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Resumo

A tuberculose (TB), é uma doenca que causa danos significativos devido a crescente resisténcia aos
antibiéticos. A Organizacdo Mundial da Salude (OMS) a considera prioritaria para erradicagéo,
impulsionando projetos de pesquisa com novos compostos. Nesse contexto, compostos
antituberculose tém sido testados, incluindo derivados azdlicos e acido cafeico. Este estudo avaliou 11
compostos hibridos de derivados azélicos (CHDA) e 5 derivados do acido cafeico (CDAC) quanto a
atividade contra Mycobacterium tuberculosis (MTB) por meio de microdiluicdo em caldo. O processo
consistiu em preparar microplacas com estruturagdo especifica, inocula-las com cepas de referéncia e
avaliar o crescimento bacteriano. Concentrac¢des inibitérias minimas (CIM) de 16 pg/mL foram
observadas em 4 compostos hibridos para cepas H37Ra e H37Rv, ndo sendo observada CIM para
cepas resistentes a rifampicina e isoniazida. Apenas os poc¢os contendo H21 e H66 apresentaram CIM
(256 pg/mL) para cepas H37Ra e H37Rv. Comparados com farmacos azdlicos, os 4 compostos hibridos
mostram promissora inibicdo, indicando potencial para pesquisas futuras. A busca por novos
compostos antituberculose é vital diante da resisténcia crescente, e esses resultados destacam
compostos que merecem mais investigacao.

Palavras-chave: Tuberculose; Hibridos azodlicos; Derivados do &cido cafeico; Concentracéo Inibitoria
Minima.

Area do Conhecimento: Ciéncias Biolégicas — Microbiologia
Introducéo

A TB é uma doenca infecciosa, transmissivel, que acomete principalmente o trato respiratério e esta
classificada como um sério desafio global de salude publica, devido as taxas de morbidade e
mortalidade significativas em todo o mundo (SIA; RENGARAJAN, 2019; ZUMLA et al., 2013). A TB
pode ser causada por qualquer uma das 10 espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis (AZE
et al., 2015). A espécie mais visada no que diz respeito a saude publica € MTB, também chamada de
bacilo de Koch. MTB é muito caracteristico por ser um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) fino e
ligeiramente curvo, além de ser aerdbio obrigatdrio e apresentar uma parede celular rica em lipidios de
membrana, como os &cidos micdlicos e o arabinogalactano, o que resulta em uma baixa permeabilidade
e acaba reduzindo a a¢&o da maioria dos antibioticos (KANABALAN et al., 2021).

Entre 2019 e 2020 a OMS estimou cerca de 5,8 milhdes de novos casos espalhados pelo mundo e,
destes, 1,3 milhdo de pessoas morreram devido a doenga em 2020. Em 2021 ha piora desse cenario,
com aproximadamente 10,6 milhdes de casos sendo aproximadamente 450.000 de TB resistentes a
rifampicina ou multirresistentes (MDR-TB) (PEETLUK et al., 2020). O aumento da resisténcia a drogas
antiTB tem dois principais fatores, a selecao de populacdes resistentes advindas de tratamento irregular
ou inadequado e da prépria mutacdo espontanea de MTB, no entanto, varias mutacdes genéticas
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podem alterar proteinas ou estruturas dentro do préprio bacilo, culminando num aumento de cepas
resistentes (NGUYEN et al., 2018).

Compostos azélicos destacam-se na era pds genbmica, tais substancias apresentam alta acéo
inibitéria frente ao MTB em condicdes aerdbicas, bactérias em estagio nao replicativo ou em condicdes
de hipéxia (CONCEICAO, 2013). O &cido cafeico é um composto fendlico abundante na natureza,
envolvido na biossintese da lignina. Estudos mostraram que ele pode inibir o crescimento de MTB, com
uma CIM moderada entre 128 e 512 ug/mL para isolados clinicos e 256 pg/mL para a cepa de referéncia
MTB H37Ra. Além disso, o acido cafeico demonstrou capacidade de inibir outros microrganismos,
como Oenococcus oeni, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus e algumas leveduras (CAMPOS et al., 2003; DEY et al., 2015).

Visto o cenario atual e a urgéncia de desenvolvimento de novos antimicrobianos, estratégias e
pesquisas em novos meios de deteccdo e de tratamento contra MTB e MDR-TB devem ser
intensificadas para reduzir os impactos da TB em ambito mundial (WHO, 2015). Os objetivos deste
trabalho foram Avaliar a a¢éo in vitro de CHDA e de CDAC contra MTB. Especificamente, buscou-se
verificar a eficacia de 11 CHDA e 5 CDAC quanto a atividade contra MTB por meio de microdiluicdo em
caldo.

Metodologia

Este estudo experimental foi projetado para avaliar a sensibilidade de diferentes substancias contra
MTB. A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Micobacteriologia do NDI na UFES e dividida em trés
etapas principais: preparacdo das microplacas, inoculagéo das cepas e leitura dos resultados.

Na primeira etapa, microplacas contendo os compostos a serem testados foram preparadas
seguindo uma estruturagéo pré-definida. (Figura 1 e Figura 2). Os CHDA e os CDAC, sintetizados pelo
Laboratorio de Quimica da UFES, foram armazenados em solugfes preparadas com dimetilsulfoxido
(DMSO) e conservados a -80°C para garantir a integridade durante o experimento (Tabela 1). Além
disso, foram utilizados dois antimicrobianos de referéncia, a Rifampicina e a Linezolida, adquiridos da
farmacéutica Sigma-Aldrich. Estas substancias serviram como controles para comparac¢éo da eficacia
dos compostos testados.

Tabela 1 — Siglas e nomenclatura dos compostos testados.
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SIGLAS

COMPOSTOS FLAVO3 RAYMA13 RAYMA32 RAYMA34 RAYMA40
HIBRIDOS RAYMA41
TRIAZOLICOS RAYMA43  RAYMA48 RAYMA49 RAYMA54 RAYMAS5

COMPOSTOS
DERIVADOS DO H21 H46 H51 H61 H66
ACIDO CAFEICO

Fonte: De autoria prépria

A segunda etapa do experimento envolveu a inoculagdo das microplacas com cepas de referéncia
do MTB. Essas cepas foram escolhidas devido a sua relevancia no contexto de MDR-TB, que é
caracterizada pela resisténcia a Rifampicina e Isoniazida, representando um dos maiores desafios no
tratamento da doenca. As cepas foram cultivadas em meio Ogawa-Kudoh e incubadas a 37°C por um
periodo que variou entre 21 e 28 dias, até que atingissem o crescimento adequado para a fase de
inoculacéo.

Para garantir a precisdo dos resultados, as placas foram preparadas com uma diluicdo seriada das
substancias. CIM foi determinada de acordo com padrdes estabelecidos pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018). Para os compostos azdlicos de referéncia, as concentracdes variaram
entre 0,03ug/mL e 2ug/mL, enquanto para os CDAC, foram adotadas concentracfes que iam de 256
pg/mL a 4 pg/mL, com base em estudos anteriores. A microplaca foi disposta de maneira que permitisse
a comparacao direta entre o crescimento bacteriano em presenca dos compostos e os controles
positivo e negativo. O controle positivo continha MTB sem antimicrobianos, para assegurar que as
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condicdes de crescimento eram adequadas, enquanto o controle negativo continha apenas o meio de
cultura, sem MTB, para garantir a auséncia de contaminacdes.

Figura 1 — Esquema representando o conteldo dos pocos da microplaca 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A LZN RIF FLAVO3 RAYMA 13 RAYMA34 RAYMA40 RAYMA32 RAYMA41 RAYMA48 RAYMA 49 oot
2 pug/mL 2pg/mL 16 pg/mi 16 pg/ml. 16 pg/mL 16 pg/ml 16 pg/mb. 16 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/ml
B 1ug/mL 1 pg/mL 8 pg/mL 8 pg/ml 8 pg/ml 8 pg/ml 8 pg/mL. 8 pg/mL 8 pg/mL. 8 pg/mL. cc2
C O0S5ug/mL 0OSug/mL  4pg/ml 4 pg/ml 4 pg/ml 4 pg/mL 4 pg/ml 4 pg/mL 4 pg/ml 4 pg/ml cc3
D 025pg/mL 025pg/mL  2ug/mL 2 pg/mL 2 pgimL 2 pg/ml. 2 pg/mL 2 pg/ml. 2 pg/mL 2 pg/mL cc4
E 012pg/mL. 012pg/mL  1ug/ml 1 pg/ml 1 pg/mi 1 pg/mi 1 pg/mi 1 pg/mi 1 pg/mi 1 pg/ml ccs

F 006ug/mL. 006pg/mL. O0S5pg/ml O05pg/mL O05pg/ml O0S5pgml  O0S5pgml  O0Spg/mL  O0SpgimL 0,5 pg/ml CCs

G 003pg/mL  003pg/mL 025pg/ml 025pg/mi 025ug/mi  025ug/mi  025pg/ml  025pgiml  025pg/mi 0,25 pg/ml cc7

Sl L SN RO [ 98 FOd EON B0

H cP cP cP cP cpP (o cP cP cP cP cc8

LZN: Linezolida, em azul forte; RIF: Rifampicina, em vermelho; CC1-CC8: controles dos compostos,
em amarelo escuro; CN: controle negativo, em cinza; CP: controle positivo, em verde. Os poc¢os de
teste dos CHDA estédo destacados em amarelo claro.

Fonte: De autoria prépria.

Figura 2 — Esquema representando o conteddo dos pogos da microplaca 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A LN RIF RAYMA43 RAYMAS54 RAYMA 55 H46 H51 HB1 He6 H21 S5 =4
2pg/mL  2pg/mL qepgiml  16pg/ml  16pgiml  256ug/mL 256 pgiml 256 pg/mi 256 ug/ml 256 pg/mi
B 1lpug/mL  1lpg/mL  8pgnl 8 pg/ml. Spgnl  128pgiml  128pgimi  128pg/ml 128 pgiml 128 pg/ml o2 oN
C O0Spg/mL  OSpg/mL 4 pgiml 4 pg/ml 4pgiml  B4pgml  G4pgiml  6dpg/mi  G4uginl 64 pgiml fo] oN
D 025pg/mL 025ug/mL 2 pgimi 2 pg/mL 2pgiml 32pgimi R2pgml R2pgiml 32pgiml 32 pg/ml oca N
E 0l2ug/mL 012pg/mL  1pgmi 1 pg/ml 1pgmi  16pgimi  16pg/ml  16pgiml  16pg/ml 16 pgiml ccs N
F 006ug/mL 006ug/mL O05pg/mi  0Spg/ml  O0S5pg/mi  8pgiml 8 pg/mi_ 8 po/ml 8 pg/ml. 8 pg/mi s oN
G 003pg/mL 003pg/mlL 025pg/mL  025pg/ml  025pg/mi 4 pg/mi 4 pginl. 4 pg/m 4 pgini 4 pgiml oc7 oN
H P c® P cP cP cP P cP P cP ocs oN

LZN: Linezolida, em azul forte; RIF: Rifampicina, em vermelho; CC1-CC8: controles dos compostos,
em amarelo escuro e azul escuro; CN: controle negativo, em cinza; CP: controle positivo, em verde.
Os pocos de teste dos CHDA estdo destacados em amarelo claro e os dos CDAC estéo destacados
em azul claro.
Fonte: De autoria prépria.

A terceira e Ultima etapa consistiu na leitura dos resultados. As microplacas foram inspecionadas
em intervalos regulares (7, 10, 14, 21 e 28 dias) usando um espelho para avaliar a turbidez em cada
poco, indicando o crescimento bacteriano.

O crescimento foi comparado com os controles para determinar se os compostos testados inibiram
efetivamente o MTB em diferentes concentracfes. A metodologia utilizada seguiu rigorosamente os
protocolos de controle de qualidade, incluindo a preparacéo do indculo bacteriano ajustado para uma
turbidez 0,5 na escala McFarland, diluicdes seriadas e plaqueamento em &gar para verificar a
consisténcia do indculo.

Resultados
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Nos testes realizados, a maioria dos CHDA nao conseguiu inibir o crescimento bacteriano, sugerindo
que suas CIM sao superiores a 16 pug/mL. Contudo, inibicdo foi observada nos compostos FLAV 03 e
RAYMA 41 para a cepa H37Ra, e nos compostos RAYMA 55 e RAYMA 43 para a cepa H37Rv, todos
com CIM de 16 pg/mL. Nao houve inibicdo para as cepas resistentes RIF-R e INH-R. (Tabela 2).

Tabela 2 — CIM dos compostos hibridos de derivados azélicos.

CIM
Cepas

Compostos Hs7Ra Hs7Rv RIF-R INH-R

FLAV 03 16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 13 >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 34 >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 40 >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 32 >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 41 16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 48 >16 pg/mL >16 pug/mL >16 pg/mL >16 pug/mL
RAYMA 49 >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 54 >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 55 >16 pg/mL 16 pg/mL >16 pg/mL >16 pg/mL
RAYMA 43 >16 ug/mL 16 pg/mL >16 ug/mL  >16 pg/mL

Fonte: De autoria propria

Nos CDAC, apenas os compostos H21 e H66 mostraram inibicdo, com CIM de 256 pg/mL para as
cepas H37Ra e H37Rv, enquanto as demais cepas nao foram inibidas. Isso sugere uma atividade
limitada e especifica desses compostos (Tabela 3).

Tabela 3 — CIM dos compostos derivados do acido cafeico.

CIM
Cepas
Compostos Hs7Ra Ha7Rv RIF-R INH-R
H21 256 pg/mL 256 ug/mL  >256 pg/mL >256 pg/mL
H46 >256 ug/mL >256 pg/mL >256 pg/mL >256 pg/mL
H51 >256 ug/mL >256 ug/mL  >256 pg/mL >256 pg/mL
H61 >256 pg/mL >256 ug/mL  >256 pg/mL >256 pg/mL
H66 256 pg/mL >256 ug/mL  >256 pg/mL >256 pg/mL

Fonte: De autoria propria

Os controles de qualidade foram aprovados, e as leituras das placas indicaram que Linezolida e
Rifampicina mantiveram a eficacia esperada, com excec¢édo da Rifampicina contra a cepa RIF-R, como
esperado. Essas observacbes indicam que, embora alguns compostos apresentem atividade
antimicobacteriana, sdo necessarias concentragdes elevadas, especialmente nos derivados do acido
cafeico.

Discusséao

Neste estudo, a maioria dos compostos testados ndo demonstrou CIM eficaz contra as cepas
de MTB utilizadas, indicando que a CIM é superior as concentragdes testadas. Contudo, alguns hibridos
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azélicos (FLAV 03, RAYMA 41, RAYMA 55 e RAYMA 43) apresentaram CIM em 16 pg/mL.
Comparando esses compostos com farmacos azélicos da literatura, suas atividades foram
semelhantes, com nitroimidazolicos como metronidazol e ipronidazol demonstrando atividades em
concentracdes comparaveis (IMPERIALE et al.,2017).

Os métodos in vitro utilizados ndo séo totalmente confidveis para prever a eficacia in vivo,
especialmente sem dados farmacologicos dos compostos testados. Os valores de CIM encontrados
séo, portanto, preliminares e servem para orientar futuras pesquisas. As substancias Rifampicina e
Linezolida foram usadas como controle e todas as cepas, exceto uma resistente a Rifampicina,
mostraram-se sensiveis a elas, conforme os padrdes estabelecidos. A semelhanca dos resultados com
compostos estudados anteriormente sugere que esses CHDA merecem mais investigagdes,
particularmente em relacdo a suas modificacdes estruturais e suas possiveis melhorias nas
propriedades antimicobacterianas.

No caso dos CDAC, poucos dados comparativos estdo disponiveis. O &cido cafeico
demonstrou uma atividade inibitéria moderada contra MTB, com CIM variando de 128 a 512 ug/mL. Os
CDAC testados, como H21 e H66, apresentaram CIM em 256 upg/mL, 0 que ndo representa uma
melhora significativa em relacéo ao acido cafeico. Dessa forma, esses compostos ndo se mostram
promissores como novos agentes antimicobacterianos. Ainda assim, os resultados ndo podem ser
extrapolados para a eficacia in vivo, uma vez que ndo foram analisadas correlagfes entre sensibilidade
in vitro e resposta ao tratamento.

Em resumo, os resultados com CHDA séo encorajadores e sugerem que mais estudos séo
necessérios, especialmente focados em modificagcBes estruturais que possam melhorar suas
propriedades antimicobacterianas e farmacoldgicas. Esses achados preliminares contribuem para
futuras pesquisas que busquem otimizar a eficacia desses compostos no combate a tuberculose.

Conclusao

Alguns CHDA e CDAC demonstraram acéo in vitro contra o MTB. Entre os compostos testados,
quatro CHDA apresentaram CIM semelhante & de alguns farmacos azélicos ja citados na literatura,
indicando boas perspectivas para futuras pesquisas. Em contraste, dois compostos derivados do acido
cafeico também mostraram acao in vitro contra MTB, porém em concentracdes elevadas, 0 que 0s
torna menos promissores para desenvolvimento farmacolégico.

Referéncias

AZE, J et al. Genomics and Machine Learning for Taxonomy Consensus: The Mycobacterium
tuberculosis Complex Paradigm. PLOS ONE, v. 10, n. 7, p. 1-24, 2015.

CAMPOS, F. M. et al. Influence of phenolic acids on growth and inactivation of Oenococcus oeni and
Lactobacillus hilgardii. J. Appl. Microbiol. v. 94, n. 2, p. 167-174, fev. 2003.

DEY, D. et al. Polyphenolic Secondary Metabolites Synergize the Activity of Commercial Antibiotics
against Clinical Isolates of 3-Lactamase-producing Klebsiella pneumoniae. Phytother Res., v. 30, n. 2,
p. 272-282, 14 dez. 2015b.

CONCEICAO, G. R. TB, Novos Desafios. Tese (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade
Fernando Pessoa, Porto, 2013, p. 46.

CLSI. Susceptibility Testing of Mycobacteria, Nocardia spp., and Other Aerobic Actinomycetes.
Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2018

IMPERIALE, B R et al. In vitro anti-tuberculosis activity of azole drugs against Mycobacterium
tuberculosis clinical isolates. Rev Argent Microbiol. v. 49, ed. 4, p. 332-338, 2017.

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 5
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



st Enconie Latne Americen Canfea s e ATmCang Encontm e iclagio
Ll bl o o o g il ke i Ennaio Lrtvarshira aDooancia

Educqgao: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso

KANABALAN, R. D. et al. Human tuberculosis and Mycobacterium tuberculosis complex: a review on
genetic diversity, pathogenesis and omics approaches in host biomarkers discovery. Microbiological
Research, v. 246, p. 1-18, 2021.

NGUYEN, Q.H. et al. Insights into the processes that drive the evolution of drug resistance in
Mycobacterium tuberculosis. Evol Appl. v. 11, n. 9, p. 1498-1511, 2018.

PEETLUK. L.S. et al. Lack of Weight Gain During the First 2 Months of Treatment and Human
Immunodeficiency Virus Independently Predict Unsuccessful Treatment Outcomes in Tuberculosis. J
Infect Dis. v. 221, n. 9, p. 1416-1424, 2020.

SIA, J. K.; RENGARAJAN, J. Immunology of Mycobacterium tuberculosis Infections. Microbiology
Spectrum, v. 7, n. 4, p. 1-37, 2019.

WHO. Global tuberculosis report 2022. Geneva: World Health Organization, 2022. Disponivel em:
<https://www.who.int/publications/i/item/9789240061729>. Acesso em: 17 jul. 2024

WHO. The End B Strategy. Geneva, 2015. Diponivel em:
<https://www.who.int/publications/i/item/WHO-HTM-TB-2015.19>. Acesso em: 02 fev 2024

Agradecimentos

O presente trabalho foi realizado com apoio da UFES, a FAPES (Edital Universal 03/2021; Projeto
428/2021) e CNPq.

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 6
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



