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RESUMO 

 

Mycobacterium tuberculosis é o microrganismo causador da tuberculose, uma doença 

infecto contagiosa crônica, que se não tratada adequadamente pode levar à morte do 

indivíduo. A emergência de cepas resistentes de MTB, que não respondem aos 

tratamentos convencionais, representa uma séria preocupação para as autoridades 

de saúde. Em decorrência disso, se faz necessário o desenvolvimento de novas 

alternativas farmacológicas com potencial anti-tuberculoso. Nesse sentindo, o 

presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicobacteriana e a 

toxicidade de cinco compostos análogos simultaneamente a cloroquina e ao 

etambutol. Para isso, esses análogos foram testados contra MTB H37Ra para 

determinação da sua concentração inibitória mínima, além de ter sua citotoxicidade  

avaliada nas linhagens celulares Vero E6 e RAW 264.7. Ainda foi avaliada a toxicidade 

dos análogos a partir da exposição destes a Artemia salina. A realização desses 

ensaios, permitiu concluir que as moléculas DOC-79, DOC-89, DOC-107 e DOC-120 

apresentaram atividade antimicobacteriana de 25 µg/mL, enquanto a DOC-76 

apresenta a 12,5 µg/mL. As DOCs não comprometeram a viabilidade da linhagem 

Vero E6, porém houve comprometimento da viabilidade da RAW 264.7 em todas as 

concentrações testadas. A exposição ao tratamento com as DOCs não comprometeu 

a sobrevivênia da A. salina em concentrações correspondentes aos seus MICs. A 

partir desse experimento a DOC-76 foi o análogo escolhido como molécula líder em 

decorrência da sua capacidade antimicrobiana e relativa segurança farmacológica. A 

combinação entre a DOC-76 e rifampicina resultou em atividade aditiva, enquanto as 

combinações com o etambutol e com o moxifloxacino resultaram em ausência de 

interação. O potencial inibitório contra MTB, seu perfil de segurança farmacológica e 

a ausência de atividade antagônica contra os fármacos testados sugerem que a DOC-

76 pode ser considerada uma candidata promissora para futuros ensaios almejando 

incorporar novas alternativas para o tratamento da tuberculose.  

 

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Cloroquina; Etambutol. 
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ABSTRACT 

 

Mycobacterium tuberculosis is the causative microorganism of tuberculosis, an 

infectious and contagious chronic disease that, if not adequately treated, can lead to 

the death of the affected individual. The emergence of resistant strains of MTB, which 

do not respond to conventional treatments, represents a serious concern for health 

authorities. As a result, it is necessary to develop new pharmacological alternatives 

with anti-tuberculous potential. In this sense, the present work aimed to evaluate the 

antimycobacterial activity and toxicity of five analogous compounds simultaneously to 

chloroquine and ethambutol. To this end, these analogues were tested against MTB 

H37Ra to determine their minimum inhibitory concentration, in addition to having their 

cytotoxicity evaluated in Vero E6 and RAW 264.7 cell lines. The toxicity of the 

analogues was also evaluated based on their exposure to Artemia salina. Carrying out 

these tests allowed us to conclude that the DOC-79, DOC-89, DOC-107 and DOC-120 

molecules showed antimycobacterial activity of 25 µg/mL, while DOC-76 showed 12.5 

µg/mL. The DOCs did not compromise the viability of the Vero E6 strain, but the 

viability of RAW 264.7 was compromised at all concentrations tested. Exposure to 

treatment with DOCs did not compromise the survival of A. salina at concentrations 

corresponding to their MICs. From this experiment, DOC-76 was the analogue chosen 

as the lead molecule due to its antimicrobial capacity and relative pharmacological 

safety. The combination between DOC-76 and rifampicin resulted in additive activity, 

while the combinations with ethambutol and moxifloxacin resulted in no interaction. 

The inhibitory potential against MTB, its pharmacological safety profile and the 

absence of antagonistic activity against the drugs tested suggest that DOC-76 can be 

considered a promising candidate for future trials aiming to incorporate new 

alternatives for the treatment of tuberculosis. 

 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Chloroquine; Ethambutol. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

A tuberculose (TB) é uma doença infectocontagiosa causada pelo 

Mycobacterium tuberculosis (MTB), tendo como característica se abrigar nos pulmões 

dos indivíduos que entram em contato com este microorganismo (Pai et al., 2016) . A 

TB pode ser transmitida por via aérea, quando um indivíduo contaminado tosse, 

espirra ou fala, expelindo o agente infeccioso (Massabni; Bonini, 2019) . Os sintomas 

clássicos causados pela infecção incluem febre, dispneia, fadiga, perda de apetite, 

tosse persistente e hemoptose (expectoração de sangue) (Natarajan et al., 2020).  

Apesar de remontar a eras anteriores a Cristo, a TB ainda exerce um impacto 

significativo na mortalidade (Hershkovitz et al., 2015). Ao ser infectado, o paciente 

pode desenvolver dois estágios de infecção aTB latente e a ativa; o indivíduo com TB 

latente não apresenta sintomas nem transmite a doença, enquanto na sua forma ativa 

o indivíduo apresenta sintomas e é capaz de transmitir a doença (Rahlwes et al., 

2023). 

 A infecção por MTB, se dá através da inalação de um pequeno número de 

bactérias, que alcançam o trato respiratório inferior (Pai et al., 2016), infectando 

principalmente macrófagos alveolares e outros tipos celulares como monócitos e 

células dendríticas; após ser fagocitado o MTB executa vários mecanismos que o 

protegem da resposta imune do hospedeiro (Chandra; Grigsby; Philips, 2022). 

Em decorrência da capacidade do MTB continuar persistente após a resposta 

imune do hospedeiro, se faz necessário que indivíduos contaminados com a TB ativa 

adotem um esquema poliquimioterápico, a fim de trazer a morte bacilar e a cura 

desses indivíduos (Dartois; Rubin, 2022). Todavia, o MTB pode apresentar condições 

adaptativas na sua infecção, que compromete a eficiência dos fármacos disponíveis 

para o tratamento da TB (Reid et al., 2019). 

A presença de bacilos de MTB resistentes, pode estar associado a limitações 

na adesão ao esquema poliquimioterápico, fatores como longa duração do tratamento, 

altas dosagens, e o esquema polimedicamentoso associado a diversos efeitos 

colaterais, influenciam diretamente nos altos índices de TB resistente (Khawbung; 

Nath; Chakraborty, 2021). 

Na busca de novos fármacos eficientes contra TB resistente, pesquisas que 

buscam desenvolver novas metodologias para o tratamento da TB vem ganhando 

bastante enfoque nos últimos anos, metodologias que se baseiam no 
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reposicionamento de fármacos (Sidrônio et al., 2021), bem como na síntese de 

análogos a partir de fármacos comercializados no mercado (Linhares et al., 2023), se 

mostram como estratégias promissoras para erradicar a TB resistente. Nessa 

perspectiva o desenvolvimento de estudos que buscam novos fármacos eficientes 

para a terapia da TB se fazem extremamente necessários. 

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil 

antimicobacteriano e a toxicidade de um grupo de moléculas análogas 

simultaneamente ao etambutol, fármaco integrante do esquema de tratamento da 

tuberculose, e à cloroquina, um antimalárico candidato ao reposicionamento. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

2.1 ASPECTOS GERAIS DO Mycobacterium tuberculosis 
 

O gênero Mycobacterium, pertencente à família Mycobacteriaceae, conta com 

mais de 120 espécies, sete delas têm grande importância humana e veterinária, como 

a M. canneti, M. africanum, M. pinnipedii, M. microti, M. bovis subsp. caprae, M. bovis 

e M. tuberculosis (Smith et al., 2009; Massabni; Bonini, 2019).  Esta última representa 

um antigo patógeno humano que sucedeu ao longo dos anos, acompanhando a 

espécie humana em sua evolução, por conta de sua adaptação tanto a condições do 

ambiente quanto às defesas do hospedeiro (Hershkovitz et al., 2015; Barbier; Wirth, 

2016).    

O bacilo MTB, também conhecido como bacilo de Koch, foi descoberto em 1882 

pelo médico alemão Robert Koch, desde então é reconhecido como agente causador 

da TB (Cambau; Drancourt, 2014). A parede celular do MTB diferencia esse patógeno 

de outros microorganismos causadores de doença (Brennan, 2003). 

 O ácido micólico (AM) é um componente exclusivo do gênero Mycobacterium 

spp. que contribui para o sucesso da infecção da TB, suas unidades estão dispostas 

sobre a parede celular formando uma camada protetora,  que confere a parede celular 

baixa permeabilidade e resistência a água, além de proteção contra a maioria dos 

antibióticos (Figura 1) (Queiroz; Riley, 2017). 

No curso de sua evolução, o MTB se tornou capaz de sobreviver em baixa 

atividade metabólica, em condições de privação nutricional e em anaerobiose (Bets et 

al., 2002). Essas adaptações são imprescindíveis para que o bacilo persista aos 

mecanismos de defesa da célula infectada (Manabe, 2000).  

Para sobrevivência no interior do macrófago, o MTB usa ácidos graxos e 

colesterol do próprio hospedeiro como fonte de carbono, converte esses lipídeos em 

produtos que regulam a sua replicação, virulência e tolerância a drogas (Wilburn; 

Fieweger; VanderVen, 2018). Este é um mecanismo considerado raro, somente 

alguns organismos gram-negativos e Actinomyces são conhecidos por apresentarem 

essa característica (Wilburn; Fieweger; VanderVen, 2018). 
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Figura 1. Representação da parede celular do Mycobacterium tuberculosis 

 

Fonte: (Sachan et al., 2023) 

 

Ao entrar em contato com o MTB, o macrófago realiza a fagocitose, englobando 

a bactéria em seu interior e formando uma vesícula denominada fagossomo; essa 

vesícula, posteriormente, se funde com o lisossomo, possibilitando a degradação 

enzimática eficaz do bacilo (Rahlwes et al., 2023). 

 No entanto, o MTB tem a capacidade de interferir nesse processo, seus fatores 

de virulência provocam o rompimento da membrana dos fagossomos, tornando a 

fusão do fagossomo com lissosomo mal sucedida (Martino et al., 2019), o que impede 

a sua degradação e permite seu acesso ao citosol e a nutrientes em abundância (Bao 

et al., 2023). Outro mecanismo de persistência no interior do macrófago é a 

neutralização do pH do fagossomo e a resistência a acidificação (Chandra; Grigsby; 

Philips, 2022). 

Ao escapar dos mecanismos de defesa do macrófago, o MTB se instala no 

parênquima pulmonar, e em decorrência disso há formação de um granuloma 

(tubérculo), uma resposta multicelular à infecção, que é uma forma do hospedeiro 

impedir que patógeno infecte outros sistemas (Sia; Rengarajan, 2019). 
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Figura 2. Ciclo de vida do Mycobacterium tuberculosis 

 

Fonte: Rawlhes et al., 2023 

 

O granuloma contém a infecção com MTB, permitindo que a doença permaneça 

em estado latente às vezes por anos (Cohen; Gern; Urdahl, 2022). O granuloma 

funciona efetivamente como um abrigo para o bacilo, permitindo sua sobrevivência 

latente no organismo (Martino et al., 2019). Essa capacidade de se manter confinado 

no granuloma, sem conseguir ultrapassar sua camada fibrosa, é um dos motivos pelos 

quais muitos indivíduos não desenvolvem TB ativa (Martino et al., 2019). 

Alguns indivíduos por fatores diversos, como co-infecção por outros patógenos 

como o HIV (Sultana et al., 2021), imunodepressão (Gartini et al., 2022) estado 

nutricional precário (Carvalho et al., 2018), não conseguem combater a infecção 

através da formação do tubérculo. Nesses casos o MTB se prolifera e atinge o sistema 

linfático e circulação sistêmica chegando a acometer outros órgãos como rins, pele, 

sistema gastro-intestinal e nervoso (Adigun; Signh, 2023). 

A disseminação da TB mundialmente é consequência da sua competência 

como patógeno, e a prova de sua ocorrência mais antiga é datada a 4.400 anos atrás 

em múmias egípcias, mas há relatos de sua existência em antigos documentos 

indianos escritos há 3.300 anos e em documentos chineses escritos a 2.300 anos 
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(Barberis et al., 2017). 

 Por um período da história da humanidade não se tinha conhecimento a 

respeito do agente etiológico da TB, nem sobre a sua forma de transmissão, e todas 

as formas de tratamento feitas antes da descoberta de Koch eram empíricas (Tyagi; 

Dhar, 2003) e até holísticas (Peng; Lu, 2021); ainda, alguns povos atribuíam causas 

místicas para o desenvolvimento da doença (Ts’un-Yan, 1971).   

A descoberta de Koch ocorreu em um momento onde a TB impactava 

significativamente a população mundial (Daniel, 2006). A revolução industrial e as 

condições sanitárias da época, proporcionaram ao bacilo um cenário favorável para 

disseminação (Loddenkemper; Murray, 2021). Estima-se que 15 a 30% dos adultos 

que habitavam Londres nesse período foram infectados com MTB (Murray; 

Schraufnagel; Hopewell, 2015). 

 Atualmente, estima-se que 10% da população infectada por MTB desenvolve 

a doença em seu estágio ativo (Salgame et al., 2015), e cerca de 10 milhões de 

pessoas a cada ano são acometidas por ela desde 2000 (Alsayed; Gunosewoyo, 

2023). Diante disso, a continuidade do desenvolvimento de estudos é imprescindível 

para promover avanços ao combate da doença que assombra a humanidade há 

séculos. 

 

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE NO MUNDO 
 
 

A TB pode afetar qualquer indivíduo, independentemente de gênero ou idade 

(Horton et al., 2020). No entanto, foi observado no relatório da Organização Mundial 

de Saúde (OMS) de 2022, uma distribuição desigual no número de casos da TB, com 

maior incidência em homens adultos, acometendo 55% da população mundial 

infectada, seguidos por mulheres adultas, com uma taxa de infecção de 33% (WHO, 

2023). 

Na Figura 3, observamos que a incidência da TB pelo mundo não é uniforme e 

está sujeita a variações (Fukunaga et al., 2021). A atual farmacoterapia direcionada 

para o combate do MTB, revela que a incidência da TB não pode ser atribuída apenas 

a eficiência dos fármacos contra ela, pois ela também está intrinsecamente ligada a 

fatores socioeconômicos (Schoeman; Westaway; Neethlingt, 1991). 
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Figura 3. Taxa de incidência mundial de tuberculose em 2022. 

 
Fonte: WHO, 2023 

  

 Esses fatores incluem condições de vida (Hudelson, 1996), acesso a cuidados 

de saúde (Marahatta et al., 2020),  pobreza (Oxlade; Murray, 2012) e outros 

determinantes sociais como condições da moradia e hábitos de vida, que influenciam 

na propagação e a prevalência da TB em diferentes regiões e populações (Lönnroth 

et al., 2009). 

 A compreensão mais ampla dos determinantes sociais da TB é fundamental 

para desenvolver estratégias eficazes para prevenção, diagnóstico e tratamento da 

doença em nível global (Schoeman; Westaway; Neethlingt, 1991) .  

Segundo a OMS (2023), as regiões onde houve maior incidência de TB foram 

no sudoeste da Ásia (46%), África (23%) e na região do Pacífico Ocidental (18%). Os 

países onde há maior incidência mundial são Índia (27%), Indonésia (10%), China 

(7,1%), Filipinas (7,0%), Paquistão (5,7%), Nigéria (4,5%), Bangladesh (3,6%) e 

República democrática do Congo (3,0%), (Figura 4) (WHO, 2023). 

Ao observar prevalência de TB majoritariamente em países subdesenvolvidos, 

observa-se que  incidência da doença está diretamente relacionada a pobreza e baixo 

Índice de Desenvolvimento Humano, (Figura 5) (Carter et al., 2018). A estimativa 

mundial de indivíduos diagnosticados com TB no ano de 2022 foi de 10,6 milhões de 

pessoas (WHO,2023), enquanto no ano de 2019, ano  antecedente a pandemia da 

Covid-19,  a estimativa mundial de  indivíduos infectados por TB foi de 10 milhões 
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(WHO, 2020). 

 

Figura 4. Número estimado da incidência de casos de tuberculose em 2022, para 
países com pelo menos 100000 casos da doença. 

 
Fonte: WHO, 2023 

 

Em anos anteriores a pandemia da Covid-19, dados divulgados pela OMS 

indicavam uma tendência decrescente na taxa de novos casos de TB (Figura 5) 

(WHO,2023). Em decorrência disso, nota-se que a pandemia da Covid-19 impactou a 

incidência global de TB, contribuindo para o aumento do número de casos da doença. 

Durante o período pandêmico, os serviços de saúde em escala mundial foram 

sobrecarregados (Tuczyńska; Matthews-Kozanecka; Baum, 2021). Os recursos e 

atenção à saúde destinados para o enfrentamento da Covid-19, culmiram na 

interrupção das atividades de rastreamento de novos casos de infecção por MTB, e 

na descontinuidade do tratamento de pacientes diagnosticados com TB (Silva et al., 

2021). Resultando na disseminação da doença e no diagnóstico tardio de pacientes 

já infectados (Pai et al., 2022). 

Segundo a OMS, no ano de 2021 a incidência de pessoas co-infectadas com 

HIV e TB foi de 6,7% (WHO, 2022). O região que apresentou maior número de 

indivíduos recém diagnosticados com TB foi o continente africano (WHO, 2022).  

A co-infecção entre TB e HIV é preocupante, pois o HIV induz a evolução do 

quadro de TB, assim a TB sai do estágio latente para o ativo (Sultana et al., 2021). 
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Além de induzir a evolução da Tuberculose, o HIV também pode estimular o MTB a 

ser resistente a drogas antituberculosas (Singh et al., 2020; Sultana et al., 2021). 

 

Figura 5. Tendência global em notificações de casos de pessoas recém 
diagnosticadas com Tuberculose, 2010–2022. 

 
Fonte: WHO, 2023 

 
 
 

2.3 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE NO BRASIL 
 
 

Estima-se que no ano de 2022, houve 36,3 novos casos de TB para cada 100 

mil habitantes no Brasil, (Figura 7) (Brasil, 2023). Naquele ano, foi notificado que as 

Unidades Federais (UF) onde a população tinha maior risco de adoecer por TB foram 

Amazonas, com 84,1 casos por 100 mil habitantes, Roraima, com 75,9 casos por 100 

mil habitantes, seguido de  Rio de Janeiro, com 68,6 casos por 100 mil habitantes 

(Figura 6) (Brasil, 2023) . 

Dados apontados pelo Boletim Epidemiológico de 2023, indicam que o número 

de óbitos vinha descrescendo gradualmente ano após ano. Até que em 2021, houve 

aumento do número de óbitos por TB, quebrando a tendência que estava se repetindo 

há aproximadamente duas décadas (Figura 7) (Brasil, 2023).  

Assim como foi relatado mundialmente, no Brasil a pandemia de Covid-19 no 

ano de 2020 causou transtorno no monitoramento e na notificação de novos casos de 

TB, pois ela afetou diretamente o diagnóstico e tratamento das pessoas infectadas 

por MTB (Silva et al., 2021). No contexto da pandemia, o sistema de saúde brasileiro 

enfrentou uma redução na oferta de serviços (Maia et al., 2022).  
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Figura 6. Coeficiente de incidência de tuberculose (casos por 100 mil habitantes) 

por UF. 

 

Fonte: Brasil, 2023 

 

Além disso, outros fatores, como restrições na circulação de pessoas e a 

diminuição da procura por atendimento médico, contribuíram para o aumento nas 

taxas de infecção e óbito por TB quando comparadas aos anos anteriores à pandemia 

(Brasil, 2023). A semelhança entre os sintomas da Covid-19 e da TB também 

desempenhou um papel significativo nesse cenário (Brasil, 2023).  

O boletim epidemiológico emitido em 2022 pela Secretária da Saúde da 

Paraíba, revela que no ano de 2020 houve aumento de 9,5% do abandono do 

tratamento de TB entre as pessoas infectadas por TB em todo o estado (Secretaria 

de Saúde da Paraíba, 2022).  

Já no ano seguinte, 2021, houve elevação no número de casos de óbito 

causado por TB na Paraíba (Secretaria de Saúde da Paraíba, 2022). Esses dados 

apontam que, assim como ocorreu em todas as outras UFs do Brasil, as atividades de 

vigilância da TB pelos serviços de saúde municipais da Paraíba foram impactados 

pela Covid-19. 
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Figura 7. Coeficiente de incidência (casos por 100 mil habitantes) e número de 

casos novos de tuberculose. 

 

Fonte: Brasil, 2023 

 

 

2.4 TRATAMENTO DA TUBERCULOSE 
 

O tratamento para combater a TB é realizado por meio de um esquema 

polimedicamentoso (Sotgiu et al., 2015). Os medicamentos utilizados são divididos 

em dois grupos: os medicamentos de primeira linha e os medicamentos de segunda 

linha de tratamento (Ahuja et al., 2012).  

Os fármacos de primeira e segunda linha diferem quanto ao grau de toxicidade 

e efetividade (Prasad; Singh; Gupta, 2021), dessa forma os fármacos de primeira linha 

são a primera escolha para iniciar o tratamento da TB, e os fármacos de segunda linha 

são associados a terapia em caso de resistência da MTB aos fámacos de primeira 

linha (Ramachandran; Swaminathan, 2015).  

A OMS, preconiza que a terapia para TB deve ter duração de cerca de seis 

meses de tratamento com 4 fármacos de primeira linha, sendo elas a rifampicina (RIF), 

isoniazida (INH), etambutol (ETB) e piraminazida (PZA) (WHO, 2023) (Figura 8). O 

uso concomitante desses 4 fármacos deve durar 2 meses, e essa etapa do tratamento 

corresponde a fase intensiva; os 4 meses restantes de tratamento correspondem à 

fase de manutenção, onde o paciente faz uso de apenas dois medicamentos, a RIF e 

a INH (WHO, 2022).  

Para produzir efeito inibitório contra a MTB, cada medicamento, seja de 
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segunda ou primeira linha de tratamento, apresenta um mecanismo de ação diferente. 

Dentre os fármacos de primeira linha, a RIF é capaz de inibir a transcrição gênica, 

bloqueando a síntese de RNA (Hoagland et al., 2016).  

 

Figura 8. Esquema polimedicamentoso para tratamento da tuberculose 

 

Fonte: (Conde et al, 2009) 

 

A INH é capaz de inibir a biosíntese de ácidos micólicos, além de causar danos  

ao DNA do MTB (Unissa et al., 2016). A ação da PZA envolve a inibição da trans-

tradução, enquanto o ETB atua inibindo a síntese de arabinogalactana, que é um 

componente da parede celular do MTB (Hoagland et al., 2016) (Figura 9).  

A segunda linha de tratamento anti-TB consiste na terapia com estreptomicina, 

da classe dos aminoglicosídeos, moxifloxacino, da classe das fuoroquinolonas, 

clofazamina, linezolida, etionamida e protionamida. Esses fármacos podem ser 

usados combinados com os fármacos de primeira linha ou podem ser combinadas 

entre si (Imran et al., 2022). Diferente do tratamento com os fármacos de primeira 

linha, o tratamento com os fármacos de segunda linha é muito mais extenso e custoso 

(Imran et al., 2022). 

A taxa de morte por TB em pacientes não tratados é de 50% (WHO,2023). 

Portanto, á terapia polimedicamentosa é imprescindível para o combate da doença. 

Estima-se que aproximadamente 85% dos indivíduos infectados com a TB, que 

concluem os seis meses de tratamento com fármacos antituberculosos, alcançam a 
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cura da infecção ao término desse período (WHO,2023). 

Figura 9. Mecanismo de ação dos principais medicamentos. 

 

Fonte: (Massabni; Bonini, 2019) 

 

No Brasil, cerca 66,5% dos pacientes em tratamento com medicamentos anti-

TB foram considerados curados da TB ao término do tratamento (Brasil, 2023), 

indicando que maiores esforços ou novas estratégias devem ser empregadas ao 

combate desta doença no país. 

Nem todas as pessoas infectadas por MTB que iniciam o tratamento 

conseguem alcançar a cura da TB ao final da terapia (WHO, 2022). Diversos fatores 

podem contribuir para isso, incluindo a resistência do patógeno aos fármacos de 

primeira linha de tratamento (Degiacomi et al., 2022), a adesão adequada à terapia 

por parte do paciente, que envolve respeitar os horários das doses e fazer uso das 

quatro fármacos do esquema anti-TB, e até mesmo o abandono do tratamento pelo 

indivíduo infectado (Massabni; Bonini, 2019; Nezenega; Perimal‐lewis; Maeder, 2020).  

O MTB pode desenvolver tolerância e perda da sensibilidade aos antibióticos, 

essa tolerância pode ser observada predominatemente contra os fármacos da 

primeira linha de tratamento (Johnson et al., 2009). A tolerância permite que o MTB 

persista mesmo após exposição prolongada às drogas anti-TB (Sachan et al., 2023).  

A disseminação da infecção por cepas de MTB resistentes à rifampicina (RDR-

TB), resistentes a múltiplos fármacos (MDR-TB) e extensivamente resistentes a 

fármacos (XDR-TB), é uma das razões pelas quais os pacientes infectados por essas 
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cepas de MTB enfrentam uma batalha prolongada contra a TB (Khosravi et al., 2019).  

Essas cepas de MTB resistentes representam um desafio significativo no 

tratamento da TB, exigindo terapias mais complexas e prolongadas, o que pode 

resultar em taxas de cura mais baixas e maiores índices de falha no tratamento, assim 

como maiores efeitos colaterais nos pacientes (Imran et al., 2022; WHO,2023).   

A adesão inadequada à poliquimioterapia anti-TB por parte do indivíduo 

infectado por TB, ou o abandono da poliquimioterapia, podem induzir o 

desenvolvimento de resistência em cepas de MTB sensíveis a drogas (Ila et al., 2010). 

A mutação da MTB também é um mecanismo responsável pela resistência do MTB a 

múltiplos fármacos (Singh; Chibale, 2021). 

Estima-se que no ano de 2022, 4,4% da população mundial infectada por MTB 

apresenta infecção por uma cepa resistente (RDR-TB, MDR-TB ou XDR-TB) (WHO, 

2023). No Brasil, em 2022, foram detectados 1.104 novos casos de TB, entre os anos 

de 2015 a 2021 tinham sido detectados 6.834. A proporção de cepas RDR-TB 

detectadas em 2022 foi elevada em relação ao número de casos detectados entre 

2015 e 2021, que corresponde a um intevalo de 7 anos  (Brasil, 2023).  

 

2.5 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FÁRMACOS ANTI-TB 
 

 Diante do aumento da incidência mudial de cepas de MTB resistentes, faz se 

necessário estudos para investigação e descoberta de novos fármacos com potencial 

anti-TB (WHO, 2022). Características como neutralizar resistência cruzada do MTB, 

ter propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas otimizadas, ser um potente 

bactericida para reduzir a duração da terapia, não antagonizar outras drogas anti-TB, 

baixo custo, estabilidade, e alta tolerância são parte dos requisitos desejáveis para 

candidatos a novas fármacos anti-TB (Sachan et al., 2023).  

 Um ponto importante no desenvolvimento de novos medicamentos anti-TB é a 

toxicidade e efeitos adversos relacionados a ela (Baghaei et al., 2011). O uso 

prolongado dos fármacos da primeira linha de tratamento (RIF, INH, ETB e PZA), 

causa efeitos colaterais, como tontura, rash cutâneo e problemas gastrointestinais 

(Ejalonibu et al., 2021). Já os fármacos da segunda linha de tratamento são ainda 

mais tóxicos, menos eficazes, e mais caros que o de primeira linha (Singh; Chibale, 

2021). Espera-se que as inovações da terapia contra TB atenuem os efeitos tóxicos e 

sejam mais eficazes.  
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 A estratégia do reposicionamento de fármacos, pode ser uma aliada na busca 

de novos tratamentos para TB resistente aos fármacos de primeira e segunda linha 

de tratamento contra a TB (Maitra et al., 2015). Esse tipo de estudo tem sido bastante 

explorado para o tratamento da TB (Maitra et al., 2016; Ezquerra-Aznárez et al., 2022).  

O reposicionamento de fármacos pode apresentar vantagens significativas, se 

destacando a possibilidade de utilizar alternativas terapêuticas já estabelecidas para 

outras enfermidades (An et al., 2020), como o uso de fármacos antimaláricos (Matt et 

al., 2017). Estes medicamentos, por já terem sido investigados em estudos clínicos 

para suas indicações originais, possuem sua segurança e eficácia amplamente 

reconhecidas (Sachan et al., 2023).  

Além disso, o reposicionameto de fármacos já comercializados representam 

um investimento relativamente reduzido, uma vez que a condução de estudos clínicos 

é uma empreitada dispendiosa para a indústria farmacêutica (Sachan et al., 2023). 

 

 

2.6 NOVOS COMPOSTOS ANÁLOGOS A CLOROQUINA E AO ETAMBUTOL 
 

A síntese de novas drogas, assim como o reposicionamento de fármacos é uma 

estratégia importante para o desenvolvimento de novas terapias anti-TB (Degiacomi 

et al., 2022). A classe de fármacos antimaláricos, tem sido objeto de interesse para o 

reposicionamento direcionado ao tratamento da TB (Lougheed et al., 2009, Bermudez; 

Meek, 2014). Alguns estudos relatam a atividade de antimaláricos contra TB, como a 

tafenoquina, a mefloquina (Sidrônio et al., 2021) e a ferroquina (Mahajan et al., 2011, 

Sambandamurthy et al., 2006).  

A cloroquina (CQ) é um fármaco antimalárico, que há muito tempo tem seu 

potencial antimalárico reconhecido (Baruah et al., 2018). Além de apresentar efeitos 

antimaláricos, estudos apontam que a CQ é uma possível candidata a agente anti-TB, 

pois ao avaliar seu uso em combinação com pirazinamida e INH foi observado que a 

CQ foi capaz de potencializar a atividade anti-TB desses dois fármacos (Matt et al., 

2017). A CQ se mostra interessante por potencializar a atividade das terapias atuais 

contra MTB, podendo até reduzir o tempo de tratamento da TB (An et al., 2020).  

Estudos que exploram a investigação de novos fármacos análogos a 

medicamentos já existentes no mercado têm recebido crescente atenção (Noschka et 

al., 2021; Popovici et al., 2021). O SQ109, é um potencial fármaco anti-TB análogo ao 
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ETB; atualmente ele se encontra em fase de estudos clínicos para ser incorporado 

como uma opção terapêutica anti-TB (Imran et al., 2022).  

O SQ109 se destaca por reduzir o tempo de tratamento da TB de 25% a 30% 

in vivo, além de apresentar efeito sinérgicos quando associado aos fármacos de 

primeira linha como INH, RIF, e aos fármacos de segunda linha como bedaquilina e 

clofazimina (Imran et al., 2022). 

Diante disso, o desenvolvimento de análogos de fármacos antimaláricos e de 

análogos de drogas anti-TB, como o ETB, tem se mostrado uma alternativa 

promissora para encontrar novas formas de tratamento contra TB e contra cepas de 

MTB resistentes (Rodrigues-Junior et al., 2016; Linhares et al., 2023).  

Nesse contexto, o presente estudo propôs avaliar o potencial 

antimicobacteriano e a toxicidade de cinco compostos análogos a CQ e ao ETB 

(Figura 10), planejadas, sintetizadas e cedidas por colaboradores do Laboratório de 

Pesquisa em Bioenergia e Síntese Orgânica (LPBS) , da Universidade Federal da 

Paraíba (UFPB). 

 

Figura 10. Estrutura do etambutol e cloroquina 

 

Fonte: Ilustração cedida pelos colaboradores do LPBS, 2023 
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Figura 11. Estrutura da série de análogos ao Etambutol e a Cloroquina. 

 

 

 

Fonte: Ilustração cedida pelos colaboradores do LPBS, 2023 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Determinar a capacidade antimicobacteriana e a toxicidade de novos compostos 

análogos ao etambutol e a cloroquina.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar a concentração inibitória mínima (MIC) destes análogos frente a 

cepas de M. tuberculosis H37Ra; 

 Avaliar a citotoxicidade dos análogos na linhagem de células renais de Macaco 

do Velho Mundo, Vero E6; 

 Avaliar a citotoxicidade dos análogos na linhagem de macrófagos murinos, 

RAW 264.7; 

 Avaliar a toxicidade dos compostos bioativos em náuplios de Artemia salina; 

 Investigar o efeito da atividade combinada entre os análogos e fármacos 

antimicobacterianas. 
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4 METODOLOGIA 
 

4.1 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA EM 

Mycobacterium Tuberculosis H37RA 

 

Para determinar da Concentração Inibitória Mínima (MIC), a suspensão de MTB 

foi cultivada a 37°C em meio Midlebrook 7H9, com adição de 0,05% de tween 80, e 

0,01% de glicerol, suplementada com 10% de OADC (ácido oleico, destrose, catalase 

e cloreto de sódio).  

No procedimento, as moléculas foram solubilizadas em DMSO e dispostas em 

uma placa de 96 poços fundo em U, atingindo a concentração máxima de 200 µg/mL 

no primeiro poço. A partir do primeiro poço, realizou-se uma diluição seriada até 

alcançar a concentração mínima de 1,5 µg/mL. Os fármacos de controle, 

moxifloxacino (MOX) e RIF, ambos provenientes da Sigma-Aldrich, foram igualmente 

solubilizados em DMSO, atingindo concentrações máximas de 0,72 µg/mL e 0,2 

µg/mL, respectivamente. Assim como as demais drogas, o MOX e a RIF foram diluidos 

em série (7x). A concentração final de DMSO no experimento se manteve a 2,5%.  

A densidade óptica da suspensão (λ595nm) foi ajustada para 0,006 com o 

auxílio de um espectrofotômetro, em seguida foi adicionado 100 µL da suspensão de 

bactérias a cada poço da placa de 96 poços. Após a adição da bactéria, a placa foi 

incubada numa estufa por um período de sete dias a 37°C, onde ao final do sétimo 

dia adicionou-se uma solução estéril de resazurina a 0,02%, seguido de mais 48h de 

incubação. 

 O valor da MIC foi determinado como a menor concentração capaz de prevenir 

a conversão da resazurina, de cor azul, para resofurina, de cor rosa. Foram 

considerados os resultados de três experimentos independentes para determinar o 

valor da MIC (Agertt et al., 2013; Muradás et al., 2018; Rodrigues-Junior et al., 2018; 

Sidrônio et al., 2021). 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE  

 

A citotoxicidade foi avaliada através do método MTT. Para isso, duas linhagens 

celulares foram testadas: RAW 264.7 originada do banco de células do Rio de Janeiro, 

e Vero E6, cedida pelo Cento de Pesquisas em Biologia Molecular e Funcional, da 
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Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS). 

Ambas as linhagens foram cultivadas em meio Dulbecco's modified Eagle’s 

medium (DMEM, Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 

1% de penicilina (Sigma) e 0,1% de fungizona (Sigma), a 37°C, com 5% de CO2. Foi 

usado uma solução estéril de tripsina-EDTA a 0,02 % para remover as células Vero 

da garrafa de cultivo, enquanto a Raw foi removidacom o auxílio de um espalhador de 

células (Almeida et al., 2019). 

Posteriormente, as linhagens foram colocadas numa microplaca de 96 poços 

de fundo chato para cultivo celular, utilizando uma suspensão de 100µL de células, na 

proporção de 1x103 células por poço para RAW e 7x102 células por poço para Vero, 

a microplaca foi incubada por 24 horas para permitir a adesão das células. 

 Após a adesão celular o meio de cultivo das células foi trocado para ser 

adicionado prosteriormente os tratamentos. Os compostos foram diluídos em DMSO, 

com exceção do ETB, que foi diluído diretamente em DMEM com adição posterior de 

DMSO. As diluições partiram da concentração de 200 µg/mL até 12,5 µg/mL para 

Vero, e de 100 µg/mL até 6,25 µg/mL para a RAW. As células foram tratadas com 100 

µL de cada concentração dos compostos e incubadas por 72 horas a 37°C com 5% 

de CO2 (Amorim et al., 2017; Martinelli et al., 2017). 

Após esse período, as células foram incubadas com 100 µL de uma solução de 

3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio brometo (MTT) a 1 mg/mL, protegida da 

luz por 3 horas. Os cristais de formazan resultantes foram secos, dissolvidos em 

DMSO, e a absorbância foi medida em um leitor de placas a 570 nm (Rodrigues-Junior 

et al., 2018). Três experimentos independentes foram conduzidos em triplicata para 

determinar a viabilidade de cada linhagem celular. A viabilidade foi calculada pela 

fórmula (%Viabilidade)= [(Média da absorbância/Média da absorbância do 

Controle]x100.  

 

 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE FRENTE ARTEMIA SALINA LEACH 
  

A metodologia adotada para o estudo de toxicidade com A. salina foi adaptada 

conforme descrito por Solis et al. (1992). Aproximadamente 0,5 g de ovos de A. salina 

foram incubados em água do mar artificial, composta por 35 g de sal marinho por litro 
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de água mineral, acrescida de 6 mg/L de fermento biológico (Meyer et al., 1982).  

Os ovos foram mantidos sob aeração constante a 25°C por um período de 48 

horas. Após a eclosão, de 10 a 20 nauplios foram distribuídos em cada poço de uma 

microplaca de 96 poços com auxílio de uma micropipeta. 

Os compostos em questão foram dissolvidos em DMSO e subsequentemente 

submetidos a uma diluição em série, variando de 200 µg/mL até 6,25 µg/mL, utilizando 

uma solução de água destilada contendo 6 mg/L de fermento biológico. Após essa 

diluição, os nauplios foram submetidos ao tratamento com as diluições por um período 

de 24 horas, mantendo-se a temperatura de 23 a 25°C (Solis et al., 1992). 

Cada composto foi testado em quatro réplicas para cada concentração, 

assegurando-se que a concentração final de DMSO por poço atingisse 5%. No caso 

do ETB, destaca-se que foi dissolvido diretamente em uma solução de água destilada, 

sendo posteriormente adicionado DMSO devido à sua insolubilidade parcial neste 

solvente. 

Ao término do período de exposição, a contagem de nauplios vivos e mortos foi 

realizada em cada poço, considerando como mortos apenas aqueles que 

permaneceram imóveis após 10 segundos de observação próxima a uma fonte de luz.  

O controle negativo, realizado também em quatro replicatas, consistiu na 

incubação de 10 a 20 nauplios em água destilada com fermento biológico (6 mg/L) e 

5% de DMSO, sendo considerados válidos os testes nos quais o controle apresentou 

mortalidade igual ou inferior a 15%. 

A fim de comparar a sobrevivência dos cistos em ambientes com e sem sal, foi 

realizado um controle utilizando água marinha artificial adicionada de fermento 

biológico e 5% de DMSO. O número de nauplios vivos ao final das 24 horas foi 

utilizado para calcular a viabilidade em relação ao aumento da concentração das 

drogas, a viabilidade foi calculada pela fórmula (%Viabilidade)= [(Teste-Controle) 

/Controle]x100 (Meyer et al., 1982; Ntungwe N et al., 2020).  

 

 

4.4 INVESTIGAÇÃO DO EFEITO DA ATIVIDADE COMBINADA ENTRE OS 

ANÁLOGOS E FÁRMACOS ANTIMICOBACTERIANOS 

 

Este ensaio foi conduzido para avaliar as atividades sinérgicas e antagônicas 

resultantes da combinação de fármacos, em particular, os medicamentos de primeira 
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linha para o tratamento da TB juntamente com o composto que demonstrou o melhor 

desempenho inibitório contra a cepa de MTB H37Ra. O método empregado para a 

condução do ensaio foi o REMA. 

No âmbito deste estudo, buscou-se analisar os efeitos após a combinação entre 

o composto que demonstrou o menor valor da CIM contra a cepa de MTB H37Ra, e 

os antibióticos RIF, ETB e MOX, todos provenientes da Sigma-Aldrich. 

O análogo foi dissolvido em DMSO e submetido a uma diluição em série 

(horizontalmente) em uma placa de 96 poços. Essa diluição permitiu a combinação do 

composto com concentrações até três diluições inferiores ao valor da CIM.  

Os antibióticos foram testados em concentrações até três vezes abaixo do valor 

do seu CIM. A concentração máxima de ETB testada foi 4,42 µg/mL, enquanto a 

concentração máxima da RIF e MOX foi de 0,04 µg/mL e 0,14 µg/mL, 

respectivamente, sendo submetidos a diluição seriada (4x) e adicionados 

verticalmente a placa de 96 poços. 

Enquanto a RIF e o MOX foram diluídos em DMSO, o etambutol foi diluído em 

meio Midlebrook 7H9 com 10% de OADC, sendo que o DMSO foi posteriormente 

adicionado ao ETB. A concentração final de DMSO no experimento foi mantida em 

2,5%.  

Para a realização do ensaio, a cepa H37Ra de MTB foi cultivada em meio 

Midlebrook 7h9, com adição de 10% de OADC, 0,05% de Tween 80 e 0,01% de 

glicerol. A suspensão bacteriana foi introduzida no experimento com uma densidade 

óptica de 0,006. Após a incorporação da bactéria à placa de 96 poços, esta foi 

incubada por sete dias a 37°C, seguidos pela adição da solução de resazurina 0,02% 

e mais dois dias de incubação para a leitura dos resultados (Muradás et al., 2018; 

Sidrônio et al., 2021). 

A avaliação do efeito combinatório foi realizada por meio do Índice Fracionário 

da Concentração Inibitória (FICI), calculado pela fórmula: FICI = (CIM A + B / CIM A) 

+ (CIM B + A / CIM B). Onde CIM A + B representa a CIM da droga A combinada com 

a droga B, enquanto CIM B + A denota a CIM da droga B combinada com a CIM da 

droga A. CIM A e CIM B indicam a CIM de cada droga testada isoladamente (Almeida 

et al., 2019).  

A interpretação dos resultados do FICI considerou o sinergismo quando seu 

valor foi igual ou inferior a 0,5, efeito aditivo os valores de FICI dentro do intervalo 

entre 0,5-1, indiferença os valores >1-2, e antagonismo quando o FICI correspondeu 
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a valores entre 2-4 (Horváth et al., 2016). 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

A análise estatística foi realizada através do software GraphPad Prism 5 

(GraphPad, San Diego, CA, USA) onde foi aplicado análise de variância de uma via 

(ANOVA), seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 36 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA EM M. 

Tuberculosis H37RA 

 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC), constitui um ensaio 

microbiológico que visa quantificar a menor concentração de um composto capaz de 

inibir o crescimento de um microrganismo específico (Telles; Mosca, 2000) . No âmbito 

deste estudo, a MIC dos sete compostos testados foi determinado em relação a cepa 

MTB H37Ra, empregando o método de redução colorimétrica da resazurina em placa 

(REMA) (Sidrônio et al., 2021; Taneja; Tyagi, 2007; Telles; Mosca, 2000). 

Na Tabela 1, estão apresentados os valores dos MICs dos fármacos anti-TB 

utilizados como controles neste ensaio. Na Tabela 2, estão listados os valores do MIC 

dos cinco análogos do ETB e da CQ, bem como os MICs do ETB e da CQ. Neste 

experimento foi adicionado controle de esterilidade do meio (sem suspensão de 

bactéria) e de crescimento microbiano (com adição de bactéria). 

 

Tabela 1. Concentrações inibitórias mínimas (MICs) dos fármacos anti-TB usados 

como controles positivos do ensaio com a cepa de Mycobacterium tuberculosis 
H37Ra. 

 

Fonte: próprio autor, 2024 

Os controles positivos usados para este ensaio, RIF e MOX, apresentaram 

valores da MIC de 0,02 µg/mL e 0,09 µg/mL respectivamente. Esse valores estão 

muito próximos com o que foi descrito em estudos anteriores (Sidrônio et al., 2021), 

onde esses mesmos fármacos foram usados como controle positivo e apresentaram 

valores da MIC de 0,02 µg/mL para RIF e 0,07 µg/mL para MOX. 

O ETB teve MIC de 4,42 µg/mL e a CQ teve MIC de 1350 µg/mL. A MIC do ETB 

correspondeu ao efeito inibitório esperado deste fármaco frente a MTB, visto que já é 

conhecido o seu potencial como agente antimicobacteriano, estando incluso como 
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fármaco de primeira-linha de tratamento contra TB (Sotgiu et al., 2015).  

O MIC tanto do CQ quanto do ETB são similares ao encontrado na literatura 

(Sidrônio et al., 2021). Apesar de alguns estudos comprovarem o efeito 

imunomodulador da CQ contra TB em combinação com outros fármacos (Matt et al., 

2017), quando isolada ela apresentou uma MIC muito elevada, 1350 µg/mL neste 

estudo. O que sugere que este fármaco antimalárico tem baixo potencial contra MTB, 

e que o desenvolvimento de estudos para aprimorar o seu potencial anti-TB são 

necessários.  

 

Tabela 2. Concentrações inibitórias mínimas (MICs) do etambutol, da cloroquina e 
de seus análogos contra cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Ra. 

 

Fonte: próprio autor, 2024 

 

Tukulula et al. (2013), observou em seu estudo que análogos da CQ 

demonstraram aumento no potencial anti-TB em comparação com a própria CQ 

quando testados contra cepas de MTB H37Rv. Esses análogos apresentaram valores 

de MIC na faixa de 0,25 µM a 1,25 μM, enquanto a CQ apresentou uma MIC de >160 

μM contra essa mesma cepa. Os análogos da CQ foram capazes de inibir a MTB até 

640 vezes mais do que ela (Tukulula et al., 2013).  

O ETB faz parte da primeira-linha de tratamento da TB, ele se destaca dos 

outros fármacos da primeira-linha de tratamento por apresentar raros casos de cepas 

resistentes contra ele (Caminero et al., 2010). Pacientes infectados com cepas de 
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MTB resistentes somente a INH apresentam susceptibilidade ao ETB (Caminero et 

al., 2010), tornando ele um fármaco estratégico, pois integra o tratamento tanto de 

cepas com algum perfil de resistência quanto as cepas totalmente sensíveis a 

primeira-linha de tratamento anti-TB. 

Em seu estudo Schonfeld et al. (2012), identificou que o ETB apresenta 

susceptibilidade em pacientes infectados com cepas de MTB MDR e XDR quando é 

detectado baixo nível de resistência, o ETB foi considerado por este autor como uma 

alternativa para o tratamento de MDR-TB. Apesar de ser um fármaco que pode 

integrar o tratamento da TB contra cepas resistentes, o ETB apresenta relação com 

casos de toxicidade ocular, foi estimado que 22,5 a cada 1000 pacientes que se tratam 

com ETB desenvolvem alguma espécie de dano ocular, que podem ser reversíveis ou 

não (Koul, 2015).  

Diante desse perfil de toxicidade, é possível perceber que o ETB é um fármaco 

que poderia ser aprimorado. Na elaboração da síntese das substâncias testadas neste 

trabalho, os colaboradores do LPBS buscaram favorecer na série de análogos, a 

combinação dos grupos farmacofóricos presentes na CQ (núcleo quinolínico) e no 

ETB (Figura 10). A atividade inibitória dos análogos em relação à cepa MTB H37Ra 

indica que a união dos grupos farmacofóricos da CQ e do ETB resultou em um efeito 

inibitório positivo. 

A série de compostos análogos ao ETB e a CQ, DOC-76, DOC-79, DOC-89, 

DOC-107, DOC-120, apresentaram valores da MIC numa faixa interessante, entre 

12,5 µg/mL e 25 µg/mL. Heinrichs et al. (2018) determinou valor da MIC do ETB e da 

Capreomicina como 8 µg/mL, em MTB H37Ra; apesar de ter usado um método 

distinto do utilizado neste estudo, é possível estabelecer proximidade entre a MIC 

desses dois fármacos e a MIC das DOCs (Heinrichs et al., 2018).  

O composto da presente série de análogos que apresentou a menor MIC contra 

MTB foi o DOC-76, apresentando inibição a 12,5 µg/mL, esse valor é duas vezes mais 

baixo que a MIC dos outros análogos da mesma série, que apresentaram valores de 

25 µg/mL. A DOC-76 apresentou a MIC 108 vezes mais baixa que a da CQ (com MIC 

de 1350 µg/mL), e 3 vezes maior que a do ETB (que apresentou MIC de 4,42 µg/mL). 

Os outros análogos tiveram MIC 54 vezes menor que o da CQ e quase seis vezes 

maior que o do ETB. 

Linhares et al. (2023) conduziu uma pesquisa na qual foi desenvolvido uma 

série de análogos ao ETB. O análogo com o menor valor de MIC foi o 1b, que 
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apresentou inibição em uma cepa H37Rv na faixa de 1,52 μM, o ETB teve um MIC de 

3,6 μM contra essa mesma cepa. O análogo 1b teve potencial de inibir a cepa H37Rv 

de MTB numa concentração duas vezes menor do que o próprio ETB. 

Linhares et al. (2023) conduziu uma pesquisa na qual foi desenvolvido uma 

série de análogos ao ETB. O análogo com o menor valor de MIC foi o 1b, que 

apresentou inibição em uma cepa H37Rv na faixa de 1,52 μM, o ETB teve um MIC de 

3,6 μM contra essa mesma cepa. O análogo 1b teve potencial de inibir a cepa H37Rv 

de MTB numa concentração duas vezes menor do que o próprio ETB. 

Figura 12. Origem estrutural da série de análogos ao etambutol e a cloroquina 

 

Fonte: Ilustração cedida pelos colaboradores do LPBS, 2023 

O SQ109 é um composto análogo ao ETB, seu potencial anti-TB é estudado 

desde 2003, e ele está próximo a concluir os estudos clínicos de fase III e integrar a 

terapia anti-TB (Imran et al., 2022). O SQ109 apresentou MIC de ≤0,2 µg/mL quando 

testado contra MTB H37Rv suscetível a multiplas drogas, MIC de 0,78 µg/mL contra 

cepas resistentes ao ETB e a INH, e MIC de ≤0,39  µg/mL contra cepa resistente a 

RIF (Imran et al., 2022).  
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5.2 INVESTIGAÇÃO DA CITOTOXICIDADE 
  

5.2.1 Avaliação da citotoxicidade com Vero E6 
 

É esperado que novos fármacos propostos para integrar a terapia da TB 

tenham toxicidade igual ou inferior aos fármacos já disponíveis para tratamento da 

doença.  Nesse sentido, o presente ensaio de avaliação da citotoxicidade dos 

análogos do ETB e CQ frente a Vero E6, permitiu concluir que esses composto. 

na escala de 200 µg/mL a 12,5 µg/mL não afetaram significativamente a viabilidade 

da Vero E6 (Figura 11). A análise da viabilidade celular após exposição a todos os 

análogos não demonstrou diferenças significativas em relação ao controle. 

A viabilidade da linhagem Vero após tratamento com DOC-76 a 12,5 µg/mL, 

concentração de seu MIC, foi de 86%. Apesar da viabilidade da Vero tratada com  ETB 

não ter sido avaliada na concentração que corresponde ao seu MIC (4,42 µg/mL), 

quando tratada na concentração de  12,5 µg/mL de ETB viabilidade da linhagem foi 

de 90%. A viabilidade da Vero após tratamento com a DOC-76 e ETB nas mesmas 

concentrações teve valores próximos. Após tratamento com CQ na concentração de 

12,5 µg/mL a viabilidade celular da linhagem foi de 75%, indicando que a toxicidade 

da DOC-76 pode ser considerada mais semelhante ao ETB do que a CQ.  

Apesar da viabilidade da linhagem tratada com DOC-76 não ter apresentado 

diferenças significativas em relação ao controle, após análise estatística (usando o 

pós teste de Bonferroni) foram observadas diferenças significativas entre os grupos 

tratados com 200 µg/mL de DOC-76 e todos os grupos tratados com CQ e com ETB 

(P<0,05). 

Os demais análogos, DOC-79, DOC-89, DOC-107 e DOC-120, quando testados à 

concentração de 25 µg/mL, demonstraram viabilidades celulares de 94%, 74%, 75%, 

e 101%, respectivamente. Destacam-se, em termos de segurança, a DOC-120 e a 

DOC-79 em relação aos outros análogos, devido aos resultados de viabilidade de 

101% e de 94% a uma concentração de 25 µg/mL, concentração que corresponde ao 

seu MIC.  
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Figura 13. Viabilidade da linhagem celular Vero E6 após 72 h de incubação com 

DOC-76, DOC-79, DOC-89, DOC-107, DOC-120, CQ e ETB. 
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ETB
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Fonte: própio autor, 2024 

 A uma concentração de 25 µg/mL, a viabilidade celular da linhagem Vero após 

tratamento com o composto ETB ficou em 101%, enquanto após tratamento com CQ 

foi de 78%. Observou-se que a viabilidade celular dos compostos DOC-79, DOC-89, 

DOC-107 e DOC-120, também à concentração de 25 µg/mL, está comparativamente 

próxima às viabilidades observadas para o ETB e a CQ. 

As modificações estruturais que resultaram na DOC-79, DOC-89, DOC-107, 

DOC-120 não demonstraram impacto significativo na viabilidade da linhagem celular 

Vero E6, quando comparadas com os fármacos CQ e ETB. Além disso, observa-se 

através de análise estatística que não há discrepâncias significativas entre os grupos 

tratados com as DOC-79, DOC-89, DOC-107, DOC-120 e a CQ e ETB. 

Embora raros, existem casos de associação entre alguns antibióticos utilizados 

na terapia anti-TB e toxicidade renal (Buziashvili et al., 2019). Ao mesmo tempo que 

a poliquimioterapia direcionada para o tratamento da TB é importante para o sucesso 

do tratamento e redução da resistência micobacteriana, a combinação entre RIF, PZA 

e INH pode induzir nefrotoxicidade (Sharma et al., 2019).  

A RIF, principal fármaco da terapia anti-TB, se destaca entre os outros 

fármacos por ser mais associada a reações adversas tóxicas. Uma dessas reações é 

nefrotóxica, seu uso pode estar associado a nefrite intersticial aguda, falência da 

função renal, e dano tubular (Beebe; Seaworth; Patil, 2015). O uso da RIF também 

pode ser acompanhado de outras complicações como anemia, trombocitopenia e 

dano hepático (Chiba et al., 2013).  

A RIF não é o único fármaco empregado na terapia anti-TB que foi relatado 

como causador de eventos nefrotóxicos. Em seu estudo, Busiazhivili et al. (2019), 
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avaliou a nefrotoxicidade de dois fármacos que integram a segunda-linha de 

tratamento contra TB, Canamicina e Capreomicina, em pacientes infectados com 

MDR-TB e XDR-TB. O estudo concluiu que 54% dos pacientes em tratamento 

desenvolveram algum dano renal em decorrência ao uso desses fármacos.  

Assim como os fámacos citados, há relatos do uso do ETB ser associado ao 

dano renal glomerular e tubular, além de dano hepático (Hasanuddin; Muis; Minhajat, 

2022). O surgimento de cepas multirresistentes obriga o paciente com TB a exposição 

prolongada aos quimioterápicos. Por conta disso, a busca por fármacos com 

toxicidade reduzida é de extrema importância.  

 

 

 5.2.2 Avaliação da citotoxicidade com RAW 264.7 
 

 A viabilidade da linhagem celular RAW 264.7 (macrófagos murinos) após 

tratamento com as moléculas DOCs foi avaliada com o intuíto de investigar, 

posteriormente, a atividade intracelular das DOCs em um modelo de infecção in vitro 

com MTB (Rodrigues-Junior et al., 2016). Os resultados obtidos nestes experimentos  

permitiram concluir que todas as DOCs foram citotóxicas para a linhagem em questão, 

reduzindo a viabilidade celular (Figura 12).  

Na Tabela 3, é possivel observar que todos os análogos reduziram mais que 

50% da viabilidade celular. Para o desenvolvimento de um modelo de infecção por 

MTB em macrófagos murinos é necessário que o composto apresente baixa 

toxicidade aos macrófagos (Gonçalves et al., 2012; Rodrigues-Junior et al., 2016). A 

baixa viabilidade da RAW 264.7 após o tratamento por 72h com as DOCs, indica que 

a avaliação da atividade intracelular desses análogos em um modelo de infecção por 

MTB seria comprometida pela toxicidade desses compostos.   

É possível observar que a RAW 264.7 se mostrou muito mais sensível ao 

tratamento com as DOCs do que a Vero E6. A atividade intracelular das DOCs em um 

modelo de infecção in vitro por MTB é importante para avaliar se elas possuem o 

mesmo potencial inibitório que foi observado nos experimentos de susceptibilidade 

(determinação do MIC), porém dentro da célula.  
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Figura 14. Viabilidade da linhagem RAW 264.7 frente a DOC-76, DOC-79, DOC-89, 

DOC-107, DOC-120 após 72h de tratamento. * e ** correspondem a P<0,05 e a 
P<0,01, respectivamente. 
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* e ** correspondem a P<0,05 e a P<0,01, respectivamente. 

Fonte: própio autor, 2024 
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Tabela 3. Viabilidade (%±SD) da DOC-76, DOC-79, DOC-89, DOC-107 e DOC-120 

frente a RAW 264.7 em 72h de tratamento, na concentração do MIC. 

 

Fonte: própio autor, 2024 

 

5.3 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE FRENTE ARTEMIA SALINA LEACH 
 

 A Figura 13 mostra o resultado da viabilidade da Artemia salina após 24h de 

exposição aos tratamento com DOC-76, DOC-79, DOC-89, DOC-107, DOC-120, CQ 

e ETB. Pode-se observar que as DOC-76, DOC-79 e DOC-120 foram os análogos que 

menos afetaram a viabilidade da Artemia salina. Os tratamentos com DOC-76, DOC-

79 e DOC-120  resultaram em viabilidades similares àquelas dos grupos tratados com 

CQ e com ETB nas concentrações de 25 µg/mL, 12,5 µg/mL e 6,25 µg/mL. Além disso 

a análise estatística indicou que as DOC-76, DOC-79 e DOC-120 não demontraram 

diferenças significativas em relação ao controle. 

A DOC-89 na concentração 200 µg/mL  e 100 µg/mL,  e a DOC-107 na 

concentração 200 µg/mL reduziram significativamente a viabilidade da Artemia salina 

quando comparadas ao grupo controle. A DOC-89 nas concentrações de 50 µg/mL, 

100 µg/mL e 200 µg/mL e DOC-107 nas concentrações de 100 µg/mL e 200 µg/mL 

afetaram a viabilidade da Artemia salina, o tratamento com 200 µg/mL DOC-107 levou 

100% da população de Artemia salina à morte, este pode ser considerado o grupo 

mais tóxico contra o crustáceo de toda a série.  

O ensaio de toxicidade utilizando Artemia salina representa um método muito 

utilizado para prever toxicidade no âmbito de projetos de desenvolvimento de 

fármacos (Rajabi et al., 2015). É uma metodologia acessível e de baixo custo para 

avaliação toxicológica preliminar, caracterizado pela simplicidade operacional e  
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recursos minimizados (Pecoraro et al., 2021). A Artemia salina é um microcrustáceo 

de fácil manuseio que se desenvolve em condições simples, conferindo dacilidade à 

execução do método (Pecoraro et al., 2021). No entanto, é importante notar que, 

apesar de suas vantagens, esta técnica possui limitações significativas. 

A Artemia salina revela-se menos sensível na determinação precisa do caráter 

tóxico de uma substância devido às diferenças entre a fisiologia humana e a dos 

invertebrados (Ntungwe et al., 2020). Outras divergências, como as relacionadas à 

constituição proteica e à complexidade do sistema imunológico, podem induzir a 

resultados falso negativos. Não obstante essas limitações, o método é considerado 

uma alternativa válida de análise, ocupando um espaço intermediário entre os testes 

in vitro e os ensaios pré-clínicos em animais (Ntungwe et al., 2020).  

 Nos nossos experimentos, a comparação da sobrevivência da Artemia salina 

em um ambiente com e sem sal revelou que a viabilidade da Artemia salina nos poços 

tratados com sal e 5% de DMSO foi de 88%, enquanto a viabilidade nos poços 

tratados apenas com 5% de DMSO foi de 98%. Isso indica que a exclusão do sal no 

experimento além de ter melhorado a solubilidade das DOCs, do ETB e da CQ, não 

afetou de forma tão acentuada a sobrevivência da A. salina.  
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Figura 15. Sobrevivência da Artemia salina frente a DOC-76, DOC-79, DOC-89, DOC-

107, DOC-120, CQ e ETB após 24h de tratamento.  
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ETB
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* e *** indicam que P<0,05 e P<0,001, respectivamente. 

Fonte: própio autor, 2024 

 

5.2 INVESTIGAÇÃO DO EFEITO DA ATIVIDADE COMBINADA ENTRE A 

MOLÉCULA DOC-76 E FÁRMACOS ANTIMICOBACTERIANOS 

 

 Por ter sido o análogo da série que apresentou maior potência contra a MTB 

H37Ra isoladamente (Tabela 2), a DOC-76 foi combinada com a RIF, MOX e ETB. 

Na tabela 4 estão reportados os resultados da interação entre três fármacos anti-TB 

e a DOC-76 contra a cepa de MTB H37Ra.  

A partir dessas combinações foi possível identificar que DOC-76 apresentou 

interação indiferente em combinação com o MOX e o ETB, e apresentou interação 

aditiva quando combinada com a RIF (Figuras 11, 12, 13). 

Nesse ensaio foi possível observar que a DOC-76 combinada com a RIF, MOX 

e ETB não alterou negativamente o MIC desses fármacos anti-TB contra MTB H37Ra, 

não havendo antagonismo entre eles e a DOC-76. Em combinação com a RIF (Figuras 

11 e 12), a DOC-76 demonstrou efeito aditivo. A interação aditiva é caracterizada pela 

redução do valor do MIC 1x quando os dois compostos são combinados, nesse caso 

o valor do MIC dos dois compostos foi reduzido.  

A ausência de antagonismo entre combinações de fármacos é uma 

característica necessária para doenças que dependem de um tratamento 

poliquimioterápico como a TB, que envolve o uso concomitante de mais de três 

fármacos com diferentes mecanismos de ação (Meletiadis et al., 2010). 
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Tabela 4. Combinações entre o derivado da cloroquina e etambutol de maior 

potência, DOC-76, e os fármacos anti-TB rifampicina, moxifloxacino e etambutol. 

 

Fonte: própio autor, 2024 
 

A ausência de antagonismo entre combinações de fármacos é uma 

característica necessária para doenças que dependem de um tratamento 

poliquimioterápico como a TB, que envolve o uso concomitante de mais de três 

fármacos com diferentes mecanismos de ação (Meletiadis et al., 2010). 

Nesse contexto, para que um novo fármaco seja considerado um candidato 

promissor para integrar a terapia anti-TB, é crucial que ele demonstre não apenas um 

bom potencial inibitório isolado contra o MTB, mas também uma boa atividade em 

combinação com outros fármacos aos quais será associado.  

 Em seu estudo, Linhares et al. (2023) identificou, em sua série de análogos ao 

ETB, a presença de efeito aditivo entre três desses análogos e a RIF, bem como entre 

o ETB, quando testados com uma cepa H37Rv de MTB. Dentro dessa série, apenas 

um análogo mostrou uma interação sinérgica com a RIF, o análogo 1b, com um FICI 

de 0,38, este mesmo análogo também apresentou efeito aditivo em combinação com 

o ETB.  

 Martin et al. (2023), em seu estudo sintetizou uma série de compostos que 

compartilham o mesmo núcleo quinolínico do CQ e das DOCs, esses compostos são 

denominados tetrahidroisoquinolinas (THIQs). Ao avaliar a interação entre as THIQs, 

o ETB e a RIF contra Mycobacterium aurum, foi observado que três compostos 
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apresentaram sinergismo em combinação com RIF. Somente um composto da série 

teve interação sinérgica quando combinada com o ETB (Martin et al., 2023). 

 Apesar da DOC-76 ter mostrado uma interação indiferente em combinação com 

o ETB e MOX, a combinação desses fármacos não resultou em antagonismo, o que 

pode ser considerado um aspecto positivo para a continuação da investigação do 

potencial anti-TB da DOC-76. O efeito aditivo que a DOC-76 demonstrou em 

combinação com a RIF, indica que ela é uma boa candidata a fármaco anti-TB.  

 

Figura 16. Ensaio de combinação entre DOC-76 e rifampicina (lado esquerdo) e 

DOC-76 e moxifloxacino (lado direito) contra Mycobacterium tuberculosis H37Ra. 

 

Fonte: própio autor, 2024 
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Figura 17. Ensaio de combinação entre DOC-76 e rifampicina (lado esquerdo) e 

DOC-76 e moxifloxacino (lado direito) contra Mycobacterium tuberculosis H37Ra. 

 

Fonte: própio autor, 2024 
 

Figura 18. Ensaio de combinação entre DOC-76 e etambutol contra Mycobacterium 
tuberculosis H37Ra. 

 

Fonte: própio autor, 2024 
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6 CONCLUSÕES 
 

 

Os análogos ao ETB e a CQ, apresentaram potencial antimicobacteriano contra 

a cepa de MTB H37Ra, o análogo que teve maior potencial contra a MTB foi a DOC-

76. 

Na avaliação da citotoxicidade das DOCs na linhagem celular Vero E6 elas não 

demonstraram uma toxicidade superior  àquela observada com o ETB e CQ na 

concentração de seus respectivos MICs. 

A avaliação da citotoxicidade com a linhagem celular RAW 264.7 permitiu 

concluir que as DOCs afetaram a viabilidade celular dessa linhagem. 

Na avaliação da toxicidade no modelo de Artemia salina, as DOCs na 

concentração de seus respectivos MICs não demonstraram redução da viabilidade em 

relação ao controle. 

A molécula líder do estudo foi selecionada como a DOC-76, houve efeito aditivo 

na combinação entre a DOC-76 e RIF, e interação indiferente na combinação entre a 

DOC-76,  ETB e MOX. 
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