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Palavras-chave Resumo:
Novas drogas O presente estudo avalia a atividade antimicobacteriana e citotdxica in vitro de dois

compostos, andlogos a esfingosina-1-fosfato, frente aos valores de Concentragdo Inibi-
Tratamento de tuberculose téria Minima, Determinacio de Citotoxicidade e Indice de Seletividade contra a cepa
H37Ra de tuberculose, na condi¢do de potencial alternativa para otimizar o tratamento
Keywords da doenga.

New drugs

Tuberculosis treatment Abstract:

The present study evaluates the in vitro antimycobacterial and cytotoxic activity of two

compounds, analogous to sphingosine-1-phosphate, in relation to the values of Mini-

mum Inhibitory Concentration, Cytotoxicity Determination and Selectivity Index
Artigo recebido em: 08.12.2024. against the H37Ra strain of tuberculosis, as a potential alternative to optimize the treat-
Aprovado para publicagdo em: 31.01.2025. ment of the disease.

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa negligenciada que continua sendo um problema de satide
publica global, sobretudo no Brasil, um dos paises com maior carga da doenca (OMS, 2021). Embora exis-
tam programas governamentais dedicados a erradicacao da tuberculose, a busca por inovacdes e estratégias
aprimoradas no tratamento da patologia ainda é necessaria.

Nesse contexto, a pesquisa cientifica atual esta explorando diversas abordagens, voltadas para o desen-
volvimento de novos compostos que possam auxiliar na erradicacdo global da doenca.

A tuberculose é provocada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), um bacilo intracelular facultativo,
que afeta tipicamente os pulmdes, com ciclo de reproducao e infeccdo em macréfagos do hospedeiro. Atual-
mente, sao utilizados 4 medicamentos no tratamento da tuberculose: rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol, por um periodo de 6 meses (BRASIL, 2021).
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No entanto, apesar de dispor de tratamento eficaz, a crescente ineficiéncia dos farmacos esté relacionada
com o desgastante esquema terapéutico, que apresenta alta toxicidade, devido as interagdes entre 0s compos-
tos e, baixa aceitacdo por parte dos pacientes, causando assim, o aumento de cepas resistentes de Mycobacte-
rium tuberculosis e a necessidade do desenvolvimento de novas drogas capazes de otimizar o tratamento.

A esfingosina-1-fosfato é um importante esfingolipidio, que apresenta grande relevancia no controle da
infeccdo micobacteriana em macréfagos (NADELLA, et. al., 2020). Diante disso, os derivados da esfingosi-
na-1-fosfato sdo lipidios sinalizadores capazes de regular fun¢des celulares importantes e promover respostas
imunes mais eficazes, funcdo promissora perante a forma de infeccdo do Mycobacterium tuberculosis.

Desta forma, o presente estudo buscou analisar o potencial antimicobacteriano e citotéxico in vitro de
compostos inéditos, analogos a esfingosina-1-fosfato, frente a cepa de tuberculose.

METODOLOGIA

Sintese, comprovacao estrutural e caracterizacdao dos compostos: Os analogos a esfingosina-1-fosfa-
to foram sintetizados e caracterizados na Universidade de Salamanca, na Espanha e enviados ao Laboratério
de Imunoepidemiologia, na Fiocruz Pernambuco, para analise bioldgica in vitro.

Microorganismo: A cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) sera utilizada como
cepa de referéncia da American Type Culture Collection, classificada como cepa sensivel a todas as drogas
utilizadas no tratamento da tuberculose com perfil avirulenta.

Determinacao da Citotoxicidade (CC50): Foi utilizada a linhagem celular ATCC J774A.1, ajustada na
concentragdo de 1.10° célula/pogo em placa de 96 pogos, para a realizagdo do ensaio de MTT (MOSMANN,
1983).

Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC): A determinacdo da atividade dos compos-
tos foi realizada pelo método colorimétrico de microdiluicdo em placas de 96 pocos (PALOMINO, et. al.,
2002).

indice de Seletividade (IS): O IS pode ser obtido, dividindo-se a CCs, pelo MIC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) consiste na menor quantidade de um composto necessdaria para
inibir completamente o crescimento de um microrganismo, sendo valores abaixo de 8pg/ml, ja considerados
promissores (ANDREWS, 2001).

Nessa conjuntura, foram realizados ensaios para avaliar o MIC dos analogos inéditos a esfingosina-1-
fosfato, aqui nomeados de AFJ, frente a cepa H37Ra de tuberculose. Os resultados de inibi¢do micobacteria-
na dos compostos variaram de 128pg/ml a 8pg/ml, onde os AFJ 18 e AFJ 21 se destacaram por alcancarem
MIC de 8pg/ml.

Dando continuidade a avaliagdo in vitro dos compostos, os AFJ’s com menor MIC (AFJ 18 e AFJ 21)
foram selecionados para o ensaio de avaliacdo citot6xica em linhagem celular de macréfagos de murinos. A
viabilidade celular dos AFJ’s variou de 1,97% a 99,99% de células vivas dependendo da concentracao.

Ambos os compostos se destacaram por alcangarem viabilidade celular de 80% a partir de 2pg/ml. A ci-
totoxicidade (CC50) é um parametro utilizado para avaliar a capacidade t6xica de um composto a nivel celu-
lar, ou seja, a dose capaz de manter a maior quantidade de células vivas (ISO, 2009).
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Nesse contexto, o indice de seletividade (IS) também deve ser analisado quando falamos da atividade
farmacol6gica de um composto, uma vez que é capaz de medir o quanto um composto é ativo contra o pat6-
geno sem causar danos a viabilidade das células hospedeiras.

Portanto, quanto maior a razdo entre a CC50 e o MIC, mais seletiva é a droga perante o bacilo e, conse-
quentemente, menor sera o efeito toxico sobre as células (RIBEIRO, et. al., 2014). Dessa forma, realizamos o
IS dos AFJ 18 e AFJ 21, onde verificamos resultado de 0,250 para ambos.

Um composto com IS>10 é considerado mais seletivo contra um bacilo (UC-CACHON et al.,
2014). No entanto, apesar dos IS dos AFJ’s serem menores que 10, foi possivel observar, a partir dos ensaios
realizados, que os compostos apresentaram atividade contra a H37Ra, assim como viabilidade celular de até
99,99% dependendo da concentracao.

Dessa forma, mudancas na formulacdo quimica dos compostos ainda podem ser realizadas a fim de po-
tencializar a atividade seletiva.

Tabela 1. Resultados da andlise antimicobacteriana dos compostos.

MIC H37Ra CC50 J774A1 IS
Compostos pg/mL ug/mL
AFJ 18 8 2 0,250
AFJ 21 8 2 0,250

Fonte: Autores, 2024.
Legenda - MIC: Concentragéo inibitéria Minima; CC50: Citotoxicidade: IS: indice de Seletividade.

CONCLUSOES

Logo, a partir dos resultados encontrados nesta pesquisa, podemos inferir que, apesar dos resultados dos
indices de seletividade dos compostos inéditos, analogos a esfingosina-1-fosfato, estarem abaixo do espera-
do, os AFJ’s se mostraram promissores, pois, apresentaram atividade contra a cepa de tuberculose e mantive-
ram a viabilidade celular acima de 50%.

Os ensaios de avaliacdo de novos compostos sdo um desafio, devido ao ineditismo da analise, no entan-
to, resultados promissores como 0s expressos neste estudo sdo justificativas para a continuidade da pesquisa.
Desta forma, modificaces na estrutura quimica destes compostos podem ser realizadas a fim de potenciali-
zar a atividade dos AFJ’s, para que assim, possamos dar continuidade aos testes bioldgicos destes compostos
contra o Mycobacterium tuberculosis.
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