelaram a sua capacidade para interferir com a
integridade da parede celular micobacteriana, através da inibicdo da biossintese de
arabingalactano, embora outras vias possiveis também tenham sido propostas (OLMO et
al., 2009).
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Este estudo buscou avaliar a acdo de um numero selecionado de novos derivados
da classe 1,2-alcanodiamina contra o Mtb, com o objetivo de descobrir potenciais novos

agentes anti-TB.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Historico da Tuberculose

A tuberculose pode ser considerada uma das patologias mais antigas do mundo,
sendo descrita em diversos periodos da humanidade (DANIEL, 2006). A TB é conhecida
como uma doenca transmitida pelo ar que afeta principalmente os pulmdes, apresentando
uma sintomatologia que compreende um quadro clinico de febre e tosse (FOGEL, 2015).
Evidéncias dessa doenca s&o encontradas em tratados arqueoldgicos de épocas
passadas (DANIEL, 2006), porém a maior informacéo que nos chega sobre as vitimas da

tuberculose é relativa as camadas sociais mais altas (ROSEMBERG, 1999).

No Brasil, os primeiros casos de tuberculose sdo datados da Brasil Colonia em
meados de 1.500 (MACIEL et al, 2012). E de conhecimento de todos que durante um
processo de colonizacdo, os colonos de paises em processo de urbanizacdo ou
urbanizados, traziam consigo varias enfermidades, a maioria ndo endémica das regides
dominadas, assim contaminando a populacédo local (ROSEMBERG, 1999). Acredita-se
gue as interacbes entre jesuitas previamente infectados com o bacilo culminaram no
adoecimento e morte de inimeros nativos, que apresentavam quadro de febre e tosse
(MACIEL, 2012).

Durante o Brasil império (1822 — 1889), a taxa de mortalidade por TB era de 1 a
cada 150 habitantes. Pertinente a este problema, o setor publico de saude da época
desenvolveu medidas de controle sanitario a fim de combater ndo apenas a TB, mas
outras epidemias, como a variola e febre amarela. No entanto, durante o século XIX, uma
epidemia de tuberculose se expandiu pelo pais, representando uma importante causa de
mortalidade, afetando principalmente a porcdo carente da populacdo, devido as
consideracdes insalubres e precaria de higiene (ROSERMBERG, 1999; MACIEL et al.,
2012).

No inicio do século XX, o individuo que contraia a tuberculose passou a ser visto,
como uma pessoa refinada, existindo entdo um ideal roméntico ao redor dessa doenca.
Diversas personalidades da época faleceram de TB, destacando-se José de Alencar,

Augusto do Anjos, Cruz e Sousa e Casemiro de Abreu. Como a histéria € resumida pela
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histéria das classes dominantes, junto com esse ideal roméantico, ocorreu 0 esquecimento
de milhGes de desvalidos que morreram pela tuberculose, tanto no passado como na
modernidade, praticamente nenhuma noticia se tem relativamente aos seus sofrimentos e
dramas (ROSEMBERG, 1999; PORTO, 2007; MACIEL et al., 2012).

Durante o século XX, com uma elevada taxa de mortalidade de tuberculose
ocorreram diversos projetos de intervencao sanitaria por médicos e instituicbes da época,
com o intuito de combater essa enfermidade. No entanto, apenas com Oswaldo Cruz, que
se tornou diretor geral de Saude Publica, em associacdo com a reforma Carlos Chagas,
gue passou a existir um maior compromisso do estado brasileiro no combate a
tuberculose, avancando em melhores formas de diagnostico, prevencdo e tratamento
(MACIEL et al, 2012).

A vacinacédo de recém-nascidos com o Bacilo Calmette e Guérin (BCG) foi iniciada
em 1917. Na década de 40, foi criada a Campanha Nacional Contra a Tuberculose,
havendo envolvimento de 6rgéos publicos e instituicdes privadas, gerando um impacto

positivo na época.

Com o surgimento de farmacos, houve uma maior eficacia no tratamento da
tuberculose. Em 1944, o pesquisador Selman Waksman descobriu a estreptomicina,
sendo utilizada no tratamento da TB. Com o0 surgimento de resisténcia ao tratamento,
surgiu a necessidade de buscar novas drogas, a partir desse fato houve o
desenvolvimento de outros farmacos anti-TB que séo utilizados até hoje em dia, como a
isoniziada, pirazinamida, etambutol e rifampicina, possibilitando uma diminuicdo
expressiva na taxa de mortalidade (BERTOLLI FILHO, 2001; MACIEL et al., 2012).

No entanto, mesmo com advento de farmacos anti-TB o negligenciamento da TB
continuou, desta forma em 2006 a OMS introduziu o plano STOP TB - A Estratégia "Stop
TB" no qual definiu-se 0s passos que os programas nacionais de controle da TB e seus
parceiros precisam seguir ativamente e tendo o apoio ativo de todos os interessados.
Uma acédo direcionada aos casos e tuberculose e de coinfec¢céo entre bacilos da TB-MDR
e HIV (WHO, 2017).

Logo em 2014, a OMS implementou o programa END TB, uma estratégia que aborda
metas e planos para erradicar a epidemia de Tuberculose com um plano estratégico de
2016 a 2035. (DILIKOV; RAVIGLIONE; SCANO, 2015).
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2.2 Epidemiologia

A tuberculose é considerada um problema global de sadde publica, no momento
atual permanece como uma das dez maiores causas de doenca e morte na populacao
mundial.

No ano de 2017 foram detectados cerca de 10,4 milhdes de novos casos no
mundo, destes, 6,2 milhdes eram homens (60%), 3,2 milhdes mulheres (30%) e 1
milhdo criangas (10%). Dos 10,4 milhdes de casos, aproximadamente 1 milhdo de
individuos (10%) apresentavam coinfeccdo com o HIV. Cerca de 1,7 milhdes de
pessoas vieram a 6bito por tuberculose. Estima-se que sete paises (China, Filipinas,
Paquist&o, india, Indonésia, Nigéria e Africa do Sul) sdo responsaveis por 64% dos
novos casos de TB (WHO, 2017). No entanto, segundo a OMS, apenas 6,3 milhdes de
casos foram devidamente registrados e reportados, o que indica um déficit de 4,1
milhdes de casos nado notificados (WHO, 2017).

No Brasil, em 2018, foram notificados 72.788 novos casos de TB, apresentando
uma incidéncia de 40 casos para cada 100 mil habitantes. No ano de 2017,
aproximadamente 4.530 individuos vieram a 6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2017;
WHO, 2017).

O estado de Pernambuco notificou, no ano 2018, 5.026 novos casos de
tuberculose, tendo o estado apresentado uma das maiores taxas de mortalidade por
TB do pais, com 4,5 casos por 100 mil habitantes, em que o nimero de casos da
doenca aumentou de 4.599 para 5.026, entre 2015 e 2018. (MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

2.3 Agente Etiolégico

A tuberculose é uma doenca causada pelas bactérias que compdem o complexo
Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M.
microti, M. pinnipedi e M. caprae, deste complexo quando falamos em saude publica o M.
tuberculosis e M. africanum s&o os principais causadores de TB, no qual o M. tuberculosis
é a espécie mais importante. (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Esse complexo de micobactérias (MTC) € formado por bacilos finos e retos, que

variam de tamanho de acordo com a espécie, alternando entre 1 a 10 um de comprimento
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e 0,2 e 0,6 um de largura. Sado imoéveis, aerdbios estritos e intracelular facultativo.
Reproduzem-se de forma assexuada, por divisdo binaria. A tuberculose é uma bactéria de
proliferacdo lenta, que nado esporula e nem forma cépsula. Além disso, essas
micobactérias sdo caracterizadas pela presenca de uma elevada concentracdo de acidos
micolicos em sua parede celular, que conferem uma importante resisténcia a dessecacao
da parede por substancias de carater alcool-acido, reagentes quimicos e antibidticos.
Devido a isso, durante as etapas de lavagem das coloracdes de Ziehl-Neelsen (ZN), a
parede continua a reter o corante, mesmo apos a acdo de solucdes de lavagem
convencionais, caracterizando-os como bacilos acool-acido resistentes (BAAR)
(SOMOSKOVI & SALFINGER, 2014).

2.4 Transmissao

O M. tuberculosis é transmitido por via aérea, por meio da tosse, fala ou espirro de
um individuo com tuberculose pulmonar em fase ativa (bacilifero). Esses pacientes tém
uma maior capacidade de transmissdo da doenca, comumente apresentando uma

baciloscopia positiva em amostras de escarro. (TALBOT & RAFFA, 2015).

A TB acomete, prioritariamente, o pulmao, que também é a porta de entrada da
maioria dos casos. As goticulas exaladas (goticulas de Pfliger), ao entrarem em contato
com o ar, rapidamente se tornam secas e transformam-se em particulas menores (<5-10
um de diametro). Essas particulas menores, conhecidas como Nucleos de Wells
(CAMPOQOS, 2006), contém um a dois bacilos, podendo manter-se em suspensao no ar por
muitas horas e sdo capazes de alcancar os alvéolos, nos quais podem se multiplicar e

provocar a chamada primo-infec¢do (RIEDER, et al, 1999).

A probabilidade de uma pessoa ser infectada depende de fatores exdgenos e
endogenos, como as barreiras naturais do organismo (cilios nasais, depuracdo mucociliar,
tosse) que podem impedir que ocorra a infec¢do. Entre eles, pode-se citar a infectividade,
a duracdo do contato e o tipo de ambiente compartilhado. Os pacientes com exame
bacterioldgico de escarro positivo sustentam a cadeia de transmissdo da doenca. Estima-
se que uma pessoa com baciloscopia positiva infecte de 10 a 15 pessoas em média, em
uma comunidade, durante um ano (TALBOT & RAFFA, 2015).

Um dos principais fatores do desenvolvimento da TB é o sistema imune do
invididuo. Assim, individuos com alguma imunodepresséo, ou infectados com o virus HIV,

possuem uma maior predisposicao a desenvolver a forma ativa da tuberculose, o que
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torna a coinfeccdo dessas doenca prosensa a letalidade (CAMPOS, 2006; TALBOT,
RAFFA, 2015)

2.5 Tratamento

A tuberculose € uma doenca curavel, mas enfrenta uma problematica no
tratamento devido a uma alta taxa de abandono (ARAKAWA, 2012). Atualmente o
tratamento da tuberculose é conduzido por um esquema terapéutico com duracéo de seis
meses, composto por quatro drogas de doses diarias: isoniazida (INH), rifampicina (RMP),
pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB), fornecidas pelo Programa Nacional de Controle
de Tuberculose (PNCT) e disponiveis no Sistema Unico de Salde (SUS). O tratamento
consiste em duas fases: a intensiva, que dura dois meses, composta pelos quatro
antibidticos; e a fase de manutencdo, com propésito de impedir a recidiva do bacilo,
mantendo a administracdo de RMP e INH por mais quatro meses. Além disto, caso o
paciente ja tenha feito uso de algum destes medicamentos, antes da exposi¢do a doenca,
€ necessario a substituicdo do farmaco em questdo, pela droga estreptomicina (SM)
(BRASIL, 2019).

2.6 Regime Terapéutico

2.6.1 Isoniazida (INH)

Quimicamente conhecida como hidrazida ou é&cido isonitrico, foi descoberta em
1952 e € um dos principais medicamentos utilizados no tratamento, sendo 0 mais antigo
farmaco sintético efetivo contra TB. A Isoniazida possui uma concentracdo inibitoria

minima (CIM) baixa, contribuindo assim para sua eficiéncia (ROSSETTI, et al., 2002).

A INH é um pro-farmaco (ndo ativo) que entra nos bacilos por difusdo passiva e
requer ativacdo para causar efeito. A forma toxica € ativada dentro do bacilo pela enzima
catalase-peroxidase (KatG), codificada pelo gene katG (ZHANG et al.,, 1992). O
mecanismo de acdo da INH, bem como os meios de resisténcia ao farmaco
desenvolvidos pelo bacilo, é complexo e pouco entendido. Evidéncias sugerem que esse
farmaco inibe a biossintese dos acidos micolicos que compdem a parede celular,
tornando a bactéria suscetivel aos radicais de oxigénio e a outros fatores do meio
(ROSSETTI, et al., 2002).
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Apesar da INH ser um farmaco importante na administracdo da tuberculose, sdo
observados alguns efeitos adversos, como: neuropatia periférica, dano hepatico

assintomatico e até mesmo a faléncia do 6rgao (BISAGLIA, et al., 2003).

2.6.2 Rifampicina (RMP)

Quimicamente conhecida como 3-((4-metil-1-piperazinil) iminometil, foi descoberta
em 1957 a partir da bactéria Amycolatopsis mediterranei (GROSSET, et al., 1998) e
isolado pela primeira em vez em 1959 (SENSI, et al., 1983). E um dos farmacos anti-TB
mais eficazes e, junto com a INH, constitui a base do regime de tratamento da
tuberculose. E um farmaco eficaz contra o bacilo metabolicamente ativo e contra o bacilo
latente persistente e sua principal caracteristica € a capacidade de esterilizar les6es de
TB (DICKINSON; MITCHISON, 1981).

A RMP é um derivado semissintético e sua eficiéncia com CIM contra M.
tuberculosis é baixa, assim como a INH, contribuindo para o seu éxito no tratamento
(ROSSETTI, et al., 2002).

O mecanismo de acdo da RMP é baseado na fase de crescimento da micobactéria,
onde o farmaco acopla-se a RNA polimerase, bloqueando assim a sintese de RNA
mensageiro, responsavel pela producdo de proteinas essenciais para a informacéo
genética da bactéria, o DNA (FLOSS & YU, 2005). Apesar da RMP ser um farmaco
relevante, alguns efeitos adversos: reacdes cutaneas, intolerancia gastrointestinal,
sindrome hematoldgica e coloracdo laranja dos fluidos do corpo (SIQUEIRA & GOMES,
2010).

2.6.3 Pirazinamida (PZA)

Quimicamente conhecida como pirazina-2-carboxamida, é um andélogo da
nicotinamida que desempenha um papel importante na reducao do periodo de tratamento
passando de 9 a 12 meses para 6 meses. (FOX; ELLARD; MITCHISON, 1999). Foi
descoberta em 1936, porém foi empregada no tratamento apenas em 1970 (FRIEDEN &
DRIVER, 2003).

De maneira similar a isoniazida, a pirazinamida também é um pro-farmaco que
deve ser ativado para exercer seu efeito (ZHANG et al., 2003). Uma caracteristica do
mecanismo de acdo desse farmaco é a eficicia Unica de eliminar uma populacdo de

bacilos dormentes e persistentes em meio acido, como em sitios inflamatérios



19

granulomatosos e dentro do fagossoma de macrofagos infectados, na qual outras drogas
nao conseguem exercer atividade. Logo, em combinacdo com outras drogas, a PZA
permite a reducédo do tempo de tratamento (ZHANG et al., 2014).

Mesmo a PZA sendo um farmaco importante para o tratamento, alguns efeitos
adversos sdo preocupantes: dores nas juntas, vomitos, perda de apetite, mal-estar geral,
anemia ndo originada da falta de ferro, urticaria, efeitos téxicos do figado (BISAGLIA, et
al., 2003).

2.6.4 Etambutol (EMB)

Conhecido quimicamente: dextro-etilenodiimino-di-1-butanol-dihidroclorid, € um
agente bacteriostatico contra bacilos metabolicamente ativos. E usado com outras drogas
do regime terapéutico para evitar o surgimento de resisténcia ou para limitar a extenséo
de uma possivel resisténcia existente. (ROSSETTI, et al., 2002). O EMB foi sintetizado
em 1960, porém apenas em 1968 comecou a ser empregado (DE SOUZA &
VASCONCELOS, 2005).

O EMB substituiu o 4cido para-aminosalicilico (PAS) e a estreptomicina (SM) por
ser muito mais tolerado e mais ativo; além de apresentar acdo contra cepas resistentes a
INH e & SM (AHMAD; MAKAYA; GROSSET, 2011).

Um aspecto da acdo do EMB, é a sua atividade bacteriostatica. O mecanismo de
acdo nao esta totalmente caracterizado, mas sabe-se que ele esta associado com a
inibicdo da sintese de um ou mais metabdlitos, levando a danos ao metabolismo celular,
parada da multiplicacdo e morte celular. E ativo apenas quando a célula estiver em
divisao (SOINI & MUSSER, 2001).

As evidéncias sugerem que esta acdo antimicobacteriana é devido a inibicdo de
arabinofuranosil transferases, enzimas diretamente envolvidas na biossintese da parede
celular (MIKUSOVA et al., 1995).

Uma das dificuldades durante o periodo de uso do EMB é a sua possibilidade de
gerar neurite retrobulbar e neurite periféfica. A neurite retrobulbar tem como carateristica
a baixa acuidade visual, visdo turva, a constricdo do campo visual e anormalidades na
percepcao de cor. gravidade dependera da dose e da duracdo do regime e, em muitos
casos, é reversivel (BISAGLIA, et al., 2003).
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2.6.5 Estreptomicina (SM)

Foi o primeiro farmaco utilizado no tratamento da tuberculose, descoberto em 1944
por Waksman e colaboradores, que isolaram a SM a partir de um actinomicete
(Strepomyces griseus) (GUIMARAES et al, 2006).

A SM é um antibiético aminociclitol glicosidico que inibe a tradugcdo do RNA
mensageiro (MRNA), afetando também a acuracia transducional. O mecanismo de acao
desse aminoglicosideo foi um tema de grande interesse. O principal alvo desse farmaco é
a sintese proteica para a acdo antibacteriana da estreptomicina. Em que, a estreptomicina
exerce a sua acao antibacteriana gracas a uma ligacdo a subunidade 30S do ribossomo.
A partir disso, estudos forneceram evidéncias do papel ativo dessa subunidade na sintese
de proteinas, com a importante descoberta de que a estreptomicina era capaz de induzir
erros na traducéo da mensagem codificada no mRNA. A SM tem como efeitos colaterais:
toxicidade nos ouvidos, perda de audicao, tontura, nausea, vomito e urticaria (TAVARES,
et al., 1996; ROSSETTI, et al., 2002; ARYA, 2007).

2.7 Novos Derivados

A diidroesfingosina, ou (2S,3R)-2-aminooctadecano-1,3-diol) € o componente
basico do anabolismo de esfingolipidios e ceramidas em mamiferos e consiste de uma
molécula com comprimento de cadeia de 18 atomos de carbono (PRUETT et al., 2008).
Essa categoria de cadeia longa engloba centenas de compostos designados como “bases
esfingdides”, que possuem variacées estruturais em: comprimento da cadeia; numero,
posicdo e estéreoquimica de ligagdes duplas; grupos hidroxilas e outras funcionalidades.
Estes compostos sdo encontrados em mamiferos, fungos, plantas, insetos, parasitas e
organismo aquaticos e até entdo, eram considerados apenas como componentes
estruturais das membranas celulares eucariéticos (MCQUISTON; HALLER; DEL POETA,
2006).

A esfinganina é uma das principais bases esfingdides encontradas em diversos
organismos sendo o intermediario na biossintese de novo da esfingosina, através da
dessaturacdo de diidroceramidas para produzir ceramidas e, consecutivamente, a
esfingosina. Por sua vez, a esfingosina, bem como seus derivados, detém funcgbes
biologicas cruciais na sinalizacdo celular, como: a regulacdo da proliferacdo celular, a
resposta oxidativa, a interrupcao do ciclo celular, a diferenciacdo, apoptose, inflamacéo e
resposta imune (MCQUISTON; HALLER; POETA, 2006; ZHENG et al., 2006).
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A forma ativada da esfingosina (esfingosina 1-fostato ou S1P), € um dos lipidios
sinalizadores mais estudados atualmente (LYNCH; MACDONALD, 2008). Uma das
observacbes é que a S1P é uma molécula proeminente no transito linfocitario e que
utilizar medicamentos que imitem essa sinaliza¢do poderia modular o sistema imunolégico
e assim, obter um efeito terapéutico consideravel (MANDALA et al., 2002).

Por estas moléculas fazerem parte, juntamente com o colesterol, de microdominios
na estrutura de membrana celular (raft lipidicos) ndo € surpreendente que muito
microorganismos intracelulares utilizem esfingolipidios durante o curso da infeccao.
(SCHMITZ; GRANDL, 2008). Os rafts de membrana atuam ao mediar a internalizacao de
bactérias, virus e parasitas nas células do hospedeiro e, desse modo, iniciam uma
cascata de reacOes para promover apoptose e liberagdo de sinalizadores. Ultimamente,
h& um aumento no interesse nestas moléculas, bem como enzimas metabolizadoras de
esfingolipidios como mediadoras da potogenicidade microbiana e, por conseguinte,
potencial alvo no desenvolvimento de novas terapias (MCQUISTON; HALLER; DEL
POETA, 2006).

As bases esfingbides apresentam uma consideravel diversidade estrutural e a
descoberta de moléculas semelhante a estas (alguns que ocorrem naturalmente e outros
analogos sintetizados) sdo promissores compostos “leads” no desenvolvimento de novos
medicamentos, enquanto outros causam doencas (PRUETT et al., 2008).

Compostos analogos a esfinganina apresentaram alta poténcia frente a cepas
sensivel e multidroga resistente de Mtb, in vitro e em camundongos infectados (DEL
OLMO et al.,, 2009; OLMO et al.,, 2016). Além disso, esses analogos apresentaram
atividade anti-inflamatéria e analgésica em modelos in vivo (DE CAMPOS BUZZ| et al.,
2010).
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3 OBJETIVO

Avaliar novos compostos contra o0 Mycobacterium tuberculosis resistente como
candidatos a nova droga de uso clinico para o tratamento da tuberculose multidroga

resistente.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o potencial antimicobacteriano in vitro dos compostos sintetizados
frente a cepa sensivel de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) e isolado clinico
multidroga resistentes

e Avaliar a acao citotéxica in vitro dos compostos sintéticos em linhagem celular
macrofagica

e Avaliar o desempenho dos compostos sintéticos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANTIMICROBIANOS DE REFERENCIA

As drogas de primeira linha RMP e EMB (Sigma-Aldrich), foram utilizadas como
controle positivo de atividade da concentracao inibitoria minima. As drogas foram pesadas
em balanca analitica (CELTAC — FA2104n — 210 x 0,00019), solubilizadas em solvente
H20 para EMB e Metanol para RMP, posteriormente esterilizadas por filtro de poro (Millex

— Merck Millipore) até o uso imediato nos experimentos.

4.2 SINTESE DOS COMPOSTOS

Foram sintetizados, analisados e caracterizados estruturalmente pelos Laboratérios
do Departamento de Quimica Farmacéutica da Universidade de Salamanca — USAL, sob
a coordenacdo dos professores Dr. Arturo San Feliciano e Dra. Esther del Olmo e
fornecidos ao Laboratério de Imunoepidemiologia do departamento de imunologia do
IAM/Fiocruz, através de cooperacao internacional ja oficialmente estabelecidas. Foram

avaliado um total de dez compostos derivados da classe 1,2-alcano-diamina.

As condicdes de reacdo e 0s processos quimicos foram previamente estabelecidos
e publicados na literatura cientifica (LUCAS et al., 2000, DEL OLMO et al., 2009; DE
CAMPOS BUZZI et al., 2010).

Inicialmente foram sintetizados oito compostos com esqueletos de base do 1,2-
alcanodiamina, como mostrado na Tabela 1. Esses compostos foram sintetizados com
objetivo de otimizar o tamanho da cadeia (R) em ambas as séries, encurtando ou
alongando-a. Logo estes compostos estéo identificados pela letra “C” e “D” na tabela 1.

Na segunda fase, foram sintetizados dois novos compostos, mantendo as
funcionalidades mais ativas anti-TB, incorporando um fragmento benzénico na cadeia.
Estes compostos estédo identificados pela letra A na tabela 2. Para este estudo foram
sintetizados um total de 10 compostos (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1: Compostos do tipo 1,2-alcanodiamina sintetizados classificados em C e D

Amostra Cddigo USAL Formula Peso Molecular
D10 AA-002906 C13H28N202 244
D11 AA-002908 C15H32N202 272
D12 AA-002912 C19H40N202 328
D13 AA-022908 C17H36N202 300
D14 AA-022910 C19H40N202 328
D15 AA-022918 C27H56N202 440
C5 AA-002914 C21H44N202 356
C6 AA-400014 C20H44N2 312

Fonte: o autor.

Tabela 2: Compostos do tipo 1,2-alcanodiamina sintetizados classificados em A

Amostra Cddigo USAL Férmula Peso Molecular
Ad AA-032914 C25H52N202 412
A5 AA-042914 C27H56N202 440

Fonte: o autor.

4.3 TESTES IN VITRO

4.3.1 Microrganismo

O Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) foi utilizado como cepa de
referéncia da American Type Culture Collection, classificada como cepa sensivel a todas
as drogas utilizadas no tratamento da TB. Neste estudo foi utilizado um isolado clinico de
paciente acometido por Mycobacterium tubeculosis com perfil de resisténcia a Etambutol
e Rifampicina (TB-MDR), caracterizado e cedido pelo Laboratério de Saude Publica de
Pernambuco (LACEN).

4.3.2 Padronizacao do Inéculo de Mtb

As cepas de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) e isolado clinico TB-MDR, foram
semeadas e cultivadas em meio Lowenstein-Jensen (Himedia) a 37°C por 2 a 3 semanas.
Posteriormente as coldnias foram inoculadas em caldo Middlebrook 7H9 (Sigma Aldrich)
suplementado com: acido oléico 10%, albumina bovina, dextrose, catalase (OADC,
BBL/Becton-Dickinson), 0.2% de glicerol e 0.05% de Tween 80; e incubadas a 37°C por 7

a 10 dias. Os tubos de cultura foram agitados em voOrtex por 2 minutos e mantidos em



25

repouso vertical por 15 minutos para permitir a sedimentagdo de grumos e aerossois. Em
seguida, o pellet foi ajustado com a turbidez 1 da escala MacFarland com uma diluicao

posterior de 1:20 (v:v) em caldo Middlebrook 7H9 suplementado.
4.3.3 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da atividade dos compostos sintetizados e drogas de referéncia
foram realizadas pelo método colorimétrico de microdiluicdo em placas de 96 pocos,
descrito por Palomino et al. (2002).

Foram adicionados 200 uL de agua destilada nos pocos do perimetro externo da
microplaca com o propdsito de evitar a evaporacao do sistema de meio de cultura mais
compostos - devido ao longo periodo de incubacédo. Foi depositado no restante dos poc¢os
100 pL de caldo 7H9 suplementado. Diluicbes seriadas de 1:2 dos compostos foram
realizadas diretamente na microplaca, com concentragao variando de 64 pM a 2 pM.
Pocos de controle positivo e controle negativo de crescimento foram incluidos para todas
as cepas testadas. 100 pL do inéculo ajustado, foi adicionado em todos 0s poc¢os — exceto
0s pocos de controle de esterilidade. As placas foram envolvidas em plastico e incubadas
a 37°C em atmosfera normal por 7 dias.

Apoés o periodo de incubacéo, 30 pL de uma solucéo estéril de resazurina (Sigma-
Aldrich) a 0,01% foi adicionada em todos os poc¢os e reincubada overnight, nas mesmas
condicdes de temperatura e atmosfera. A CIM foi definida como a menor concentragao da
droga que preveniu a mudanca de coloracdo de azul (estado oxidado) para rosa (estado
reduzido). Os “pontos-de-corte” (cutoff) para definir susceptibilidade/resisténcia das cepas
frente aos antimicobacterianos padrdo foram: 0.5 e 5 pg/ml para RMP e EMB,
respectivamente. (SANCHOTENE et al., 2008)

4.3.4 Determinacédo da Citotoxicidade (CCso)

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade, o teste do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) foi empregado de acordo com Mosmann (1983). Foi
utilizado a linhagem celular J774A.1 (ATCC TIB-67), correspondente a macrofagos
murino, cultivada em meio RPMI (Lifetechnology) enriquecido com 10% de soro fetal
bovino (SFB - Invitrogen), sulfato de gentamicina (50 mg/L) e anfotericina B (2 mg/L). O
cultivo foi incubado a 37°C com 5% de CO: até atingir a confluéncia celular.

As células J774A.1 foram retiradas por raspagem utilizando scraper e foi utilizada

uma concentracédo de 1 x 10° células/mL, ajustadas com auxilio da camera de Newbauer.



26

As células foram semeadas em microplaca de 96 pocos e incubadas por 24h nas mesmas
condi¢cBes iniciais de cultivo para permitir a adesao celular. Os compostos foram
submetidos a diluicdo seriada em meio RPMI e estas solucdes foram transferidas para a
placa contendo as células e incubadas por 48h. Apés este periodo, o meio foi retirado e
adicionado 25 pL de MTT solubilizado em PBS (5mg/mL). A placa foi reincubada por 2h
nas mesmas condicbes de ambiente e temperatura. Apdés esse periodo o meio foi
aspirado, e 100 pL de DMSO foi adicionado para dissolu¢ao dos cristais de formazan. A
absorbancia de cada poco foi medida através do filtro de 570nm em leitor de placas.

O valor de CCso foi definido como a maior concentragédo do composto em que 50%
das células permaneceram viaveis e estimado por andlise de regressao logaritmica dos
valores encontrados, no software SPSS 8.0.

Foram considerados como compostos promissores, e selecionados para as etapas
seguintes de avaliacdo, aqueles gue apresentaram o indice de seletividade (IS) = 10,
conforme a equagéao 1.

O indice de seletividade (IS) é a relacdo entre citotoxicidade dos compostos frente
a macréfagos e sua atividade in vitro contra o0 Mycobacterium tuberculosis.

Valores de IS = 10 indicam que o composto foi mais toxico para a bactéria em
relacdo a célula hospedeira. Valores de IS < 10 demonstram toxicidade do composto para
macréfagos (DON & IOSET, 2014).

CC50
S1= —— (1)
CIM
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5 RESULTADOS
5.1 Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM)
Os compostos sintetizados do tipo 1,2-alcanodiamina (AA) (tabela 3), exerceram

efeito contra a cepa sensivel e MDR de M. tuberculosis. As concentracdes inibitorias

variaram em 4 a >64 pM para a cepa H37Rv e 4 a >64 uM para a cepa MDR.

Tabela 3: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos compostos 1,2-alcanodiamina frente a cepa
sensivel (H37Rv) e isolado clinico MDR de M. tuberculosis (MDR 1576).

CIM (uM
Compostos Teste (HM)

H37Rv PE MDR 1576 PEr
AA-00/29/06 (D10) >64 >0,08 >64 >0,6
AA-00/29/06 (D11) >64 >0,08 >64 >0.6
AA-00/29/06 (D12) 32 0.15 32 1,2
AA-00/29/06 (D13) 64 0,08 >64 >0,6
AA-00/29/06 (D14) 64 0,08 >64 >0,6
AA-00/29/06 (D15) 4 1,23 4 9,8
AA 00/29/14 (C5) 17.6 0,4 17.6 3.3
AA 40/00/14 (C6) 32 0,2 40 1,4
AA 03/29/14 (A4) 8 0,9 21 2,6
AA 04/29/14 (A5) 8 0,9 20 2,6

EMB 7.21 1 57.7 1
RMP 0.08 90 >24 <24

Fonte: Elaborada pelo autor

Os derivados D10, D11, D13 e D14 apresentaram uma CIM relativa de 64 a >64
MM para cepa sensivel (H37Rv) e isolado clinico de TB-MDR (MDR 1576).

Os derivados D12 e C6 apresentaram uma CIM relativa a 32 uM para cepa H37Rv,
no entanto para cepa de isolado clinico de TB-MDR o composto D12 obteve uma CIM
relativa a 32 uM enquanto o C6 apresentou uma CIM de 40 uM.

O derivado C5, obteve uma CIM relativa a 17,6 uM para a cepa sensivel (H37Rv) e
de isolado clinico de MDR-TB (MDR 1576).

Os derivados A4 e A5, apresentaram uma CIM relativa a 8 uM para cepa H37Rv,
no entanto para cepa de isolado clinico de TB-MDR o composto A4 e A5 obteve uma CIM

relativa a 21 e 20 pM, respectivamente.



28

Por outro lado, o derivado D15, obteve uma CIM relativa a 4 uM para a cepa
sensivel (H37Rv) e de isolado clinico de MDR-TB (MDR 1576).

5.2 Citotoxicidade (CCso)

Em relacao a citotoxicidade, analisando a tabela 4, os compostos foram classificados com

uma citotoxicidade moderada.

Tabela 4: Citoxicidade (CCso) dos compostos frente a linhagem celular de camundongos J7741A.1

CC50 (M)
Compostos Teste Sl
J774A.1

AA-00/29/06 (D10) 32.8 0.5
AA-00/29/08 (D11) 20.2 0.3
AA-00/29/12 (D12) 6.2 0.2
AA-02/29/08 (D13) 3.9 0.1
AA-02/29/10 (D14) 20.1 0.3
AA-02/29/18 (D15) 4.7 1.2
AA 00/29/14 (C5) 51 0.8
AA 40/00/14 (C6) 25.6 0.8
AA 03/29/14 (A4) 211 2.64
AA 04/29/14 (A5) 20.7 2.60
EMB > 1220 169.2
RMP > 3610 45125.0

Fonte: elaborada pelo autor

Os compostos apresentam uma CC50 variando de 3.92 a 32.8 uyM, o composto D10
apresentou a melhor concentragéo de citotoxicidade paras testes in vitro.

No entanto, outros compostos como o C6, A4, A5, D14 e D11 apresentaram
resultados considerados satisfatérios, com uma CCsg variando de 20,1 a 25,6 uM.

Apesar disso, alguns compostos néo tiveram resultados promissores como; C5, D15,
D13 e D12 com uma CCsp variando de 3,9 a 6,2 uM.

Com relagéo ao indice de seletividade, devido ao resultado ser a razdo da CIM pela
CCso, alguns compostos ficaram bem inferior do indice ideal.

Os compostos gque obtiveram os melhores resultados mesmo estando abaixo do ideal
do indice de Seletividade (SI) foram o A4 e A5, com um S| de 2,64 e 2,60,

respectivamente.
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6 DISCUSSAO

Segundo LIMA et al., (2013), o processo de pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos (P&D) é complexo, longo e de alto custo. O impacto do uso de medicamentos
na sociedade tem varias particularidades. Por um lado, os farmacos podem aumentar a
expectativa de vida das pessoas, tratar certas doencas, trazendo assim melhores
beneficios socioecondmicos; por outro lado, podem aumentar os custos da atencdo a
saude se utilizados de forma inadequada. Por isso a introducdo de um novo medicamento
no regime terapéutico € um processo longo e bastante oneroso, em todo o processo de

P&D geralmente dura doze anos, com probabilidade de sucesso muito pequena.

Conforme defendido por ROGERO et al., (2000), os ensaios in vitro sdo 0s
primeiros testes para avaliar a compatibilidade de qualquer composto para uso e depois
de comprovada a sua nédo toxicidade € que o estudo da compatibilidade do composto
pode ter continuidade, realizando os ensaios necessarios em modelos de animais de

laboratorio.

O uso abusivo e indiscriminado de antimicobacterianos tem proporcionado o
surgimento de resisténcia das micobactérias aos farmacos de uso corrente, como
consequéncia, surge a necessidade de se pesquisar novos compostos que possam
substituir aqueles que ja ndo tém tanta eficacia (MASURANI & TAVARES, 2007).

Atualmente, o tratamento da TB-MDR enfrenta um grande problema, no qual os
farmacos atuais ndo sao tédo eficientes com uma taxa global de resultados positivos do
tratamento da TB-MDR sendo apenas de 54%, ou muito menos efetivo quando a
resisténcia aos farmacos vai além do TB-MDR indo para a TB-XDR (MIGLIORI et al,
2013).

De maneira que o tratamento da TB-MDR continua sendo uma tarefa dificil,
principalmente em razdo da alta incidéncia de diversos efeitos, devido ao longo tempo de
tratamento, do alto custo dos esquemas utilizados e do esgotamento dos recursos de
saude, principalmente em paises em desenvolvimento, como Brasil. Sendo assim,
mostra-se a necessidade da introdugdo de novos farmacos ao regime terapéutico
(FALZON et al., 2017).

Assim, diversos estudos vém sendo desenvolvidos visando melhorar os resultados
do tratamento da TB-MDR e TB-XDR, no que se refere a novos farmacos ou repropostas
de outros farmacos (CAMINERO et al, 2017).
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Dessa forma, o presente estudo avaliou o0 desempenho de compostos derivados do
1,2-alcanodiamina como novas drogas de uso clinico para o tratamento da TB-MDR.

Os derivados do 1,2-alcanodiamina testados, como mostrado na tabela 3,
apresentaram uma moderada atividade antimicobacteriana in vitro, com valores de CIM
similar para cepa sensivel e MDR. O composto D15 apresentou o melhor resultado para
as cepas H37Rv e MDR 1576, sendo 1,23 vezes mais potente que o EMB para cepa
sensivel e 9,8 vezes para cepa MDR.

No entanto, os compostos A4, A5, C5, C6 e D12 n&o demonstraram boa atividade
para cepa sensivel (H37Rv), apesar disso para a cepa de isolado clinico de MDR (MDR
1576) apresentaram resultados superiores a droga de referéncia, variando de 1.2 a 3.3

vezes mais potente que o EMB.

Todavia, os compostos D10, D11, D13 e D14 ndo demonstram boa atividade para

cepa sensivel e cepa de isolado clinico.

Em relacdo ao ensaio de citotoxicidade, como mostrado na tabela 4, os compostos
apresentaram resultados que variaram de 3.9 a 32.8 uM, em que o composto D10

apresentou o melhor resultado (32.8 pM).

No entanto, os derivados C6 e A4 obtiveram bons resultados, de 25.6 e 21.4 uM,
respectivamente, sendo o segundo e terceiro melhores resultados para citotoxicidade.
Outros compostos, como A5 e D11, do mesmo modo que 0s anteriores, conseguiram
bons resultados de 20.7 e 20.2 pM.

A partir desses resultados, foi possivel calcular o indice de Seletividade (tabela 4),
utilizando a raz&o da CIM pela CCso. Os compostos A4 e A5 alcangaram os melhores

resultados de 2,60 e 2,64 respectivamente.

Segundo Cantrell e colaboradores (2001), compostos que apresentaram CIM
menor que 64 sdo considerados présperos, logo, os compostos A4, A5, C5, C6 e D12

podem também ser considerados satisfatorios, principalmente contra cepas MDR.

De acordo com Gu e colaboradores (2004), uma CIM menor 128 indica uma
substancia ativa contra Mtb, porém nao o suficiente para substituir um farmaco do regime
atual.

Diante disso, podemos estabelecer que os compostos sdo ativos contra o Mtb, de
maneira que quanto menor o valor de CIM mais ativa € a substancia; compreendemos,
assim, o potencial dessa classe de derivados para obtencdo de novos protétipos

antimicobacterianos contra a TB-MDR.
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7 CONCLUSAO

Dentre os dez compostos testados, o D15 apresentou significante efeito em ensaios
de concentracdo inibitéria minima, demostrando atividade antimicobacteriana tanto
para cepa sensivel quanto para de isolado clinico TB-MDR, obtendo resultados
melhores que a droga de referéncia Etambutol.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho revelam que os compostos D10, C6,
A4 e A5 apresentam citoxicidade moderada, no qual os outros compostos nao
apresentam citoxicidade significativa em macréfagos de linhagem J774.A1.

Em relagdo ao indice de Seletividade, os compostos A4 e A5 foram os mais
promissores, mesmo estando abaixo do indice ideal, confirmando assim, o efeito
antimicobacteriano dos derivados 1,2-alcanodiamina contra o Mtb, demostrando o

potencial dessa classe.
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