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RESUMO

A tuberculose (TB) tem como principal agente etiologico a bactéria Mycobacterium
tuberculosis e, segundo a Organizagao Mundial de Satide (OMS), ¢ a doencga causada por um
unico agente infeccioso que mais mata no mundo, atingindo cerca de um quarto da populacao
mundial na forma latente, representando ainda, um grande problema de saude publica, devido
principalmente ao alto indice de resisténcia aos antibidticos. O objetivo deste trabalho ¢
avaliar o potencial de Tanshinona I (TI), Tanshinona IIA (TIIA) e Criptotanshinona (CPT)
frente ao M. tuberculosis, e avaliar sua seguranca in vitro € in vivo. Partindo de uma biblioteca
de produtos naturais, nés encontramos TI, TIIA e CPT sendo os compostos mais promissores.
Eles foram submetidos ao experimento inicial de concentra¢do inibitéria minima (CIMyo) e
indice de citotoxicidade (ICso) para analisarmos os seus respectivos indices de seletividade
(IS). Em seguida, foram testados também contra modelos gram positivos, gram negativos e
leveduras, além de outras micobactérias. Foi determinado também o indice de concentracao
inibitoria fracionada (FICI) quando combinados com rifampicina, um farmaco de primeira
linha. Por fim, os compostos foram testados em modelo larval Galleria mellonella, a respeito
de sua toxicidade aguda. A CIMyy dos compostos foi de 1,03; 0,38 e 1,21 pg/mL para TI,
THA e CPT, respectivamente, com baixa citotoxicidade e alto IS. Os resultados frente
1solados clinicos resistentes foram bastante satisfatorios, com as 3 tanshinonas apresentando
CIMyo menor que 3 pg/mL em pelo menos 5 dos 9 testados. O espectro de atividade dos
compostos foi classificado como estreito em virtude da ndo atividade nos modelos de
bactérias gram positiva e gram negativa, bem como de outros géneros de micobactéria
utilizados. Ainda, apresentaram CIMoo em torno de 0,30 ug/mL frente M. bovis, que possui
99,55% de similaridade estrutural com M. tuberculosis. Como resultado do FICI foi
apresentado sinergismo para TI e neutralidade para TIIA e CPT. A toxicidade in vivo frente
Galleria mellonella com uma concentracao de 2.000 mg/kg de peso corpdreo nao resultou em
nenhuma morte em 120h de observacdo. Em conclusdo, apresentamos resultados de 3
compostos naturais amplamente estudados, mas que se mostram promissores na busca de

alternativas a terapias da tuberculose.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, produtos naturais, atividade anti-tuberculose,

Tanshinona I, Tanshinona IIA, Criptotanshinona.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) has as its main etiological agent the bacterium Mycobacterium
tuberculosis and, according to the World Health Organization (WHO), it is the disease caused
by a single infectious agent that kills the most in the world, affecting about a quarter of the
world population in its latent form, representing still, a major public health problem, mainly
due to the high rate of antibiotic resistance. This work aims to evaluate the potential of
Tanshinone I (TI), Tanshinone IIA (TIIA) and Cryptotanshinone (CPT) against M.
tuberculosis, and assess the safety in vitro and in vivo. From a library of natural compounds,
we find the most promising compounds being TI, TIIA and CPT. They were subjected to
initial experiments of minimal inhibitory concentrations (MICgg) and cytotoxicity index (ICso)
to analyze your selectivity index (SI). Then, were tested against gram-positive, gram-negative
and yeast models, besides other mycobacteria. Was also analyzed the fractional inhibitory
concentration index (FICI) when combined with rifampicin, a first-line drug. And finally, the
compounds were tested for their acute toxicity against Galleria mellonella larval model. The
MICyg of the compounds was 1.03; 0.38 and 1.21 pg/mL, for TI, TIIA and CPT, respectively,
with very low cytotoxicity and high SI. The results against resistant clinical isolates of M.
tuberculosis were quite satisfactory, with the 3 tanshinones showing MICo smaller than 3
png/mL in at least 5 of 9 tested. The activity spectrum of compounds was classified as narrow
due to non-activity in gram-negative and gram-positive bacterial models, as well as another
genus of mycobacteria used. Still, showed MICoqo around 0.3 pg/mL against M. bovis, that
have 99.55% of structural similarity with M. tuberculosis. As a result of FICI, was presented
synergism for TI and neutrality for TIIA and CPT. The in vivo toxicity against Galleria
mellonella with a concentration of 2,000 mg/kg of body weight, did not show any death
within 120 hours of observation. In conclusion, we present results of 3 natural compounds

widely studied, but that show promise in the search for alternatives to tuberculosis therapies.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, natural products, anti-tuberculosis activity,

Tanshinone I, Tanshinone I1A, Cryptotanshinone.
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1. Introducio

1.1 A tuberculose

Lesdes 6sseas compativeis com a tuberculose (TB) foram encontradas em esqueletos
que viveram em cerca de 5.000 A.C., mas a primeira evidéncia mais segura da doenga foram
em mumias bem preservadas de farads que viveram entre os anos 3.700 a 1.000 A.C em
Tebas, sendo a maioria da 21° dinastia do Egito. O primeiro diagndstico bacterioldgico com
técnicas de biologia molecular foi realizado no corpo de uma jovem inca plebeia, que teve o
corpo mumificado espontaneamente pelas condigdes peculiares do terreno. Segundo a
datacao, ela viveu no Peru na época de 1.100 A.C. No Brasil, a doenca chegou aos indios na
primeira fase da colonizagdo, através dos jesuitas e colonos que foram atraidos pelos
‘beneficios do clima ameno’. Os doentes eram chamados de ‘tisicos’, mas em 1839
Schoenlein criou o termo ‘tuberculose’, derivado de ‘tubérculo’, o nome dado ao nddulo
lesional por Sylvios Deleboe, em 1680 (Rosemberg, 1999).

Apesar de antiga, continua sendo um grande problema de saude em nivel global,
adoecendo cerca de 10 milhdes de pessoas por ano nos ultimos anos (World Health
Organization, 2019). A identificacdo do bacilo Mycobacterium tuberculosis sendo o principal
agente etiologico responsavel pela tuberculose foi descoberta por Robert Koch em 1882,
porém antes disso, ja haviam estudos demonstrando a patogénese e a transmissibilidade da
doenca. Na sequéncia, em 1890, Koch isolou dos bacilos de M. tuberculosis uma substancia
que ele chamou de tuberculina, e acreditou que seria a cura para a doenga. Quando anunciada,
mesmo com seu preco altissimo, as passagens nos trens da Europa esgotaram-se por varios
meses, tamanha era a procura pelo tratamento, mas ndo demorou para tudo desmoronar
novamente. As doses de tuberculina levaram a rapida progressao da doenga com reagdes
sist€émicas graves, resultando rapidamente em morte. A substancia foi abandonada, até que um
pouco depois, em 1909, o pediatra Clemens Freiherr von Pirquet, descobriu que na verdade
era uma substidncia que poderia ajudar no diagndstico principalmente de criangas com
infeccdo latente, sendo hoje uma das armas mais importantes para o estudo epidemioldgico da
tuberculose (Daniel, 2006; Rosemberg, 1999).

M. tuberculosis ¢ um bacilo aerdbico de crescimento lento, com um tempo de divisao
de cerca de 24 horas. Assim como outras micobactérias, pode ser visualizado através da
coloragdo de Ziehl-Neelsen, pois sua parede celular espessa e cerosa retém a coloragao de
carbolfucsina frente a lavagens com alcool-acido, mas pode ser diferenciado utilizando testes

bioquimicos rapidos ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR). M. tuberculosis ¢ um agente
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patogénico intracelular, capaz de parasitar fagocitos mononucleares humanos, passando a
maior parte do seu ciclo de vida em macréfagos (Gordon e Parish, 2018; Vasava et al., 2017).

Segundo o ultimo relatéorio da Organizagdo Mundial da Satde (OMS), o M.
tuberculosis afeta atualmente cerca de um quarto da populagdo mundial e pode ser adquirida
por qualquer pessoa em qualquer lugar pois a bactéria se espalha quando uma pessoa com
infeccdo ativa expele os bacilos para o ar, por exemplo, tossindo. A OMS possui uma lista de
30 paises com alta carga de TB, dos quais 18 estdo destacados na figura 1 por terem

apresentado pelo menos 100 mil casos incidentes em 2019.

Figura 1. Paises que tiveram pelo menos 100 mil casos incidentes de TB em 2019.
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Fonte: World Health Organization (2020)

O Brasil apresentou 96 mil casos incidentes de TB em 2019, e ¢ um dos 22 paises que
representam 21% do total global, enquanto os outros 8 da lista da OMS, representam 66,2%, e
estdo nomeados na figura 1. Ainda, dentre os 30, o Brasil foi o que apresentou menor taxa de

incidéncia per capita (World Health Organization, 2020).

1.2 Patogénese e transmissibilidade
E uma doenga infectocontagiosa que afeta geralmente os pulmdes, mas também pode
afetar outros locais (tuberculose extrapulmonar) (Gradmann, 2006). O primeiro contato ocorre

quando o bacilo ¢ inalado e chega aos pulmdes, podendo ser completamente eliminado pelo
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sistema imunoldgico, ser contido em estado de laténcia ou dar origem a uma infeccao ativa. O
resultado difere para cada individuo, dependendo do estado imunolégico do hospedeiro.
(Ankrah et al., 2018).

A maioria das pessoas infectadas apresentam infec¢do latente (cerca de 90%), na qual
a bactéria pode persistir por décadas em um estado metabolicamente inativo ou de replicacdo
lenta. As estimativas sdo de que quase 2 bilhdes de pessoas estdo infectadas de forma latente,
fornecendo um reservatorio global de infec¢do. Em aproximadamente 5% dos individuos
infectados, o sistema imunologico ¢ eficaz no controle dessa infec¢ao inicial, mas as bactérias
vidveis permanecem dormentes e reativam posteriormente, essa categoria ¢ conhecida como
TB pods-priméria ou de reativagdo; e nos outros 5% dos individuos infectados, o sistema
imunologico € incapaz de conter a infec¢do inicial e a TB ativa se desenvolve nos primeiros
1-2 anos, essa categoria € conhecida como TB primaria (Gordon e Parish, 2018; Nachiappan
etal.,2017).

Os sintomas comuns sdo tosse com escarro € as vezes com sangue, dores no peito,
fraqueza, perda de peso, febre e suores noturnos. Muitas vezes, esses sintomas sao leves por
muitos meses, levando a atrasos na procura de cuidados e aumentando o risco de espalhar a
infec¢do para outras pessoas (World Health Organization, 2020). A infeccdo normalmente
resulta na formagdo de granuloma em torno do foco inicial da infeccdo e pode levar a lesdes
caseosas ¢ formacao de cavidades, sendo nesse ultimo caso extremamente infecciosas, pois €
a consequéncia da destruicdo do tecido pulmonar com formagdo de espagos abertos
macroscopicos que contém numerosos bacilos e conecta-se com as grandes vias aéreas, o que

facilita a expectoracgao eficiente da bactéria (Younga and Verreck, 2012).

1.3 Tratamento

Por quase 3 milénios a recomendacdo de tratamento era chamada de “regime
higienodietético”, ou seja, apenas repouso e alimentacdo. Também existiram recomendacdes
questionaveis, como: realizar infusdo de repolho, de p6 de casca de caranguejo, de pulmao de
raposa e de figado de lobo em vinho tinto; comer crocodilo cozido ou pele de burro; sangrias,
purgativos, ventosas, vesicatorios, eméticos, sanguessugas e clisteres; cavalgadas por longas
horas finalizando com um bom banho em emulsdo de tripas de porcos. E por fim algumas
recomendacdes que Rosemberg chamou de “romaénticas”, que eram todas a base de rosas
vermelhas, seja ingerindo através de infusdes em mel, ou até mesmo apenas repousar em um

quarto forrado de suas pétalas (Rosemberg, 1999).
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Hoje, o tratamento mais simples recomendado a pacientes com TB ndo resistente,
conta com uma terapia combinada durante, no minimo, 6 meses, sendo 2 deles
necessariamente de tratamento intensivo € 4 meses de manutencao (figura 2) (World Health
Organization, 2017), por isso, o tratamento da tuberculose deve sempre ser acompanhado
desde o diagnostico até a alta do paciente, para que assim a adesdo completa seja garantida e
que as chances de sucesso do tratamento sejam maiores.

Figura 2. Esquema basico de tratamento da tuberculose sensivel em adultos e adolescentes.

ESQUEMA FAIXAS DE PESO UNIDADE/DOSE DURA(;EO
RHZE 20 a 35 Kg 2 comprimidos
150/75/400/275 Mg 36 a 50 Kg P .

(comprimidos
em doses fixas
combinadas)

51a 70 Kg 4 comprimidos (fase intensiva)

Acima de 70 Kg 5 comprimidos

1 comp 300/150 mg ou

20235 kg 2 comp 150/75 mg
RH
1 comp 300/150 mg + 1 comp de 150/75 mg
300/150 mg’ 36 a 50 Kg 4 meses
ou 150/75 mg el L (fase de
(comprimidos 51270 Ke 2 comp 300/150 mg ou manutenqao)
em doses fixas 4 comp 150/75 mg

combinadas)
2 comp 300/150 mg + 1 comp de 150/75

Acima de 70 Kg mg ou 5 comp 150/75 mg

Fonte: (RATIONAL PHARMACEUTICAL MANAGEMENT PLUS, 2005; WHO, 2003), Adaptado de BRASIL, 2011,
R - Rifampicina; H - isoniazida; Z - Pirazinamina; E - Etambutol.

'A apresentagao 300/150 mg em comprimido devera ser adotada assim que disponivel.

Fonte: Brasil, 2019

Uma das formas de prevengdo da tuberculose ¢ através da vacinagdo de recém-
nascidos com a dose Unica da vacina BCG (bacilo Calmette-Guérin), presente no calendario
nacional de vacinacao no Brasil, que pode conferir protecao principalmente contra as formas
graves de tuberculose infantil (World Health Organization, 2020), porém, a vacina produz
estado imunitério protetor contra a tuberculose por apenas 10 a 15 anos. Depois da descoberta
do agente etiologico, a busca por uma forma de imunizacao foi intensa, porém, a imunidade
antituberculose ndo resulta de agdo especifica direta e precisa contra o bacilo, mas sim,
envolve um mecanismo imunitario complexo. A vacina BCG deriva de uma cepa do
Mycobacterium bovis, que no laboratério do Instituto Pasteur, sofreu mutacionismo,

reduzindo sua viruléncia e mantendo propriedades imunizantes (Rosemberg, 2001). Essa
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vacina pode causar problemas em pessoas imunocomprometidas, ja que a imunizacdo ¢ feita

com o bacilo vivo.

1.4 Resisténcia

O bacilo possui uma parede celular altamente lipofilica e impermeavel, o que o torna
bem menos acessivel e mais resistente aos agentes terapéuticos, porém, além dessa resisténcia
intrinseca, também pode apresentar resisténcia adquirida e fenotipica, resultando ndo apenas
na limitagdo do uso dos antibidticos disponiveis, mas também na dificuldade no
desenvolvimento de novos medicamentos (Nguyen, 2016).

A TB resistente a rifampicina (RR-TB) ¢ um problema crescente, sendo diagnosticada
através do teste de susceptibilidade a droga (TSD) em cerca de 2,2 dos 3,6 milhdes (61%) de
casos de TB pulmonar notificados globalmente em 2019 (figura 3). Dessas, cerca de 10%
também foram diagnosticadas com TB multidroga resistente (MDR-TB), ou seja, eram
resistentes a rifampicina e isoniazida, que sdo os 2 medicamentos mais eficazes para o
tratamento de TB. Ainda foi relatado que dentre todos os casos MDR/RR-TB, 71% eram
também resistentes a fluoroquinolonas (World Health Organization, 2020).

Figura 3. Porcentagem de casos de TB confirmados bacteriologicamente testados para RR-TB
em 2019. Os dados sdo apenas para TB pulmonar e abrangem os casos novos € ja tratados.

I Not applicable
Fonte: World Health Organization (2020)

Ainda existem bacilos chamados de extensivamente resistentes (XDR-TB), onde além
da resisténcia frente aos medicamentos de primeira linha citados, ainda apresentam resisténcia
frente a qualquer medicamento do grupo mais potente de medicamentos de segunda linha, o

“Grupo A”, que inclui levofloxacina, moxifloxacina, bedaquilina e linezolida. Se a cepa for
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resistente a rifampicina, isoniazida e qualquer fluoroquinolona ou a qualquer medicamento de
segunda linha, elas s3o chamadas de pré-XDR-TB (World Health Organization, 2021). A
classificacdo tem o intuito de melhorar o monitoramento e tratamento para esse e todos os
outros tipos de resisténcia.

E importante que esses termos sejam compreendidos, ndo somente por questdes
teoricas dessa dissertacdo, mas também para que sejam ressaltados os fatos de que além de
muito mais caro o tratamento com medicamentos de segunda linha, sdo ainda mais toxicos,

menos efetivos, mais extensos e com maior chance de abandono da terapia.

1.5 O impacto da pandemia de COVID-19 na Estratégia End TB

A Estratégia End TB (pelo fim da tuberculose) foi desenvolvida por todos os estados
membros da ONU em 2014, prevendo uma reducdo de 90% nas mortes ¢ 80% na taxa de
incidéncia de TB até 2030 (World Health Organization, 2016). A estratégia tem como um de
seus pilares a intensificacdo da inovacao e da pesquisa como estratégia para uma mudanca no
enfretamento da epidemia até 2035 (Barreira, 2018).

Viarios marcos foram definidos para acompanhar o avango dos esfor¢os que os paises
estdo fazendo para aumentar o nimero de notificagdes e diagndstico, e diminuir a incidéncia
de TB, porém em 2019 uma pneumonia viral extremamente contagiosa causou inimeras
mortes na China e em pouco tempo virou uma pandemia. O patogeno foi identificado e
classificado como SARS-CoV-2, o virus causador da doenca coronavirus 2019 (COVID-19)
(Huang et al., 2020).

A pandemia de COVID-19 pode prejudicar de maneira significativa o progresso que
ja foi feito através da estratégia da OMS, pois existem varias semelhancgas entre essas duas
doengas que podem atrapalhar a distingdo no diagnostico: ambas sdo transmitidas através de
secrecoes do trato respiratdrio (Meyerowitz et al., 2021; Wu et al.,, 2020), atacam
principalmente os pulmdes e apresentam sintomas semelhantes como tosse, febre e
dificuldade para respirar (World Health Organization, 2020).

Segundo o relatorio global de 2020, houve uma grande redu¢do no niimero de casos
diagnosticados nos 4 paises que respondem por 44% dos casos globais de TB (India,
Indonésia, Filipinas e Africa do Sul) (World Health Organization, 2020) ¢ a previsdo é de o
nimero de detec¢do continue caindo, resultando em mais mortes (figura 4). Em uma noticia
publicada em mar¢o/2021, a OMS afirma que em 2020 o numero de pessoas que receberam o

tratamento para TB caiu em cerca de 21%, e ainda teme que aproximadamente meio milhao
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de pessoas tenham ido a 6bito simplesmente por ndo terem recebido o diagndstico da doenca
(Paho, 2021). A OMS ainda arrisca dizer que, devido a pandemia, o numero de pessoas que
irdo desenvolver TB pode aumentar em mais de 1 milhdo de pessoas por ano no periodo de
2020-2025, devido a subnutricdo e a queda do PIB per capita. Juntas, as duas doengas
mostram sua face mais perversa em populagdes vulneraveis e com comorbidades (Dara et al.,
2020). Além dessas previsdes indiretas, alguns paises relataram a OMS diversas mudancgas
que foram feitas que afetam diretamente a Estratégia End TB, como a realocagao de servigos
humanos e financeiros da TB para a resposta do COVID-19 (World Health Organization,
2020).

Figura 4. Previsdo do niimero de mortes por TB em 2020 se houver redugdo de 50% na deteccdo dos

casos durante 3 meses.
50%
lm‘ DUCTION

ik
B

CASE

DETECTION

B
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1.4 MILLION 1.8 MILLION

DEATHS, 2019 ESTIMATED DEATHS, 2020*

Fonte: https://www.who.int/campaigns/world-tb-day/world-tb-day-2021/campaign-materials

Além da questdo que trata a subnotificagdo e diagnostico, ainda existe o fato da
infeccdo por M. tuberculosis poder ser um fator de risco para casos graves da infec¢do por
COVID-19, ja que a tuberculose ja é uma doenga que acomete principalmente os pulmoes,
assim como a forma grave da infec¢ao por COVID-19.

Ainda existem poucos estudos para entender quais as possiveis complica¢des da
coinfec¢do e pouco mais de 1 ano de preocupacdo mundial com a COVID-19 para poder
estimar as consequéncias que decairdo sobre as metas definidas pela ONU, mas um grupo da
Roménia analisou o banco de dados eletronicos do PubMed a fim de estabelecer uma relagao
e predizer os resultados futuros da atual pandemia com os ultimos surtos virais e respiratorios.
Eles mostraram que a infeccdo por influenza, por exemplo, pode ndo sé promover a
progressdo de uma infeccdo latente de M. tuberculosis para uma infec¢do ativa, como também

pode exacerbar a TB pulmonar e modificar sua apresentacdo clinica (Crisan-Dabija et al.,
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2020; Walaza et al., 2020). Analisando os dados de outras epidemias que podem ter alguma
relacio com COVID-19 ou com TB, o grupo da Roménia concluiu que a coinfeccio
provavelmente afeta os dois lados: torna mais facil e rédpida a evolugdo da COVID-19 para
casos mais graves e aumenta o risco da reativacao da tuberculose (Crisan-Dabija et al., 2020).

Outras publicagdes recentes também mostram que o impacto do COVID-19 na TB
ativa pode ser controlado clinicamente, ou seja, existem casos em que a coinfeccdo ndo
demonstrou um resultado tdo severo (Stochino et al., 2020), e também evidéncias de que o
fato de ter tuberculose nao significa uma maior propensao a contrair o COVID-19, mas sim de

desenvolver quadros clinicos mais graves (Gao et al., 2021).

1.6 As tanshinonas de Danshen

As tanshinonas estudadas nessa dissertacdo foram obtidas a partir de uma biblioteca de
produtos naturais e selecionadas através de um screening para os ensaios iniciais de atividade
e citotoxicidade frente ao M. tuberculosis. As bibliotecas comerciais sdo vantajosas
principalmente pelo fornecimento de toda a via de sintese das substancias presentes nelas,
facilitando os estudos em animais, por exemplo, que precisam de grande quantidade de massa.
A TargetMol® foi a biblioteca utilizada neste trabalho, e nos forneceu informacdes prévias de
estrutura, bioatividade, citotoxicidade, dados de RMN e CLAE para validar a pureza das
substancias.

Os compostos aqui estudados sdo os 3 principais constituintes lipossoluveis isolados
de Salvia miltiorrhiza (figura 5) (Xing et al., 2017), uma erva tradicional chinesa com mais de
1000 anos de aplicagdo clinica para tratar diversas doengas na China (Gao et al., 2018; Gong
et al., 2011). Ja existem mais de 40 tanshinonas isoladas e identificadas, e as 3 selecionadas
neste trabalho ja demonstram diversas atividades comprovadas. Li et al (2021) publicaram um
artigo de revisdo com a base farmacoldgica de algumas das atividades biologicas, que sdo no
geral: atividade anticancer; protecdo cardiovascular, cerebral, hepatica, renal; osteoporose;
AVC (acidente vascular cerebral) e efeito neuroprotetor com atividades por exemplo em
diabetes e depressao.(Li et al., 2021).

A fraca solubilidade em agua faz com que a absor¢do das tanshinonas seja baixa,
fazendo com que somente uma pequena parte continue biodisponivel, limitando suas
aplicagdes clinicas, entdo, novos sistemas de entrega estdo sendo desenvolvidos, incluindo
lipossomas, dispersdo solida, nanoparticulas (NPs) e nanocépsulas lipidicas (LNCs) (Ashour

et al., 2020; Cai et al.,, 2016; Cao et al., 2020), além de outras tentativas de tornar os
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compostos clinicamente aplicaveis, como mondmeros simples (injecdo de Sulfonato de
Tanshinona I1A), complexos soltiveis em agua (Salvionolato e injecdo de Danshen), “dripping
pills”, comprimidos, cépsulas, entre outros (Ren et al., 2019). Estudos ja indicaram efeitos
terapéuticos significativos em varias doencas in vivo e in vitro com multiplas vias de
sinalizacdo, incluindo antiproliferativa, antiapoptotica, antiinflamatoria e antioxidativa (Shang
et al., 2012). Sulfonato de s6dio Tanshinona IIA (STS) ¢ um derivado mais soltivel em agua e,
consequentemente, mais facilmente distribuido (Shi et al., 2019). O derivado ja apresenta
diversos estudos, inclusive com resultados positivos em doengas pulmonares, como a DPOC

(Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica) (Guan et al., 2018).

Figura 5. Salvia milthiorriza (Danshen) com destaque para a raiz, de onde sdo extraidas as
tanshinonas.

Fonte: Giuliano, 2011.

Existem dois principais compostos ativos: o lipofilico (Tanshinona I, A, IIB;
criptotanshinona; e outros compostos relacionados) e os hidrofilicos (&cidos polifendlicos,
danshensu, aldeido protocatecuico e acido protocatecuico (Shang et al., 2012). As tanshinonas
que foram estudadas nesse trabalho sao as lipofilicas, tanshinona I (TI), tanshinona IIA (TIIA)
e criptotanshinona (CPT) (Figura 6). Essas 3 substancias sdo bem parecidas entre si, mudando
apenas o sistema de conjugacdo entre elas e o nimero de carbonos e hidrogénios, sendo:
Tanshinona I — CigH1203, Tanshinona ITA — Ci9Hi3O3 e Criptotanshinona — Ci9H2003. A
tanshinona IIA ¢ a mais estudada dentre elas e existem até alguns artigos de revisao
resumindo os estudos que demonstram as suas atividades, como os grupos de Guo et al e

Ansari et al, ambos publicados em 2020 (Ansari et al., 2020; Guo et al., 2020).
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Figura 6. Estrutura quimica e massa molecular das tanshinonas estudadas neste trabalho.
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A tanshinona IIA ja ¢ utilizada como medicamento através de seu derivado soluvel em
agua, o Sulfonato de Sodio Tanshinona IIA (STS) (Figura 7) na forma de injecdo para doenca
cardiaca corondria, infarto do miocardio e angina de peito na China. Zhou et al, em 2019
realizou uma revisao sistematica de muitos trabalhos envolvendo a pesquisa de TIIA e seu
derivado solivel, mostrando que assim como a solubilidade, a atividade farmacologica
também mudou devido a alteragdo da estrutura. STS se mostrou eficaz em doengas como
DPOC (doenca pulmonar obstrutiva crdnica), sepse, MDV (virus da doenga de Marek),
PRRSYV (virus da sindrome respiratoria e reprodutiva porcina), reparacao da pele, insolagdo e
choque, degeneracdo macular relaciona a idade, esquistossomose, sindrome pds-menopausa,
entre outros (Zhou et al., 2019). Em outra revisdo sistematica também foi concluido que ha
beneficios no uso de STS, mas ainda ha diversas davidas devido a escassez de estudos e
também de qualidade nos ensaios, apesar de ainda ndo terem sido registrados efeitos adversos

graves (Yu et al., 2020).

Figura 7. Estrutura quimica da Tanshinona IIA (A) e seu derivado soluvel Sulfonato de Sodio
Tanshinona IIA (B).

Fonte: Adaptada de (Zhou et al., 2019)
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1.6.1 A atividade antimicrobiana das tanshinonas

Lee et al em 1999 ja mostraram que as atividades antibacterianas das tanshinonas de
Danshen poderiam ser devido aos radicais superdxidos gerados, e também a inibi¢do da
sintese de DNA, RNA e proteinas no modelo estudado Bacillus subtilis, mas também
apresentaram atividade frente a outras bactérias (Lee et al., 1999). Em 2009 outros
pesquisadores demonstraram que a CPT tem atividade bacteriostatica frente diversas cepas de
Staphylococcus aureus (S. aureus), provavelmente também devido a geragdo de radicais de
oxigénio (Feng et al., 2009). Em 2017 foi sintetizado um derivado da TI para avaliar o efeito
frente S. aureus e outras bactérias, e foi demonstrado que em S. aureus teve efeito
bacteriostatico danificando a integridade da membrana celular, e ainda sugerido que o
composto fosse utilizado em combinagao com outros antibioticos normalmente utilizados na
terapia para uma sinergia de atividades levando ao acamulo de antibioticos dentro da célula
bacteriana (Wang et al., 2017).

Em 2012, 7 compostos isolados de Danshen mostraram efeitos inibitdrios contra as
principais proteases de SARS-CoV, sendo a TI a mais potente entre as substancias testadas
(Park et al., 2012). TIHIA isolada também ja demonstrou atividade antimicrobiana, porém
frente ao subtipo 1 do virus da imunodeficiéncia humana — HIV, inibindo sua transativacao

através da ativagao da via do Nrf2 e AMPK/Nampt (Zhang et al., 2014).

2. Justificativa

Vitimas da doenga no inicio de seu aparecimento sofreram sem o tratamento
adequado, até surgir o pneumotdrax e, posteriormente, a quimioterapia (Rosemberg, 1999).
No periodo de 1990 a 2015, uma estratégia registrou progressos consideraveis na luta contra a
TB, porém, apds esses 25 anos, a tuberculose se tornou a doenga infecciosa que mais mata em
todo o mundo, superando a AIDS (Barreira, 2018). As razdes para essa falta de controle da
TB vao desde caréncia diagnostica até falha terapéutica (World Health Organization, 2016) e
o numero de pessoas infectadas com TB vem crescendo nos ultimos anos, sendo relatado em
2019 7,1 milhdes de pessoas diagnosticadas. Apesar de tudo isso, desde 2000 o tratamento da
TB evitou mais de 63 milhdes de mortes no mundo, por isso € tdo necessario que sejam
desenvolvidos tratamentos mais curtos e simples. A OMS declara urgéncia no
desenvolvimento de novos agentes anti-TB com novos mecanismos de agdo, e recomenda que
estes possuam reducdo do periodo de tratamento, efeito em microrganismos resistentes, ter

boa biodisponibilidade em estado de laténcia e ser acessivel em relagdo ao seu custo (World
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Health Organization, 2020). No geral, os pacientes com tuberculose resistente precisam, de 14
mil comprimidos, 6 meses de inje¢des didrias, além de 2 infusdes intravenosas que podem
variar de 6 a 24 meses de tratamento, sem nenhuma garantia de cura, pois apenas cerca de
56% das pessoas tem sucesso nessa terapia (TB Alliance, 2021).

Os produtos naturais sdo, historicamente, fonte de quase todas as preparagdes
medicinais (Harvey et al., 2015), tanto que, ndo somente o primeiro antibidtico ¢ de origem
natural, mas também o primeiro contra TB, a estreptomicina (Bloom and Murray, 1992;
Schatz et al., 1944).

Ha um interesse crescente nos extratos de plantas - por exemplo, em como o uso da
medicina tradicional chinesa (TCM) pode orientar a descoberta de novos medicamentos
(Harvey et al., 2015) e ha potencial para futuras descobertas de plantas que podem apresentar
potencial, e que ainda nao foram estudadas para algumas bioatividades.

As tanshinonas aqui apresentadas ja possuem estudos de mecanismo de acdo
recentemente publicados, agindo via ruptura da superficie do envelope celular e estresse
oxidativo (Sieniawska et al., 2021).

Maciel et al, em um artigo de opinido publicado em 2020, acreditam que o Brasil nao
conseguird atingir a meta da Estratégia Fim da TB até 2035. Segundo eles, analisando a taxa
de diagnostico e incidéncia de TB nos dois estados que mais contribuem com os niumeros da
endemia no Brasil em 2019, fica claro que esta aumentando e que a tendéncia € piorar com o
cenario atual da pandemia (Maciel et al., 2020), por esse e outros motivos, com o objetivo de
contribuir para o avanco da pesquisa e desenvolvimento, e principalmente, em busca de uma
nova terapia contra TB, neste trabalho optou-se pela utilizagdo de 3 substancias de origem

natural, escolhidas a partir de uma biblioteca de produtos naturais, a TargetMol®.

3. Objetivos

Avaliar o potencial anti-Mycobacterium tuberculosis de compostos naturais
selecionados de uma biblioteca de produtos naturais, ¢ em seguida avaliar a seguranca dos

compostos promissores.

2.1 Objetivos especificos
- Determinar a CIMgy em aerobiose de 76 compostos da biblioteca comercial

TargetMol®;
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- Determinar o Indice de Citotoxicidade (ICs0) dos compostos que apresentarem CIMog
<10 pg/mL frente as linhagens celulares MRC-5 (ATCC CCL-171), J774A.1 (ATCC
TIB-67) e HepG2 (ATCC HB-8065).

- Determinar o Indice de Seletividade (IS) para definir quais compostos seguirdo para
as proximas etapas;

- Determinar o espectro de agdo utilizando os modelos Escherichia coli (ATCC
11775), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

- Avaliar a atividade dos compostos frente outras micobactérias;

- Determinar a CIMgo em 10 isolados clinicos classificados como RR-TB, MDR-TB,
pré-XDR e XDR-TB;

- Determinar a concentracao inibitoria fracionada dos compostos com rifampicina;

- Avaliar a toxicidade aguda dos compostos in vivo em modelo larval Galleria

mellonella.



26

4. Referéncias bibliograficas

Ankrah, A.O. et al. Tuberculosis. Semin. Nucl. Med. 48, 108—130, 2018.
DOI: 10.1053/j.semnuclmed.2017.10.005

Ansari, M.A. et al. Prospective therapeutic potential of Tanshinone IIA: An updated overview.
Pharmacol. Res. 105364, 2020. DOI: 10.1016/j.phrs.2020.105364

Ashour, A.A. et al. Enhanced oral bioavailability of Tanshinone IIA using lipid nanocapsules:
Formulation, in-vitro appraisal and pharmacokinetics. Int. J. Pharm. 586, 119598, 2020.
DOI: 10.1016/j.ijpharm.2020.119598

Barreira, D. Os desafios para a eliminacdo da tuberculose no Brasil. Epidemiol. e Serv. saude
Rev. do Sist. Unico Saude do Bras. 27, €00100009, 2018.
DOI: 10.5123/s1679-49742018000100009

Bloom, B.R., Murray, C.J.L. Tuberculosis: Commentary on a reemergent killer. Science - 257,
1055-1064, 1992. DOI: 10.1126/science.257.5073.1055

Brasil. Ministério da Saude. Manual de recomendagdes para o controle da tuberculose no Brasil.
Ministério da Saude, Brasilia, 2019.

Cai, Y. et al. Recent insights into the biological activities and drug delivery systems of
tanshinones. Int. J. Nanomedicine 11, 121-130, 2016. DOI: 10.2147/1JN.S84035

Cao, J. et al. ‘Adhesion and Release’ Nanoparticle-Mediated Efficient Inhibition of Platelet
Activation Disrupts Endothelial Barriers for Enhanced Drug Delivery in Tumors.
Biomaterials 269, 120620, 2020. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2020.120620

Crisan-Dabija, R. et al. Tuberculosis and COVID-19 in 2020: Lessons from the past viral
outbreaks and possible future outcomes. Canadian Respir. Journal, 2020.
DOI: 10.1101/2020.04.28.20082917

Daniel, T.M. The history of tuberculosis. Respir. Med. 100, 1862—1870, 2006.
DOI: 10.1016/j.rmed.2006.08.006

Dara, M. et al. New diseases and old threats: lessons from tuberculosis for the COVID-19
response. Int. J. Tuberc. Lung Dis. 544—-545, 2020. DOI: 10.5588/ijt1d.20.0151

Feng, H. et al. Genome-wide transcriptional profiling of the response of staphylococcus aureus to
cryptotanshinone. J. Biomed. Biotechnol, 2009. DOI: 10.1155/2009/617509

Gao, H. ef al. Simultaneous purification of dihydrotanshinone, tanshinone I, cryptotanshinone,
and tanshinone IIA from Salvia miltiorrhiza and their anti-inflammatory activities
investigation. Sci. Rep. 8, 1-13, 2018.
DOI: 10.1038/s41598-018-26828-0

Gao, Y. et al. Association between tuberculosis and COVID-19 severity and mortality: A rapid
systematic review and meta-analysis. J. Med. Virol. 93, 194-196, 2021.



27

DOI: 10.1002/jmv.26311

Giuliano, V. Focus on phytosubstances — Danshen root — amazing properties of salvia miltiorrhiza
Bunge. Agingsciences, 26 de dezembro de 2011. Disponivel em: https://www.anti-
agingfirewalls.com/2011/12/26/focus-on-phytosubstances-%E2%80%93-danshen-root-
amazing-properties-of-salvia-miltiorrhiza-bunge/. Acessado em: 13/08/2021

Gong, Y. et al. Bioactive tanshinones in Salvia miltiorrhiza inhibit the growth of prostate cancer
cells in vitro and in mice. Int. J. Cancer 129, 1042—-1052, 2011.
DOI: 10.1002/ijc.25678

Gordon, S. V., Parish, T. Microbe Profile: Mycobacterium tuberculosis: Humanity’s deadly
microbial foe. Microbiology 24-26, 2018. DOI: 10.1099/mic.0.000601

Gradmann, C. Robert Koch and the white death: From tuberculosis to tuberculin. Microbes Infect.
8,294-301, 2006. DOI: 10.1016/j.micinf.2005.06.004

Guan, R. et al. Sodium tanshinone IIA sulfonate decreases cigarette smoke-induced inflammation
and oxidative stress via blocking the activation of MAPK/HIF-1a signaling pathway. Front.
Pharmacol. 9, 1-13, 2018. DOI: 10.3389/fphar.2018.00263

Guo, R. et al. Pharmacological activity and mechanism of tanshinone iia in related diseases. Drug
Des. Devel. Ther. 14, 4735-4748, 2020. DOI: 10.2147/DDDT.S266911

Harvey, A.L., Edrada-Ebel, R., Quinn, R.J. The re-emergence of natural products for drug
discovery in the genomics era. Nat. Rev. Drug Discov. 14, 111-129, 2015.
DOI: 10.1038/nrd4510

Huang, C. et al. Clinical features of patients infected with 2019 novel coronavirus in Wuhan,
China. Lancet 395, 497-506, 2020. DOI: 10.1016/S0140-6736(20)30183-5

Lee, D.S. et al. Antibacterial activities of cryptotanshinone and dihydrotanshinone i from a
medicinal herb, salvia miltiorrhiza bunge. Biosci. Biotechnol. Biochem. 63, 22362239,
1999. DOI: 10.1271/bbb.63.2236

Li, H. et al. A review of the biological activity and pharmacology of cryptotanshinone, an
important active constituent in Danshen. Biomed. Pharmacother. 137, 111332, 2021.
DOI: 10.1016/j.biopha.2021.111332

Maciel, E.L.N., Gongalves Junior, E., Dalcolmo, M.M.P. Tuberculose e coronavirus: o que
sabemos? Epidemiol. e Serv. saude Rev. do Sist. Unico Saude do Bras. 29, €2020128, 2020.
DOI: 10.5123/S1679-49742020000200010

Meyerowitz, E.A. et al. Transmission of SARS-CoV-2: A Review of Viral, Host, and
Environmental Factors. Ann. Intern. Med. 174, 69-79, 2021. DOI: 10.7326/M20-5008

Nachiappan, A.C. et al. Pulmonary tuberculosis: Role of radiology in diagnosis and management.

Radiographics 37, 52-72,2017. DOI: 10.1148/rg.2017160032



28

Nguyen, L. Antibiotic resistance mechanisms in M. tuberculosis: an update. Arch. Toxicol. 90,
1585-1604, 2016. DOI: 10.1007/s00204-016-1727-6

PAHO. COVID-19 destaca necessidade urgente de reiniciar esfor¢o global para acabar com
tuberculose. Organizacdo Pan-Americana de Satde. Genebra, 23 de marco de 2021.
Disponivel: https://www.paho.org/pt/noticias/23-3-2021-covid-19-destaca-necessidade-
urgente-reiniciar-esforco-global-para-acabar-com. Acessado em 01 de julho de 2021

Park, J.Y. et al. Tanshinones as selective and slow-binding inhibitors for SARS-CoV cysteine
proteases. Bioorganic Med. Chem. 20, 5928-5935, 2012.
DOI: 10.1016/j.bmc.2012.07.038

Ren, J. et al. Salvia miltiorrhiza in Treating Cardiovascular Diseases: A Review on Its
Pharmacological and Clinical Applications. Front. Pharmacol. 10, 1-15, 2019.
DOI: 10.3389/fphar.2019.00753

Ribeiro, C.M. Perfil de resisténcia a fluoroquinolonas e aminoglicosideos em isolados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis. Orientador: Fernando R. Pavan. Dissertagcdo (Mestrado em
Biociéncias e Biotecnologia aplicadas a Farmacia). Faculdade de Ciéncias Farmaceéuticas -
Universidade Estadual Paulista, Araraquara-SP, 2018.

Rosemberg, J. Mecanismo imunitario da tuberculose sintese e atualizagdo. Boletim de
Pneumologia Sanitaria — Vol. 9 — N° 1 —jan/jun — 2001.
DOI: 10.5123/50103-460x2001000100005

Rosemberg, J. Tuberculose - Aspectos histdricos, realidades, seu romantismo e transculturagdo.
Boletim de Pneumologia Sanitaria Vol. 7, N° 2 — jul/dez — 1999.
DOI: 10.5123/50103-460x1999000200002

Schatz, A., Bugie, E., Waksman, S.A. Streptomycin, a substance exhibiting antibiotic activity
against gram-positive and gram-negative bacteria. Clin. Orthop. Relat. Res. 3—6, 1944. DOI:
10.1097/01.b10.0000175887.98112.fe

Shang, Q., Xu, H., Huang, L. Tanshinone IIA: A promising natural cardioprotective agent.
Evidence-based Complement. Altern. Med. vol. 2012, 2012. DOI: 10.1155/2012/716459

Shi, M.J. et al. Preventive and therapeutic role of Tanshinone IIA in hepatology. Biomed.
Pharmacother. 112, 108676, 2019. DOI: 10.1016/j.biopha.2019.108676

Sieniawska, E. ef al. Tanshinones from Salvia miltiorrhiza inhibit Mycobacterium tuberculosis via
disruption of the cell envelope surface and oxidative stress. Food Chem. Toxicol. 104743,
2021. DOI: 10.1016/j.fct.2021.112405

Stochino, C. ef al. Clinical characteristics of COVID-19 and active tuberculosis co-infection in an
Italian reference hospital. Eur. Respir. Journal, 56, 2020.
DOI: 10.1183/13993003.01708-2020



29

TB Alliance. Why new TB Drugs?. Antimicrobial Resistance. New York: TB Alliance, 2021.
Disponivel ~ em:  https://www.tballiance.org/why-new-tb-drugs/antimicrobial-resistance.
Acessado em: 13/08/2021

Vasava, M.S. et al. Drug development against tuberculosis: Past, present and future. Indian J.
Tuberc. 64, 252-275,2017. DOI: 10.1016/].1jtb.2017.03.002

Walaza, S. et al. Influenza and tuberculosis co-infection: A systematic review. Influenza Other
Respi. Viruses 14, 77-91, 2020. DOI: 10.1111/irv.12670

Wang, D. et al. A tanshinone I derivative enhances the activities of antibiotics against
Staphylococcus aureus in vitro and in vivo. Res. Microbiol. 168, 46—54, 2017.

DOI: 10.1016/j.resmic.2016.08.002

World Health Organization, 2021. Meeting report of the WHO expert consultation on the
definition of extensively drug-resistant tuberculosis, Meeting report of the WHO expert
consultation on the definition of extensively drug-resistant tuberculosis.

World Health Organization. Global tuberculosis report 2020.

World Health Organization. Global tuberculosis report 2019.

World Health Organization. Guidelines for treatment of drug-susceptible tuberculosis and patient
care, 2017.

World Health Organization. Global tuberculosis report 2016.

Whu, F. et al. A new coronavirus associated with human respiratory disease in China. Nature 579,
265-269, 2020. DOI: 10.1038/s41586-020-2008-3

Xing, L. et al. Bioavailability and pharmacokinetic comparison of tanshinones between two
formulations of Salvia miltiorrhiza in healthy volunteers. Sci. Rep. 7, 1-10, 2017.

DOI: 10.1038/s41598-017-02747-4

Younga, D., Verreck, F.A.W. Creativity in tuberculosis research and discovery. Tuberculosis 92,
14-16,2012. DOI: 10.1016/S1472-9792(12)70006-9

Yu, M. et al. Sodium Tanshinone II A Sulfonate for Coronary Heart Disease: A Systematic
Review of Randomized Controlled Trials. Chin. J. Integr. Med. 26, 219-226, 2020.

DOI: 10.1007/s11655-018-2556-7

Zhang, H.S. et al. Tanshinone II A inhibits tat-induced HIV-1 transactivation through redox-
regulated AMPK/Nampt pathway. J. Cell. Physiol. 229, 1193-1201, 2014.

DOI: 10.1002/jcp.24552

Zhou, Z.Y. et al. Sodium tanshinone IIA sulfonate: A review of pharmacological activity and
pharmacokinetics. Biomed. Pharmacother. 118, 109362, 2019.

DOI: 10.1016/j.biopha.2019.109362



