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RESUMO 
 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada pelo Mycobacterium 

tuberculosis que apresenta alta morbidade e mortalidade. Atualmente, a 

tuberculose afeta 9,9 milhões de pessoas em todo o mundo e é responsável 

por cerca de 1,3 milhões de mortes, sendo um sério problema de Saúde 

Pública global. O tratamento da TB é composto por uma associação de 

fármacos e dura seis meses. A frequência de doentes infectados com 

isolados resistentes aos fármacos de primeira linha, principalmente os 

isolados multirresistentes, é uma ameaça mundial que caracteriza um 

importante problema de saúde pública no controle da TB em vários países. 

Existem poucos medicamentos para o tratamento da TB muti-resistente e 

com base nesta problemática o presente estudo visou a avaliação do 

potencial farmacológico in vitro de fármacos aprovados, utilizando a 

abordagem de reposicionamento de fármacos. A partir de uma triagem in 

vitro de 89 fármacos, foram selecionados os que apresentaram atividade 

antituberculose para a avaliação da concentração inibitória mínima, os 

fármacos foram avaliados em exposição a 23 isolados do complexo 

Mycobacterium tuberculosis e a cepa ATCC H37 RV 27294 in vitro utilizando 

o ensaio de resazurina. Além disso, foram realizados ensaios de 

citotoxicidade contra células de mamíferos NCTC L929 em cultura, 

determinando-se os Índices de Seletividade in vitro. Dentre os 89 fármacos 

testados, quatro (amiodarona, flunarizina, ivermectina e pentamidina) 

apresentaram atividade antituberculose a 10 µM. A Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) 90% da amiodarona resultou em 5-10 µM, flunarizina 10 µM, 

ivermectina 0,15 – 10 µM e pentamidina 1,25-10 µM. Os índices de 

seletividade observados para a amiodarona foram de 4,21 – 8,43, flunarizina 

>20, ivermectina 1,17 – 78,47 e pentamidina 14,40 – 115,2. Com base na 

atividade e citotoxicidade da amiodarona, foi realizado um ensaio 

fluorimétrico utilizando Sytox Green para avaliar a permeabilidade de 

membrana plasmática do complexo M. tuberculosis na presença deste 

fármaco. Foi observado que a amiodarona não alterou a permeabilidade da 

membrana plasmática do Complexo M. tuberculosis, tendo seu mecanismo 

de ação letal por outra via. De acordo com os resultados obtidos neste 

estudo, a amiodarona, flunarizina, ivermectina e pentamidina apresentaram 

um potencial antimicrobiano promissor e poderão ser futuramente estudadas 

em associadas terapêuticas in vitro.  

 

Palavras-chave: tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, 

reposicionamento de fármacos. 



ABSTRACT 

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium 
tuberculosis that has high morbidity and mortality. Currently, tuberculosis 
affects 9,9 million people worldwide and is responsible for about 1,3 million 
deaths, being a serious global public health problem. The treatment of TB 
consists of a combination of drugs and lasts for six months. The frequency of 
infected patients with resistance to first-line drugs, especially possible 
multidrug-resistant ones, is a global threat that characterizes an important 
public health problem in the control of TB in several countries. There are few 
medications for the treatment of multi-resistant TB and based on this issue, 
the present study aimed to evaluate the in vitro pharmacological potential of 
drugs, using the drug repositioning approach. From an in vitro screening of 
89 drugs, dissipators of antituberculosis activity were selected for the 
assessment of minimal inhibitory concentration, the drugs were evaluated in 
exposure to 23 available Mycobacterium tuberculosis complex and the ATCC 
H37 RV 27294 strain in vitro using the resazurin assay. In addition, 
cytotoxicity assays were performed against NCTC L929 mammalian cells in 
culture, determining in vitro Selectivity indices. Among the 89 drugs tested, 
four (amiodarone, flunarizine, ivermectin and pentamidine) dual anti-
tuberculosis activity at 10 µM. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 
90% of amiodarone resulted in 5-10 µM, 10 µM flunarizine, 0.15 - 10 µM 
ivermectin and 1.25-10 µM pentamidine. The observed selectivity indices for 
amiodarone were 4.21 - 8.43, flunarizine > 20, ivermectin 1.17 - 78.47 and 
pentamidine 14.40 - 115.2. Based on the activity and cytotoxicity of 
amiodarone, a fluorimetric assay was performed using Sytox Green to 
assess the permeability of the plasma membrane of the M. tuberculosis 
complex in the presence of this drug. It was observed that amiodarone did 
not alter the permeability of the plasma membrane of the M. tuberculosis 
Complex, having its lethal mechanism of action through another route. 
According to the results obtained in this study, an amiodarone, flunarizine, 
ivermectin and pentamidine dissipates a promising antimicrobial potential 
that can be studied in the future in associated in vitro therapies. 
 

Keywords: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, drug repurposing.  
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1.0 Introdução 
1.1    História da Tuberculose 

   1.1.2   A importância da descoberta do Gênero Mycobacterium 

 

          Em março de 1882, Robert Koch, um médico alemão apresentou a 

identificação e o cultivo do agente etiológico da tuberculose (TB). Ele 

revolucionou a ciência ao identificar o bacilo encontrado em um tecido 

doente, corá-lo, isolá-lo in vivo, reproduzindo a doença em animais de 

laboratório (Barberis et al,2017; Barnes et al., 2000; Cambau e Drancourt, 

2014). 

             Robert Koch e Louis Pasteur foram os principais fundadores da ciência 

da bacteriologia e Lehmann e Neumann, em 1896, agruparam os 

microrganismos pertencentes ao gênero Mycobacterium (Collins et al. 1997; 

Schultz, 2011). A descoberta do Mycobacterium tuberculosis foi agraciada 

com o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1905. (Sakula, 1982; 

Schultz, 2011). 

            Devido às características do Mycobacterium tuberculosis serem 

semelhantes aos de fungos em cultura líquida, a denominação do gênero 

teve origem do latim fungus bacterium (Collins et al., 1997). 

           De acordo com “List of Prokaryotic names with Standing in 

Nomenclature”, há 194 espécies validadas e de “habitats” variados, 

pertencentes ao gênero Mycobacterium (Parte et al., 2020). 

   

1.1.3     Paleomicrobiologia 

 

 

         Os primeiros relatos sobre a TB foram encontrados na Índia e datam 

de 700 a.C. Hipócrates (460-375 a. C.) é responsável pela etimologia do 

termo tísico (Grego phthisikós e Latim Phthisicus) que significa 

excessivamente magro, utilizado para se referir a TB. Aristóteles (384 – 322 

a. C.) foi um dos primeiros a descrever o aspecto contagioso da tuberculose 

e deu origem a Tisiologia, área da Medicina que estuda a TB e outras 

doenças pulmonares (Barberis et al. 2017; Cambau e Dracourt, 2014). 
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           A Paleomicrobiologia contribui para demonstrar a existência da doença 

ao longo do tempo, pois detecta, identifica e caracteriza microrganismos em 

restos mortais, por meio da técnica de PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase), microscopia e imunodetecção. O DNA da bactéria presente no 

hospedeiro pode estar preservado após cerca de 20.000 anos e o DNA de 

bactérias ambientais em permafrost de 400.000-600.000 anos. (Cambau e 

Drancourt, 2014; Drancourt e Raoult, 2005). Existem evidências sobre a 

presença da TB em 44 múmias que datam de 3.700 a 1.000 a. C., a maioria 

da 21ª dinastia e em múmias de personalidades da 17ª dinastia do Egito 

como Amenophis IV e sua esposa Nefertiti onde foram encontradas lesões 

compatíveis com a tuberculose (Rosemberg, 1999). 

         Em relação à presença da TB nas Américas pré-coloniais, a dúvida 

que existia foi elucidada após o isolamento do DNA de M. tuberculosis numa 

múmia de uma mulher (1.000 a. C.) encontrada no Peru tornando evidente a 

presença da doença neste período. Também foram relatadas epidemias e 

mortes por TB em povos indígenas durante da colonização do país, 

possivelmente pela disseminação de cepas de M. tuberculosis que foram 

transmitidas pelos colonizadores europeus (Darling, 2014).  

        No estudo de Comas et al. (2013) foram analisados genomas 

completos de 259 cepas do complexo M. tuberculosis, com o objetivo de 

caracterizar a diversidade global e reconstruir a história evolutiva do 

patógeno. Estima-se que o Complexo M. tuberculosis surgiu na África, cerca 

de 70.000 anos atrás, entretanto o gênero Mycobacterium pode ter surgido 

há cerca de 150 milhões de anos (Hayman, 1984). Segundo Gutierrez et al. 

(2005) a diversidade genética intraespécies, é usualmente gerada por 

mutações no DNA e por trocas genéticas horizontais, por este motivo, o 

bacilo da TB pode ter surgido há cerca de 35.000 anos, possivelmente 

utilizando os primeiros hominídeos na África como hospedeiros. 

1.2   Agente etiológico 

 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa que pode ser causada 

por qualquer uma das espécies do Complexo Mycobacterium tuberculosis: 
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M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi e 

M. caprae, M. mungi, M. orygis e M. suricattae (Brasil, 2019; Bespiatykh et 

al., 2021).  

Em saúde pública a espécie de maior importância é  Mycobacterium 

tuberculosis (Figura 1), uma bactéria aeróbica, em forma de bacilo e que não 

possui cápsula, nem esporos (Lawn e Zumla, 2011; Brasil , 2019). O 

envelope celular desta bactéria está localizado acima da parede de 

peptideoglicano, e é rica em lipídeos, glicolipídeos e polissacarídeos, que 

formam os ácidos micólicos e as lipoarabinomananas que contribuem para o 

crescimento lento da bactéria, resistência aos ácidos e desinfectantes, 

ativação das reações inflamatórias do hospedeiro e agem como fatores de 

virulência (Cole et al., 1998).  

 

 

Figura 1 – Microscopia Eletrônica do Mycobacterium tuberculosis. Foto: 
National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID).  
https://www.niaid.nih.gov/news-events/nih-launches-large-tb-prevention-trial-
people-exposed-multidrug-resistant-tb. 

https://www.niaid.nih.gov/news-events/nih-launches-large-tb-prevention-trial-people-exposed-multidrug-resistant-tb
https://www.niaid.nih.gov/news-events/nih-launches-large-tb-prevention-trial-people-exposed-multidrug-resistant-tb
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1.3   Epidemiologia 

 

Até a atualidade, a tuberculose permanece como um sério problema 

de Saúde Pública, pois em 2020, a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

estimou cerca de 9,9 milhões de casos novos de tuberculose no mundo 

(WHO, 2021a).  

Na maioria dos casos, a TB é uma doença vulnerável ao tratamento 

medicamentoso, mas ainda assim foi responsável por cerca de 1,3 milhões 

de mortes em 2020 (WHO, 2021a). Juntamente com o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV, do inglês Human Immundeficiency Virus), 

em 2020, a TB foi responsável por cerca de 214.000 óbitos (WHO, 2021a). 

 Embora o número de mortes tenha diminuído entre 2000 e 2019, a 

TB é a principal causa de morte por um único agente infeccioso em todo o 

mundo em 2019 e está acima do HIV/AIDS (WHO, 2021a). 

O Brasil é um dos 30 países priorizados pela OMS que concentram 

90% da carga mundial de TB (WHO, 2021a). Em 2020, foram notificados 

66.819 casos novos, correspondendo a um coeficiente de incidência de 

31,6/100.000 habitantes. Destes casos, 58.106 (87%) são de TB pulmonar e 

8.713 (13%) de TB extrapulmonar (Ministério da Saúde, 2021). Em 2019, 

foram registrados 4.532 óbitos por TB, resultando em um coeficiente de 

mortalidade igual a 2,2 óbitos/100 mil habitantes (Ministério da Saúde, 

2021).  

Em 2020 o Estado de São Paulo notificou 15.823 casos novos de 

tuberculose, com uma taxa de incidência de 34,2 por 100.000 habitantes, 

correspondendo a 23,68% da totalidade dos casos novos do Brasil 

(Ministério da Saúde, 2021). Em relação a TB pulmonar, foram notificados 

13.382 casos novos, correspondendo a 23,03% dos casos do Brasil e 84,6% 

dos casos do Estado de São Paulo. Foram notificados 2.441 casos de TB 

extrapulmonar, correspondendo a 28% dos casos no Brasil e 15,4% dos 

casos notificados no Estado de São Paulo. A incidência de óbitos no Estado 

de São Paulo foi de 2,0 casos/ 100 mil habitantes, resultando em 901 óbitos 

(Ministério da Saúde, 2021). 
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1.4   Transmissão 

 

A TB normalmente afeta os pulmões, chamada de TB pulmonar, mas 

também pode afetar outros locais e nestes casos denomina-se TB 

extrapulmonar. A trasmissão da doença é por via aérea, quando as pessoas 

que estão doentes com TB pulmonar ou laríngea eliminam a bactéria no ar, 

como, por exemplo, tossindo e espirando (WHO, 2019). 

Geralmente, uma pequena proporção (5-10%) das pessoas infectadas 

com M. tuberculosis irá desenvolver a forma ativa da doença. De acordo 

com a OMS, cerca de 1,7 bilhões de pessoas são infectadas no mundo. No 

entanto, a probabilidade de desenvolver tuberculose é muito maior entre as 

pessoas infectadas pelo HIV, e também é maior entre as pessoas com 

fatores de risco, como subnutrição, diabetes e consumo de álcool (WHO, 

2019). 

 

1.5   Manifestações Clínicas 

 

Na tuberculose pulmonar, as manifestações clínicas apresentadas 

são: tosse, produtiva ou não (com muco e eventualmente sangue), febre 

vespertina (que não costuma ultrapassar 38.5°C), sudorese noturna e 

emagrecimento, embora alguns indivíduos possam não apresentar esta 

perda de peso e ainda assim ter TB pulmonar (BRASIL, 2019).  

           Na tuberculose extrapulmonar, as manifestações clínicas podem 

variar de acordo com o sítio de infecção, por exemplo: a tuberculose 

meningocefálica, que na forma subaguda apresenta cefaleia holocraniana, 

irritabilidade, alterações de comportamento, sonolência, anorexia, vômitos, 

dor abdominal, fotofobia e rigidez de nuca por tempo superior a duas 

semanas; a tuberculose óssea  que normalmente afeta a coluna torácica 

baixa e a lombar e seu quadro clínico apresenta-se com a tríade dor lombar, 

dor à palpação local e sudorese noturna (BRASIL, 2019).  
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1.6  Diagnóstico 

 

1.6.1 Diagnóstico clínico 

 

             O diagnóstico clínico é realizado por meio de exame físico e dos 

sinais e sintomas apresentados pelo indivíduo, considerando diferentes 

apresentações clínicas de acordo com o órgão acometido (Brasil, 2019). 

 

1.6.2  Diagnóstico por imagem 

 

           O diagnóstico da TB pode ser feito por meio de exames de imagem. 

O exame radiológico tem como objetivo avaliar a extensão de possíveis 

lesões pulmonares e sua evolução durante o tratamento e excluir outra 

doença pulmonar associada (Brasil, 2019).  

          A radiografia do tórax deve ser realizada em todos os pacientes com 

suspeita de tuberculose (Brasil, 2019). 

          A tomografia computadorizada por emissão de pósitrons 18F-

fluorodeoxiglicose, que é um radiofármaco, pode ser utilizada em casos de 

TB pulmonar e de TB extrapulmonar e também identifica alterações 

bioquímicas como o aumento do consumo de glicose nos tecidos (Brasil, 

2019). 

       Em casos de TB meningocefálica, a tomografia computadorizada e a 

ressonância nuclear magnética do sistema nervoso central podem identificar 

a doença precocemente (Brasil, 2019). 

 

1.6.3   Diagnóstico bacteriológico 

 

         O diagnóstico bacteriológico é realizado por meio da baciloscopia da 

amostra clínica. O teste consiste em um esfregaço da amostra clínica em 

lâmina de microscopia corado pela metodologia de Ziehl Neelsen, 

padronizada pelo Ministério da Saúde para ser utilizada pelos laboratórios 

que realizam diagnóstico de tuberculose. Esta metodologia de coloração 

permite a visualização dos bacilos presentes na amostra devido a sua 
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característica de serem Bacilos Álcool Ácido Resistentes (BAAR). A lâmina é 

observada em microscópio de campo claro (Brasil, 2008). 

      O esfregaço pode ser feito de duas maneiras: pela baciloscopia direta 

que utiliza o escarro sem qualquer tratamento prévio ou pelo método da 

baciloscopia com concentração, que é realizada com amostra clínica após 

tratamento. A baciloscopia após tratamento possui uma etapa de 

centrifugação que concentra os bacilos e é muito útil para as amostras 

paucibacilares (poucos bacilos) e também é recomendada para o 

diagnóstico de tuberculose extrapulmonar, tuberculose infantil e em 

pacientes vivendo com HIV/AIDS (Brasil, 2008). 

      O resultado é interpretado de acordo com a quantidade de bacilos 

observados por campo da seguinte forma para amostras de escarro coradas 

pelo método de Ziehl Neelsen: 

-  0 BAAR em 100 campos (negativo) 

- 1 a 9 BAAR em 100 campos (relata-se a quantidade de bacilos 

encontrados) 

- 10 a 99 BAAR em 100 campos (Positivo +) 

- 1 a 10 BAAR nos primeiros 50 campos observados (Positivo ++) 

- Mais de 10 BAAR por campo (Positivo +++) 

         Em outras amostras clínicas o resultado é interpretado de outra forma: 

amostras em que não encontrados BAAR são negativas e amostras onde 

são encontradas qualquer quantidade de BAAR são relatados o número de 

BAAR observados (Brasil, 2008). 

         Os resultados bacteriológicos confirmam a tuberculose ativa em 

pacientes com quadro clínico sugestivo de TB (Brasil, 2019). 

         A baciloscopia é realizada pelos laboratórios de saúde pública e 

privada que sejam tecnicamente habilitados e pode ser feita a partir de 

material pulmonar ou extrapulmonar. Se executada corretamente pode 

detectar de 60% a 80% dos casos de TB pulmonar em adultos devido ao 

número de bacilos (5.000 a 10.000 por mililitro) necessários para ser 

possível a sua visualização na baciloscopia. Em crianças a sensibilidade do 
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teste é reduzida devido à dificuldade de coleta de uma amostra com boa 

qualidade (Brasil, 2019; Brasil, 2008). 

         Este método diagnóstico pode ser também utilizado para o controle de 

tratamento para acompanhar sua eficácia por meio da redução ou 

negativação de bacilos da amostra (Brasil. 2008). 

 

1.6.4  Teste Rápido Molecular  

 

        Em 2013, foi implantado no Brasil o teste rápido molecular (TRM-TB), o 

Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, Califórnia, EUA) com o objetivo de 

diagnosticar casos novos de tuberculose e simultaneamente a detecção da 

resistência a rifampicina após a recomendação da Comissão Nacional de 

incorporação de Novas Tecnologias no SUS (Conitec, 2012). 

        O objetivo de detectar precocemente a resistência à rifampicina é 

devido ao fato de ser o principal fármaco para o tratamento da tuberculose, 

com ação bactericida. Resistência a este fármaco é considerado como um 

marcador da tuberculose multirresistente, uma vez que, mais de 80% dos 

casos de resistência detectados pelo TRM-TB apresentam também 

resistência à isoniazida (Brasil, 2019). 

       É um teste baseado na amplificação dos ácidos nucleicos, por meio da 

técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real para 

detecção do DNA (Ácido desoxirribonucleico) dos bacilos do M. tuberculosis 

e a detecção da resistência a rifampicina utilizando 4 sondas do gene rpoB 

(Brasil, 2019; Cepheid, 2021). 

       A sensibilidade de detecção do M. tuberculosis pelo TRM-TB em 

escarro de adultos é de 90% e a sensibilidade da detecção de resistência à 

rifampicina é de 95%. O limite de detecção é de 131 unidades formadoras 

de colônia (UFC) por mL (Brasil, 2019).   

          O resultado pode ser liberado em até duas horas e o processo é 

automatizado, tornando o diagnóstico mais rápido por ser realizado a partir 

de amostras clínicas (Brasil, 2019). 
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         As amostras que podem ser utilizadas no TRM-TB são: escarro; 

escarro induzido; lavado broncoalveolar, lavado gástrico, líquor, gânglios 

linfáticos e outros tecidos. Em casos de TB extrapulmonar, a sensibilidade é 

mais baixa que nas amostras pulmonares e por isso um resultado negativo 

não exclui a tuberculose (Brasil, 2019). 

       Além da recomendação do TRM-TB para o diagnóstico dos casos novos 

de TB, o mesmo também é recomendado em casos de retratamento e 

recidivas, mas somente para a detecção da resistência a rifampicina (Brasil, 

2019). 

           Com o objetivo de aprimorar o TRM-TB, foi lançado o Xpert MTB/ RIF 

Ultra. Nesta nova versão, o resultado pode estar disponível em menos 

tempo, cerca de 80 minutos e o limite de detecção do M. tuberculosis 

diminuiu para 11,8 UFC/mL porque foram acrescentadas duas sondas, a 

IS6110 e a IS1081 além do gene rpoB. Com isso a sensibilidade de 

detecção do M. tuberculosis que era de 90 %, passou a ser de 95% 

(Cepheid, 2021). 

 

1.6.5  Cultura  

 

          A cultura permite a multiplicação e isolamento de BAAR a partir da 

semeadura de amostras clínicas em meios de cultura específicos para este 

tipo bacilo (Brasil, 2008). 

         O limite de detecção da cultura é de 100 bacilos por mililitro, podendo 

chegar a 10 bacilos por mililitro, o que torna esta metodologia mais sensível 

do que a baciloscopia e teste rápido molecular Xpert MTB/Rif, com limite de 

detecção de 5.000-10.000 e 131 bacilos por mililitro, respectivamente. 

Entretanto o Xpert MTB/Rif Ultra tem a mesma sensibilidade da cultura, 11,8 

bacilos por mililitro (Brasil, 2008; Brasil, 2019; Cepheid, 2021). 

         A cultura pode ser realizada em meio sólido ou líquido. Os meios 

sólidos mais utilizados são à base de ovo, como o Lowenstein-Jensen e 

Ogawa-Kudoh. A vantagem de se utilizar o meio sólido é o baixo índice de 

contaminação e a desvantagem é o tempo de detecção do crescimento 
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bacteriano, que pode variar de 14 a 60 dias. A leitura é feita a olho nu, pela 

visualização das colônias no meio (Brasil, 2008). 

       Com o objetivo de diminuir o tempo de detecção dos bacilos na cultura 

foi desenvolvido o meio MGIT (do inglês Mycobacteria growth indicator tube). 

É um método automatizado que utiliza meio de cultura líquido e o tempo 

para a obtenção de resultado positivo varia de 5 a 12 dias. Para o caso de 

resultado negativo o tempo é de 42 dias (Brasil, 2019). 

        De acordo com o Ministério da Saúde, a cultura é o padrão ouro para o 

diagnóstico da TB e deve ser realizada para todos os casos de TB com 

diagnóstico pelo TRM-TB (sensível ou resistente a rifampicina) e nos casos 

de TRM negativo com persistência dos sintomas. Caso não seja possível 

realizar o diagnóstico por meio do TRM-TB, o diagnóstico deve ser feito pela 

baciloscopia e a cultura, realizada independentemente do resultado da 

baciloscopia (Brasil, 2019). 

 

1.6.6 Diagnóstico histopatológico  

  

        O diagnóstico da tuberculose pulmonar e extrapulmonar podem ser 

feitos a partir da análise histopatológica de fragmentos de tecidos obtidos 

por biópsia. A identificação histológica do granuloma com necrose e 

caseificação é compatível com o diagnóstico de tuberculose pulmonar 

(Brasil, 2019). 

      A análise histológica permite buscar o bacilo no fragmento de tecido em 

casos de indivíduos imunossuprimidos, uma vez que estes indivíduos 

apresentam baciloscopia negativa com maior frequência (Brasil, 2019).  

 

1.6.7. Diagnóstico diferencial 

             

         O diagnóstico diferencial deve ser realizado em casos de pneumonia 

de resolução lenta, febre de origem indeterminada e tosse prolongada sem 

causa determinada (Brasil, 2019) 

Para tuberculose pulmonar é importante realizar o diagnóstico diferencial 

com outros agravos, como demonstrado na Tabela 1. 
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Tabela 1- Diagnóstico diferencial da tuberculose pulmonar 
 
  

Neoplasias 
Câncer de pulmão, Linfomas, Sarcoma de Kaposi e 

Carcinomatose metastática. 

Outras 

Micobactérias 

Micobacterioses não tuberculosas: M. avium, M. kansasii, 

M. abscessus e M. xenopi 

Infecções fúngicas 
Histoplasmose, Paracoccidioidomicose, Aspergiloma e 

Criptococose. 

Outras doenças 

bacterianas 

Abscesso pulmonar, Pneumonia necrotizante. 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, 

Klebsiella pneumoniae, Staphyloccocus aureus, 

Actinomicose e Nocardiose. 

Fonte: Manual de Recomendações para o Controle da Tuberculose no 

Brasil, Ministério da Saúde, 2019. 

 

1.7  Prevenção e tratamento 

 

            A vacina Bacillus Calmette e Guérin (BCG) introduzida em 1921 tem 

sido utilizada em todo mundo para prevenir a TB em crianças, a TB 

disseminada (TB miliar) e meningite por tuberculose e é a única vacina 

disponível atualmente para prevenção da tuberculose.  Os bebês recém-

nascidos com >2 kg podem ser vacinados na maternidade logo após o 

nascimento. A indicação da vacina é para crianças de 0 a 4 anos, 11 meses 

e 29 dias.  A BCG não protege indivíduos já infectados e a meta de 

cobertura vacinal no Brasil é de 90% em crianças menores de um ano 

(Brasil,2019). 

          Os desafios para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes que a 

atual, incluem a falta de informações sobre os antígenos da micobactéria, 

variações nos isolados de Mycobacterium bovis e as correlações ambíguas 

entre imunidade e a TB. Atualmente existem 14 candidatos à vacina que 
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estão em testes de fase clínica em adolescentes e adultos (Hawn et al., 

2014; Ahsan, 2015; Fletcher e Schrager, 2016; Fatima et al., 2020 ).  

            No Brasil, os esquemas de tratamento da TB são padronizados 

desde 1979 pelo Ministério da Saúde, sendo recomendada uma associação 

de fármacos para diminuir a probabilidade de seleção de bacilos resistentes 

(Arbex et al., 2010a; BRASIL, 2019). O esquema básico proposto era 

dividido em: fase de ataque ou intensiva que perdurava dois meses de 

tratamento e administração de três fármacos (rifampicina, isoniazida, 

pirazinamida); e fase de manutenção que consistia na administração de 

rifampicina e isoniazida por quatro meses (Arakaki et al., 2010). 

Em 2009, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose 

juntamente com o seu Comitê Técnico Assessor, revisaram o sistema de 

tratamento da TB no Brasil, modificaram a fase de ataque do esquema 

básico introduzindo o etambutol como quarto fármaco e reduziram as 

posologias da isoniazida e da pirazinamida. Além disso, os quatro fármacos 

(rifampicina, isoniazida, pirazinamida, etambutol) foram combinados em um 

só comprimido recebendo a denominação de dose fixa combinada (DFC). 

Este novo esquema básico se destina aos casos novos de TB pulmonar e 

extrapulmonar, assim como para todos os casos de recidiva ou retorno após 

o abandono (Arbex et al., 2010b; a; Arakaki et al., 2010). 

O tratamento possui diversos obstáculos, dentre eles: longa duração 

(seis meses); diversos efeitos colaterais (náuseas, vômitos, alterações 

visuais, dentre outros); falta de informação e de acompanhamento. Os 

fármacos utilizados para o tratamento são classificados em: primeira linha e 

segunda linha (Arbex et al., 2010a; Arbex et al., 2010b) e ainda podem ser 

distribuídos em cinco grupos. Todas as classificações estão descritas na 

tabela 2. 
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Tabela 2- Fármacos disponíveis para o tratamento de tuberculose 

 

GRUPO FÁRMACOS CARACTERÍSTICAS GERAIS 

1 

Essenciais: isoniazida, 

rifampicina, pirazinamida. 

Acompanhante: etambutol. 

Fármacos orais de primeira linha, são 

potentes e mais bem toleradas. 

2 

Essenciais: Fluoroquinolonas: 

levofloxacino (altas doses) e 

moxifloxacino. 

Fármacos orais de segunda linha. A 

levofloxacino é a mais utilizada em 

relação à moxifloxacino devido à maior 

experiência de uso. 

3 
Essenciais estreptomicina e 

amicacina. 

Fármacos injetáveis administrados 

intramuscular ou por via endovenosa. 

Pela melhor eficácia, disponibilidade e 

menor preço o medicamento mais 

utilizado é a estreptomicina. 

4 

Acompanhantes: Etionamida, 

Cicloserina/Terizidona, PAS 

(ácido ρ-aminossalicítico). 

Fármacos orais de segunda linha que 

podem fazer parte do esquema de 

tratamento dependendo do potencial de 

resistência, do histórico terapêutico, 

dos efeitos adversos e dos custos. A 

etionamida pode apresentar resistência 

cruzada com a isoniazida é mal 

tolerada pelos efeitos adversos. A 

terizidona é o medicamento 

selecionado pela experiência do seu 

uso no Brasil, tem boa tolerabilidade e 

baixa frequência de efeitos adversos.  

5 Essenciais: Bedaquilina, 

Delanamida e Linezolida. 

Acompanhantes: Clofazimina, 

Carbapenem, 

Amoxicilina/clavulanato de 

potássio. 

Fármacos que podem ser utilizados em 

esquemas especiais e individualizados 

para casos com multirresistência ou 

resistência extensiva. 

Fonte: Brasil, 2019; Brasil,2021) 
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1.8  Teste de sensibilidade 

 

          O ministério da saúde preconiza a realização do teste de sensibilidade 

para adolescentes e adultos com maior vulnerabilidade como: pessoas em 

situação de rua, população privada de liberdade, usuários de droga, etilistas, 

diabéticos, indígenas, imigrantes, imunodeprimidos, pessoas vivendo com 

HIV/AIDS, profissionais da saúde, profissionais do sistema penitenciário, 

retratamento, recidiva, cultura positiva após o segundo mês de tratamento, 

TRM rifampicina resistente (Brasil, 2019). 

           Estes critérios são justificados pelo maior risco de adoecimento por 

TB destas populações, como exemplo as pessoas em situação de rua que 

podem apresentar 56x mais risco de adoecimento e pessoas vivendo com 

HIV/AIDS com 28x mais risco de adoecimento do que o restante da 

população (Brasil, 2019). 

          O teste de sensibilidade pode ser realizado por meio de métodos 

fenotípicos e moleculares (Brasil, 2019). 

 

Métodos fenotípicos:  

 

1.8.1  MGIT BACTEC 960 (Becton Dickinson, New Jersey, EUA) 

  

        O MGIT BACTEC 960 é um método automatizado que utiliza o meio 

líquido Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, 2021). 

        Os tubos utilizados para realização do teste contêm um composto 

fluorescente (rutênio), embebido por silicone que detecta a presença de 

oxigênio no meio.  A grande quantidade de oxigênio dissolvido inicialmente 

reduz a emissão do composto, diminuindo a fluorescência emitida. 

Posteriormente, com o consumo de oxigênio pelos microrganismos, a 

emissão de fluorescência é aumentada e detectada pelo equipamento 

(Becton Dickinson, 2021). 

           A leitura da fluorescência é realizada simultaneamente em ciclos 

completados a cada 60 minutos. Os LEDs que são localizados abaixo dos 

tubos se iluminam e ativam os sensores de fluorescência dos mesmos e 
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detectores de luzes fazem a leitura. Os resultados são disponíveis de 5 a 13 

dias após a incubação do teste (Becton Dickinson, 2021). 

        Os testes podem ser realizados a partir de culturas em meio sólido ou 

líquido. Os fármacos testados são: estreptomicina, isoniazida, rifampicina e 

etambutol (Becton Dickinson, 2021). 

        A análise da fluorescência nos tubos contendo os fármacos é feita em 

comparação com a fluorescência emitida pelo tubo controle que não contém 

fármaco (Becton Dickinson, 2021).  

 

1.8.2 Método das proporções  

         

         O método das proporções pode ser realizado por meio de amostra 

clínica de escarro (método direto) ou da cultura (método indireto) (Brasil, 

2008). 

O teste é realizado em tubos de meio de cultura sólido para 

observação de unidades formadoras de colônia. O meio mais utilizado no 

Brasil e na América Latina para realização do teste é o Lowestein-Jensen 

(LJ). Este meio é à base de ovo, mas também pode ser realizado em meio 

de cultura à base de ágar como o Middlebrook 7H10, porém as 

concentrações padronizadas para cada fármaco diferem das utilizadas no 

Lowestein-Jensen (Brasil, 2008). 

         Os tubos de meio de cultura sem o fármaco são utilizados como 

controle de crescimento. Para um isolado ser considerado resistente, o tubo 

com o fármaco deve apresentar 1% ou mais do número de colônias do tubo 

controle. Os fármacos testados são a estreptomicina, isoniazida, rifampicina 

e etambutol e para casos de TB-MR são testados os fármacos de segunda 

linha (Brasil, 2008; Brasil, 2019). 

         A leitura do teste pode ser realizada com até 42 dias após a inoculação 

(Brasil, 2008). 
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1.8.3 Line Probe Assay (Teste de Sonda em Linha) 

Genotype MTBDRplus (Hain LifeScience GmbH, Nehren, Alemanha) e 

Genotype MTBDRsl (Hain LifeScience GmbH, Nehren, Alemanha). 

 

           O Genotype MTBDRplus é um teste de sonda em linha, que utiliza 

um método qualitativo que pode ser realizado a partir de amostras de 

escarro ou de cultura positivas. Este teste identifica Complexo 

Mycobacterium tuberculosis como também identifica as mutações que 

conferem resistência à rifampicina e à isoniazida, dois fármacos importantes 

no tratamento da doença (Conitec, 2021; Hain LifeScience, 2015). 

          Numa primeira etapa é realizado a extração de DNA do bacilo, em 

seguida é realizada uma PCR para amplificação dos genes de interesse, 

que são o rpoB, inhA e katG. Mutações no gene rpoB conferem resistência à 

rifampicina e mutações nos genes inhA e katG conferem resistência à 

isoniazida. A última etapa é de hibridação em fitas de membrana de 

celulose, onde estão imobilizados fragmentos de DNA de cepas selvagens e 

com mutações (Conitec, 2021; Hain LifeScience, 2015).  

           As mutações que conferem resistência às fluoroquinolonas 

(levofloxacino e moxifloxacino), fármacos injetáveis (amicacina, canamicina 

e capreomicina) podem ser detectadas pelo Genotype MTBDRsl. As 

mutações nos genes gyrA e gyrB conferem resistência às fluoroquinolonas, 

o gene rrs resistência aos aminoglicosídeos e o gene eis baixa resistência à 

canamicina (Conitec, 2021; Hain LifeScience, 2017). 

          Em abril de 2021 a Comissão Nacional de Incorporação de 

Tecnologias no Sistema Único de Saúde (Conitec) recomendou à 

incorporação de testes comerciais de sonda em linha no Sistema Único de 

Saúde (SUS) (Conitec, 2021). 

 

1.9.   Resistência aos fármacos  

 

           A história da resistência do bacilo da TB inicia com a descoberta e 

uso da estreptomicina entre 1943 a 1945, resultando na seleção de 
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microrganismos resistentes. Em 1946, verificou-se que o ácido ρ-

aminossalicílico eliminava as bactérias resistentes à estreptomicina, e os 

médicos da época adotaram a combinação das duas substâncias para o 

tratamento dos pacientes com TB. No início de 1950, a isoniazida mostrou 

alta eficácia no tratamento da doença e foi adicionada à combinação 

anterior. O uso destes fármacos associadas com as novas descobertas 

(etambutol, rifampicina e pirazinamida) no tratamento da TB promoveu um 

imediato declínio na incidência da doença no mundo, levando a acreditar, na 

década de 1960, que a TB não seria mais um problema de saúde pública e 

que logo seria erradicada. Porém, este otimismo decaiu nos anos 80, pois a 

incidência da TB voltou a aumentar devido à associação com a crescente 

epidemia da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS, do inglês 

Acquired Immune Deficiency Syndrome), e a emergência de formas 

resistentes a um ou mais fármacos antituberculose (Iseman, 1994; Fox et al., 

1999; Minato et al., 2015; Nguyen, 2016). 

É consenso que o tratamento adequado leva à cura na maioria dos 

casos, mas a exposição contínua aos fármacos antituberculose durante 

longos períodos, aliada a não adesão dos doentes, promoveu a seleção de 

cepas resistentes. Além disso, o uso de terapias combinadas criou um 

processo constante de resistência nas cepas, tornando-as gradualmente 

resistentes aos fármacos existentes (Nguyen Liem, 2016). Diferente de 

outras bactérias,  M. tuberculosis adquire resistência aos fármacos a partir 

de mutações pontuais espontâneas em genes cromossomais (Almeida da 

Silva e Palomino, 2011). 

A resistência aos fármacos antituberculose é classificada em: 

Resistência natural que ocorre durante o processo de multiplicação do 

bacilo; Resistência primária que é observada em pacientes nunca tratados 

para TB, contaminados por bacilos já resistentes; Resistência adquirida ou 

secundária que é observada em pacientes com TB inicialmente com cepa 

sensível, tornando-se resistente após exposição aos fármacos (Brasil, 2019). 

De acordo com o padrão de resistência identificado pelo teste de 

sensibilidade, a mesma pode ser classificada em: Monorresistência - 
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resistência a um fármaco; Polirresistência - resistência a dois ou mais 

fármacos, exceto à isoniazida e rifampicina; Multirresistência (MR) - 

resistência à isoniazida e a rifampicina, conjugada ou não a outro fármaco;  

Resistência estendida ou extensivamente resistente (XDR) - além da 

multirresistência, também apresenta resistência aos fármacos de segunda 

linha,  as fluoroquinolonas, bedaquilina e/ou linezolida (Brasil, 2019; Brasil, 

2021).  

 

1.10.  Tuberculose Multidroga resistente (TB -MR)  

 

O uso indevido de fármacos antituberculose durante os regimes 

prolongados de tratamento criou uma pressão seletiva que impulsionou uma 

rápida evolução de cepas monorresistentes para multirresistentes (TB-MR e 

TB-XDR) (Nguyen, 2016). A frequência de doentes infectados com isolados 

resistentes aos fármacos de primeira linha utilizadas no tratamento da TB é 

uma ameaça mundial que caracteriza um importante problema de saúde 

pública no controle da TB em vários países. Em 2020, de acordo com a 

OMS foram notificados, no mundo, 132,222 casos novos de pacientes 

infectados com M. tuberculosis multidroga ou resistentes à rifampicina (RR-

TB)..No Brasil foi estimado 2.600 casos de TB MR ou RR-TB, uma 

incidencia de 1,2/100.000 habitantes (WHO, 2021). 

 

1.11.  Tratamento da TB – MR 

 

Quando uma resistência é identificada é necessário adotar um novo 

esquema de tratamento que deve ser composto por pelo menos quatro 

fármacos com atividades efetivas e que não tenham sido utilizadas 

anteriormente, caso haja dúvidas sobre a efetividade e o padrão de 

resistência, é possível utilizar mais de quatro fármacos (Brasil, 2019). O 

tratamento para alguns casos de TB-MR pode ser individualizado, mas 

normalmente no Brasil o tratamento é padronizado pelo Ministério da Saúde 

e consiste em duas fases que podem durar de 18 a 21 meses. O período de 

tratamento dependerá da curva de negativação bacteriológica de no mínimo 
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12 meses, evolução clínica e radiológica (Brasil, 2019; Brasil, 2021). O 

esquema consiste em: fase intensiva (seis meses) e fase de manutenção 

(doze meses) (Brasil, 2019; Brasil, 2021). A tabela 3 informa o esquema de 

tratamento para a TB-MR.  

 
Tabela 3-– Esquema de tratamento indicado para casos de TB-MR 

Resistência Esquema indicado 

Isoniazida, 

Rifampicina  

Por 6 meses, o paciente, diariamente, receberá os 

comprimidos dos fármacos: bedaquilina, 

levofloxacino, linezolida e terizidona e 12 meses de 

levofloxacino, linezolida e terizidona. 

Isoniazida, 

Rifampicina e 

Levofloxacino. 

Por 6 meses, o paciente, diariamente, receberá os 

comprimidos dos fármacos: bedaquilina, clofazimina, 

linezolida e terizidona e 12 meses clofazimina, 

linezolida e terizidona. 

 

*a concentração do fármaco é determinada de acordo com a faixa de peso 

do paciente Fonte: Brasil, 2019. 

Existem recomendações neste tratamento (Brasil, 2019): 

1) com a identificação dos efeitos adversos (anafilaxia, 

nefrotoxicidade, convulsão, etc) as condutas preconizadas pelo Ministério da 

Saúde devem ser prontamente instituídas para evitar risco de interrupção do 

tratamento; 

2) a administração de cada medicamento deve ser supervisionada 

diariamente ou por um profissional responsável ou por algum familiar; 

3) para maximizar a adesão ao tratamento, são viabilizados transporte 

e outros incentivos; 

4) na medida do possível o paciente deve ser mantido internado na 

fase intensiva do tratamento em hospitais especializados ou gerais com 

adequada estrutura de biossegurança. 
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1.12.  Tuberculose extensivamente resistente (TB-XDR) 

 

           Em 2000, foram relatados os primeiros casos de tuberculose com 

resistência aos fármacos de segunda linha que são utilizadas no tratamento 

de TB-MR. Os Centros de controle de Doença e Prevenção (CDC, do inglês 

Centers for Disease Control and Prevention) e a OMS encontraram 347 

pacientes no mundo todo, durante o período de 2000 a 2004 (CDC, 2006). 

Na África do Sul onde há alta prevalência de HIV, Gandhi N. R. e 

colaboradores identificaram 221 pacientes com TB-MR entre janeiro de 2005 

a março de 2006, num hospital distrital em Tugela Ferry em KwaZulu Natal. 

Destes 221 pacientes, 53 possuíam TB-XDR, sendo que eram de várias 

regiões da província e não tinham contato conhecido uns com os outros 

antes dos cuidados de saúde realizados no hospital, e nenhum paciente 

tinha um membro da família que estivesse doente com TB antes da sua 

doença (Gandhi et al., 2006). 

O número de casos reportados no mundo todo de TB-XDR aumentou 

de 347 casos (2000-2004) para 12 350 casos em 2020 (WHO 2020). Este 

aumento se deve aos desafios relacionados à TB-XDR que incluem: 

dificuldade no diagnóstico, pois o teste padrão de susceptibilidade às drogas 

pode levar de 6 a 8 semanas; opções de tratamento severamente restritas; 

má gestão na oferta e na qualidade das drogas (WHO,2014 b). 

 

1.13.  Tratamento da TB – XDR 

 

O tratamento da tuberculose com resistência estendida depende de 

fármacos menos potentes e mais tóxicos do que as usadas em casos de 

cepas susceptíveis ao esquema de tratamento.  O sucesso no tratamento é 

menor e a mortalidade é maior do que em casos de TB- MR (Matteelli et al., 

2014). 

As principais recomendações e indicações para a composição dos 

esquemas individualizados são: 1) fármaco nunca utilizado anteriormente; 2) 

sensibilidade demonstrada pelo teste de susceptibilidade; 3) nunca usar um 
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fármaco com resistência detectada; 4) o esquema de tratamento deve ser 

composto com três ou quatro fármacos efetivos na fase de ataque e três 

fármacos na fase manutenção (Brasil, 2019). 

 

1.14.  Novos fármacos  

 

            Em 1910 foi comercializado o primeiro antimicrobiano, salvarsan, 

utilizado para Treponema pallidum, o agente etiológico da sífilis. Este 

fármaco foi descoberto por Paul Ehrlich, que recebeu em 1908 o Prêmio 

Nobel de Fisiologia ou Medicina por esta descoberta e, desde então, a 

expectativa de vida aumentou em 23 anos. Desde 1928, após a descoberta 

da penicilina, o desenvolvimento de novos antibióticos apresentou uma 

queda gradual e o aumento da resistência bacteriana a estes fármacos se 

tornou uma crise mundial (Hutchings, Truman e Wilkinson, 2019; Strebhardt e 

Ullrich, 2008). A resistência aos antimicrobianos é responsável por cerca de 

700.000 mortes todos os anos no mundo, mas o grupo interagência das 

Nações Unidas estima que este número possa chegar a 10 milhões por ano 

em 2050, e se nenhuma medida for tomada. Este número será maior do que  

de pessoas que vão a óbito devido ao câncer a cada ano, mundialmente 

(Plackett, 2020). 

           Uma estimativa de 2017 mostra que o custo para o desenvolvimento 

de um novo antibiótico é de cerca de U$ 1.5 bilhões, porém a estimativa de 

rendimento é de U$46 milhões ao ano. Com base nos altos valores de 

investimentos e um retorno financeiro relativamente baixo, as grandes 

indústrias farmacêuticas deixaram de investir em pesquisa com esta classe 

terapêutica. Um exemplo deste novo cenário é o número de novos 

antimicrobianos aprovados pelos Estados Unidos que declinou desde 1980 

em comparação com os fármacos aprovados contra o câncer (Towse et al., 

2017; Plackett, 2020).    

          Uma medida que pode ser utilizada é quando um antimicrobiano 

alcança níveis críticos, os médicos pararem de prescrever e passem a usar 

um alternativo, pois após 2-4 anos de pausa do uso, a bactéria resistente não 
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consegue sobreviver e então o antimicrobiano pode ser usado novamente 

(Plackett, 2020). 

No caso da tuberculose, existem poucos medicamentos para o 

tratamento da TB-MR e muitas vezes, pelo fato das reações adversas, o 

clínico geralmente é forçado a optar pela descontinuação dos 

medicamentos. Em dezembro de 2012 a Food and Drug Administration 

(FDA) dos Estados Unidos aprovou o uso da bedaquilina, uma 

diarilquinolina, como parte da terapia combinada (terapia mínima de quatro 

medicamentos) administrada por observação direta em adultos com idade 

≥18 anos com diagnóstico de TB-MR pulmonar. Na ocasião este fármaco 

somente poderia ser administrado quando um regime de tratamento 

padronizado não estivesse sendo efetivo, como por exemplo, a resistência 

extensiva, intolerância aos fármacos ou interações medicamentosas (CDC, 

2013; FDA, 2012). 

Diante do número limitado de fármacos disponíveis para o tratamento 

da TB-MR, em 2016 a bedaquilina foi introduzida na Índia, em 2017 na 

China, em 2019 em Bangladesh, Indonésia, Myanmar, Papua-Nova Guiné, 

Filipinas, e em 2020 no Vietnam (Janssen, 2021). 

No Brasil, o uso da bedaquilina no tratamento de TB-MR e TB-XDR foi 

aprovado em 25/02/2019 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA).  Em agosto de 2020 a Comissão Nacional de Incorporação de 

Tecnologias no Sistema Único de Saúde (Conitec) aprovou o uso do 

protocolo de tratamento com o uso da bedaquilina em casos de TB-MR e 

TB-XDR (Anvisa, 2019; Conitec, 2020a). Recentemente, em outubro de 

2021, o Ministério da Saúde passou a recomendar o uso da bedaquilina em 

casos de tuberculose multirresistente e extensivamente resistente (Brasil, 

2021).  

Em 2014, outro fármaco, a delamanida, também foi aprovado para 

uso pela European Medicine Agency como novo fármaco para o tratamento 

de tuberculose (EMA, 2014). Este fármaco está na mesma classe de 

fármacos que o metronidazol (os nitroimidazóis) que inibe a biossíntese do 

ácido micólico, um dos componentes da parede da micobacterina. Este 
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medicamento é indicado para o tratamento de TB-MR E TB -XDR e a OMS 

recomendou em 2014, o uso da delamanida a em combinação com três 

outros fármacos de eficácia comprovada, excluindo a bedaquilina. Neste 

mesmo ano, a OMS publicou uma recomendação de política provisória, que 

foi atualizada em 2016 com base na farmacocinética e farmacodinâmica da 

delamanida para estender o uso em crianças de 6-17 anos (WHO 2014 a; 

WHO, 2017a.) 

No Brasil, o uso da delamanida foi recomendado em 2020 por um 

parecer da Conitec (Conitec, 2020 b). De acordo com o Ministério da Saúde, 

a partir de outubro de 2021 a delamanida também passou a ser incluída no 

tratamento da tuberculose multirresistente e extensivamente resistentes no 

Brasil (Brasil, 2021). 

 

1.15.  Estratégia de Reposicionamento de fármacos  

 

Atualmente, apenas cinco fármacos e cinco novos regimes de 

tratamento estão na fase de “clinical trials”. Dentre os novos fármacos, 

apenas três estão na fase 1 e dois na fase 2. Quando se diz respeito de 

novos esquemas de tratamento, três estão na fase 3 e dois na fase 4. Este 

cenário é extremamente preocupante, uma vez que, o tratamento para 

tuberculose requer uma combinação de ao menos três antibióticos (WHO, 

2017 b; TB ALLIANCE, 2021). 

Em 2017, a Organização Mundial da Saúde publicou um relatório 

colocando como prioridade o desenvolvimento de novos fármacos para o 

combate à tuberculose. Esta prioridade se deve a alguns fatos: (i) 

atualmente a tuberculose é a doença infecciosa que mais mata no mundo, 

causando 250.000 mil mortes a cada ano; (ii) a quantidade limitada de 

alternativas para o tratamento com fármacos de segunda linha em casos de 

resistência aos fármacos de primeira linha; (iii) cerca de 50% dos pacientes 

com TB multidroga resistentes também apresentam resistência aos 

fármacos de segunda linha e o tratamento é bem sucedido em apenas 1 

caso a cada três pacientes  (WHO, 2017b). 
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Embora a OMS tenha publicada este relatório, o desenvolvimento de 

um novo fármaco requer um alto investimento econômico e mais de 10 anos 

de pesquisa até que o medicamento possa estar comercialmente disponível 

(Palomino e Martin, 2013). Com base nesta problemática, a busca por novas 

utilizações de fármacos para além das suas indicações terapêuticas 

aprovadas inicialmente, representa uma forma promissora na introdução de 

novas terapias.  A estratégia de reposicionamento de fármacos ou “drug 

repurposing, drug repositioning” consiste em uma nova indicação de uso 

para um fármaco já aprovado (Ekins et al., 2011). 

Atualmente, empresas, universidades e instituições como o Drugs for 

Neglected Diseases initiative (DNDi), vêm desenvolvendo grandes 

campanhas de triagens, como de quimiotecas de “FDA-approved drugs”; 

dirigidas para a doença de Chagas (Planer et al., 2014), como para Ebola 

vírus (Johansen et al., 2015; Yuan, 2015). Segundo a farmacêutica 

GlaxoSmithKline, a busca por um novo uso para os fármacos, pode ser 

considerada uma inovação incremental, ainda que não introduza uma nova 

entidade química no mercado. Além disso, permite a introdução de novas 

terapias em menor tempo, além de ser uma excelente estratégia custo-

benefício (Grau e Serbedzija, 2015) para doenças negligenciadas.  

Vários exemplos de fármacos reposicionados são descritos na 

literatura, e dentre esses se destacam: i) A talidomida (controle da náusea e 

insônia), um fármaco que foi retirado do mercado pelos seus graves efeitos 

adversos em recém-nascidos, vem sendo utilizado no tratamento de 

mieloma múltiplo (Ekins et al., 2011).  A talidomida também foi reposicionada 

para tratamento da hanseníase; ii) a finesterida (tratar aumento da próstata) 

e reposicionada para tratamento da calvície; iii) a clorpromazina (anti-

histamínico), reposicionada em doses mais elevadas como um fármaco 

sedativo e anti-emético e no tratamento de psicose grave; iv) o milnacipran 

(antidepressivo) reposicionado para o tratamento da fibromialgia (Sleigh e 

Barton, 2010), entre outros. Outros exemplos bem sucedidos para o 

tratamento da leishmaniose incluem a pentamidina (hipoglicemiante), a 
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anfotericina B (antifúngico) (Croft et al., 2006), e a miltefosina, desenvolvida 

para tratamento de câncer (Sundar et al., 2002).  

Outros exemplos de reposicionamento bem conhecidos incluem 

fármacos como: i) sildenafila utilizado no tratamento de angina foi 

reposicionado para o tratamento de  disfunção erétil; ii) bupropiona, um 

antidepressivo que passou a ser utilizado na cessação do tabagismo; iii) 

fluoxetina, um antidepressivo que atualmente é também indicado para o 

transtorno disfórico pré-menstrual (Ashburn e Thor, 2004). Alguns exemplos 

de fármacos com potencial de reposicionamento encontram-se na Tabela 4.  

 

Tabela 4- Fármacos com potencial de reposicionamento em uso clínico e em 
estudos pré-clínicos. 
 

Fármaco Uso original Novo uso 
Referência

s 

nitazoxanida 
Infecções por 

C. parvum e Giar
dia 

Tratamento da tuberculose; 
Anti-Leishmania. 

(Oldfield, 
2010) 

 

aprepitant 
Náusea: receptor 
antagonista NK-1 

Cryptosporidiose em 
imunocomprometidos; Infecção 

resistente de HIV-1: induz 
regulação negativa de CCR5 

em macrófagos. 

(Wang et 
al., 2007; 
Manak et 
al., 2010) 

amiodarona 
Anti-

arritmico classe 
III 

Doença de Chagas: 
bloqueador da síntese de 

ergosterol. 

(Oldfield, 
2010) 

 

dapoxetina 
Analgésico e 

antidepressivo 
Ejaculação prematura 

(Ashburn e 
Thor, 2004) 

galantamina Anestésico Alzheimer 
(Ashburn e 
Thor, 2004) 

trimetrexato 

Antifolato usado 
em infecções de 

P. carinii em 
pacientes com 

HIV 

Inibidor da DHFR de T. cruzi 
(Ekins et al., 

2011) 

raloxifeno 
Câncer de 
próstata 

Osteoporose 
(Ashburn e 
Thor, 2004) 

 

Na área de tuberculose, devido à elevada resistência aos fármacos 

atuais, várias abordagens de reposicionamento vêm sendo utilizadas 
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(Bloom, 2016; Maitra et al., 2016; Rodrigues-Junior et al., 2016; Almatar et 

al., 2017; Brindha et al., 2017). As fluoroquinolonas são exemplos de 

reposicionamento de fármaco para o tratamento de TB. Estes fármacos não 

foram inicialmente desenvolvidos para o tratamento desta doença e hoje são 

utilizados como fármacos de segunda linha contra os bacilos MR (Palomino 

e Martin, 2013). 

Estudos com reposicionamento de fármacos para o tratamento de TB 

demonstraram que alguns fármacos já disponíveis no mercado têm atividade 

contra Mycobacterium tuberculosis. Cavanaugh e colaboradores 

demonstraram em um estudo de 2017 a atividade dos fármacos trimetoprim/ 

sulfametoxazol, meropenem/clavulanato, linezolida, clofazimina e 

nitazoxanida contra 228 isolados MRs utilizando a metodologia de 

microdiluição em placa. Os autores demostraram que os isolados 

apresentaram valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) menores do 

que os níveis séricos ou um mecanismo de ação destes fármacos contra 

Mycobacterium tuberculosis. Neste estudo também foram testados os 

fármacos mefloquina, tioridazina, amoxicilina/clavulanato e oxifenbutazona e 

apresentaram CIM90 com concentrações maiores do que as alcançadas a 

nivel sérico, sendo então considerados como fármacos não ativos contra o 

M. tuberculosis   (Cavanaugh et al., 2017). 

No estudo de Huang et al. (2012) foram testados o sulfametoxazol e o 

trimetropim em 117 isolados. Os autores observaram que 80% dos isolados 

apresentaram sensibilidade, com um CIM90 de 9,5 mg/L. A concentração que 

inibiu 99% do crescimento foi de 38 mg/L. Estes isolados foram 

considerados sensíveis devido a concentração em nível plasmático deste 

fármaco que varia de 30-60 mg/L na dose usual de 800 mg. Todos os 

isolados foram resistentes a trimetropim > 8 mg/L, uma vez que esta 

concentração não é alcançada em nível plasmático após administração de 

160 mg (Huang et al., 2012).  

A nitazoxanida foi testada em 50 isolados e H37Rv. Observou-se uma 

CIM90 de 12-28 µg/mL com uma média de 16 µg/mL. O fármaco foi 

considerado ativo contra o M. tuberculosis, pois sua concentração 
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plasmática é de 30,7 µg/mL após administração de 1 g do fármaco duas 

vezes ao dia com mínimo de efeitos adversos (Shigyo et al., 2013, Stockis , 

2002).  

             Outra abordagem bastante utilizada na área de tuberculose são as 

associações terapêuticas (Chang et al., 2018; Koch et al., 2018; Pieterman 

et al., 2018). Segundo a European Medicines Agency (EMA- Guideline on 

The Non-Clinical Development of Fixed Combinations of Medicinal Products), 

o racional de uma combinação terapêutica baseia-se nas interações 

farmacológicas ou farmacocinéticas, levando a melhores perfis de eficácia 

ou de segurança, em comparação com os fármacos individuais. O principal 

objetivo de estudos pré-clínicos para o desenvolvimento clínico de uma 

combinação fixa é caracterizar o potencial aditivo, sinérgico ou antagônico 

dos compostos quando utilizados em conjunto, assim como caracterizar a 

farmacologia, a farmacocinética e a toxicologia da combinação em 

desenvolvimento (EMA, 2015).  

A intenção de se associar fármacos para o tratamento de uma doença 

infecciosa tem como base a possibilidade se obter resultados favoráveis 

como o sinergismo e incluem: 1) o aumento da eficácia do efeito terapêutico, 

2) diminuição da dosagem sem comprometimento da eficácia ou aumento da 

toxicidade, 3) minimizar ou atrasar o desenvolvimento da resistência.  Estas 

condutas têm sido amplamente utilizadas no tratamento de doenças como 

câncer e doenças infecciosas, incluindo a AIDS (Cruciani e Malena, 2015), 

como também para doenças parasitárias (Van Griensven e Boelaert, 2011). 

Desta forma, a identificação de um regime de administração 

combinado de curta duração, a preço acessível, regime bem tolerado e que 

possa ser administrado em atendimento ambulatorial, poderia oferecer 

grandes vantagens para os doentes e para o sistema de Saúde Pública. 

 

1.16.  Relevância do estudo 

 

A estratégia de busca por um novo uso de um fármaco aprovado pode 

ser considerada uma inovação incremental, ainda que não introduza uma 
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nova entidade química no mercado. Atualmente existem poucos fármacos 

para o tratamento da Tuberculose Multirresistente, que é um problema de 

Saúde Pública mundial. Estudos com reposicionamento de fármacos para o 

tratamento de TB demonstraram que alguns fármacos já disponíveis no 

mercado têm atividade contra  Mycobacterium tuberculosis.  

A estratégia de reposicionamento diminui o custo e o tempo de 

pesquisa quando comparado ao desenvolvimento de um novo fármaco e até 

que possa estar disponível no mercado. Essa redução de custo é 

extremamente relevante no cenário atual, porque apenas quatro das 

grandes indústrias farmacêuticas ainda fazem pesquisa para novos 

antibióticos. Este número reduzido de indústrias farmacêuticas interessadas 

no desenvolvimento de novos fármacos é devido ao alto custo para a 

realização da pesquisa e pouco retorno financeiro para o fabricante. A 

redução do tempo de pesquisa permite disponibilizar mais rapidamente um 

novo antimicrobiano e atender a população acometida por diferentes tipos de 

infecções bacterianas. 

Com base nos dados expostos e no aumento da resistência do M. 

tuberculosis ao esquema terapêutico para o tratamento da doença, 

demonstra a necessidade imperiosa de pesquisa e desenvolvimento (P&D) 

em novos fármacos. Utilizando a estratégia como a técnica de 

reposicionamento de fármacos, a presente proposta visa identificar novos 

candidatos antituberculose que possam ser futuramente testados em 

modelos pré-clínicos.   

O Instituto Adolfo Lutz possui um laboratório de Nível de segurança 3, 

próprio para trabalhar com isolados sensíveis e resistentes do complexo M. 

tuberculosis, permitindo assim a total possibilidade para a manipulação dos 

isolados. A Instituição também conta com o Laboratório de Novos Fármacos 

para Doenças Negligenciadas, onde foram realizados os ensaios de 

citotoxicidade dos fármacos em cultura de células de mamíferos.  
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2. 0  Objetivos  
 
 
2.1  OBJETIVO GERAL 

Avaliar o potencial farmacológico in vitro de fármacos contra isolados 

do complexo M. tuberculosis utilizando a estratégia de reposicionamento de 

fármacos. 

           

 2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1- Realizar a triagem in vitro de quimiotecas de fármacos aprovados pela 

Food and Drug Administration (FDA), Estados Unidos contra o isolado 

do Complexo M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294). 

2- Determinar a Concentração Inibitória Mínima 90% dos fármacos 

ativos nas concentrações testadas na etapa de triagem in vitro. 

3-  Avaliar in vitro a citotoxicidade dos compostos ativos contra isolados 

do complexo M. tuberculosis em células de cultura NCTC clone 929. 

4- Determinar os respectivos índices de seletividade. 

5- Realizar o estudo de permeabilidade de membrana plasmática do 

fármaco mais ativo contra o complexo M. tuberculosis. 
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3.0  Metodologia  
 

3.1. Modelo do estudo  

 

Trata-se de um estudo laboratorial para avaliar o potencial 

antituberculose de 89 fármacos para reposicionamento de fármacos.  

A tabela 5 apresenta a forma detalhada dos fármacos estudados, 

suas respectivas estruturas, classes terapêuticas, uso clínico, assim como 

um levantamento bibliográfico de suas possíveis atividades contra isolados 

do complexo Mycobacterium tuberculosis. 

 
Tabela 5- Fármacos que foram avaliados. 
 
Fármaco Estrutura Química Classe 

Terapêutica 
Uso Clínico PubMEd 

acebutolol 

 

 
Antiarrítmico, 
antihipertensivo 

arritmias 
ventriculares, 
hipertensão 
arterial 

NP 

acetozolamida 
 

 

anticonvulsivante
, diurético, 
antiglaucoma 

Glaucoma, 
epilepsias e 
promoção da 
diurese 

NP 

aciclovir 

 

antiviral Vírus da 
Varicela e Vírus 
da Herpes 

NP 

ácido 
acetilsalicílico 

 

AINE Analgésico, 
antitérmico 

Byrne e 
Zhang, 
2007 
Mishra, 
2020  

ácido 
pipemídico 

 

antimicrobiano antimicrobiano NP 
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albendazol 

 

antiparasitário anti-helmíntico NP 

alopurinol 

 

uricosúricos Gota                     NP 

aminofilina 

 

broncodilatador asma NP 

amiodarona 

 

antiarrítmico arritmias e 
angina 

NP 

amrinona 

 

vasodilatador Inotrópico 
cardíaco 

NP 

anfotericina B 

 

antifúngico antifúngico NP 

atovaquona 

 

antiparasitário infecções 
causadas por 
protozoários 

NP 

benzopirona 

 

anticoagulante varizes, 
profilaxia de 
tromboses e 
hemorroidas   

NP 
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bepridil 

 

vasodilatador antiarrítmico NP 

bifonazol 

 

antifúngico antifúngico NP 

buparvaquone 

 

antiparasitário antiprotozoário NP 

captopril 

 

antihipertensivo hipertensão NP 

carbamazepina 

 

anticonvulsivante epilepsia Juaréz et 
al, 2016  

carvedilol 

 

antihipertensivo Hipertensão 
arterial e angina  

NP 

cetirizina 

 

anti-histamínico/  
antagonista H1  

antialérgico NP 



47 
 

cetoprofeno 

 

AINE analgésico NP 

cetorolaco de 
trometamina 

 

AINE analgésico NP 

cicloguanil 

 

antiparasitário antiprotozários, 
malária,  

NP 

cilostazol 

 

vasodilatador inibidor 
plaquetário 

Maiga et al, 
2013.  

cinarizina 

 

anti-histamínico/  
antagonista H1  

distúrbios 
circulatórios e 
de equilíbrio 

NP 

clorproguanil 

 

antiprotozoário malária NP 

clotrimazol 

 

antifúngico antifúngico Colina-
Vegas et 
al., 2016. 
Imperiale et 
al, 2017 
Ahmad, 
2005 
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colchicina 

 

AINE gota NP 

cortisona 

 

AIE anti-inflamatório NP 

diclofenaco de 
sódio 

 

AINE analgésico Dutta et al, 
2004 
 
Dutta, et al. 
2007 
 
Sirim et al., 
2006 

 

 

AINE analgésico Dutta et al, 
2004 
Dutta, et al. 
2007 
Sriram et 
al., 2006 

diidroergocristi
na 

 

vasodilatador deterioração 
mental 
associada à 
insuficiência 
cerebrovascular 
e na doença 
vascular 
periférica 

NP 

digoxina 

 

glicosídeos 

cardíacos 

insuficiência 
cardíaca  

 NP 

dipirona sódica 

 

AINE analgésico NP 

domperidona 

 

antiemético, 
gastrocinético 
 

má digestão, a 
náusea e os 
vômitos 

Kaur et al., 
2017 
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econazol 

 

antifúngico antifúngico Milano et 
al, 2009 
Imperiale et 
al, 2017 
Gupta, 
2015 
Ahmad et 
al, 2005  
Ahmad et 
al., 2006 

emetina 

 

Antiprotozoário, 
emético 

malária NP 

escitalopram 

 

antidepressivo antidepressivo NP 

fembendazol 

 

anti-parasitário parasitas 
gastrointestinais 

NP 

fendilina 

 

vasodilatador arritmias e 
angina 

NP 

fenformina 

 

hipoglicemiantes antidiabético NP 

fexofenadina 

 

anti-histamínico/  
antagonista H1  

antialérgico NP 

finasterida 

 

antiheperplásico  
 

hiperplasia 
prostática 
benigna 

NP 
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flunarizina 

 

anticonvulsivante
, bloqueador de 
canal de cálcio, 
antagonista H1  
 

enxaqueca NP 

fumarato de 
cetotifeno 

 

anti-histamínico asma  NP 

furazolidona 

 

antiparasitária e 
antimicrobiana 

Giardíase e 
diarreia 
infecciosa  

NP 

furosemida 

 

diurético tratamento de 
edema  
e hipertensão  

ND 

genfibrozila 

 

antilipêmico redução dos 
níveis lipídicos  
 

Reich-
Slotsky et 
al, 2009 

ibuprofeno 

 

AINE analgésico Byrne e 
Zhang, 
2007 
Eisen, 2013 
Vilaplana, 
2013 

ivermectina 

 

antiparasitário tratamento para 
vermes e 
parasitas 

Lim, 2013 
Ramon-
garcia, 
2014 
Muhameed, 
2013 e 
2014 
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lamivudina 

 

antiviral  
 

hepatite b e HIV  
 

 ND 

lercanidipina 

 

antihipertensivo hipertensão NP 

lisinopril 

 

antihipertensivo hipertensão NP 

losartana 
potássica 

 

Antihipertensivo  
 

hipertensão  
 

NP 

maleato de 
enalapril 

 

antihipertensivo hipertensão NP 

maleato de 
clorfeniramina 
 

 

anti-histamínico rinites e 
urticárias 

NP 

meclizina 

 

antiemético/  
anti-histamínico/  
antagonista H1  

vertigem, 
náusea e vômito  
 

NP 
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meloxicam 

 

AINE anti-inflamatória, 
analgésico e 
antipirético 

NP 

memantina 

 

antiparkinsonian
o  
 

Parkinson  
 

NP 

metronidazol 

 

antiparasitário  
 

infecções 
causadas  
por protozoários  

Imperiale et 
al. 2017.,  
Iacobino, 
2017 
Lin, 2012 
Wayne, 
1994 
 

miltefosina 

 

antineoplásico, 
anti-protozoário, 
antifúngico, anti-
inflamatório 

Leishmaniose e 
amebíase 

NP 

nicardipina 

 

vasodilatador hipertensão NP 

nevirapina 

 

antiviral HIV NP 

nimezulida 

 

AINE anti-inflamatório NP 

nimodipino 

 

vasodilatador hipertensão NP 

nitrendipino 

 

vasodilatador hipertensão NP 
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oxibutinina 

 

antiespasmódico  
 

relaxante do 
trato urinário  
 

NP 

pantoprazol 

 

anti-ulceroso  
 

úlcera gástrica  
 

NP 

paracetamol 

 

AINE analgésico NP 

pentamidina 

 

antiparasitário 
antimicrobiano 
antifúngico 

Infecções 
causadas por 
parasitas, 
bactérias e 
fungos. 

Garcia-
Garcia 
2005 
Kanvatirth 
et al, 2019. 

piroxicam 

 

AINE analgésico NP 

praziquantel 

 

antiparasitário  
 

anti-helmíntico  
 

NP 

prednisona 

 

AIE anti-inflamatório  
 

NP 

primidona 

 

anticonvulsivante epilepsia NP 
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procainamide 

 

antiarrítmico  arritmias NP 

propranolol 

 

antiarrítmico 
 

arritmias  NP 

quinidina 

 

antiarrítmico arritmias NP 

quinino 

 

antiprotozoário malária  NP 

raloxifeno 

 

antiestrogênio  
 

prevenção de 
osteoporose  
 

NP 

risperidona 

 

antipsicótico  
 

esquizofrenia  
 

NP 

ritonavir 

 

antiviral HIV NP 

saquinavir 

 

antiviral HIV NP 
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secnidazol 

 

antiparasitário  
 

infecções 
causadas  
por protozoários  

NP 

sertralina 

 

antidepressivo  
 

depressão e 
TOC  
 

Shump et 
al, 2017 

teofilina 

 

bronco dilatador  
 

antiasmático  
 

Mangasuli 
et al., 2018 

tinidazol 

 

antiparasitário infecções 
causadas  
por protozoários  

NP 

triclopidina 

 

antiparasitário  
 

acidente 
vascular 
cerebral  
 

NP 

triclosan 

 

antimicrobiano 
antifúngico 

antimicrobiano 
antifúngico 

Vosátka, 
Krátký e 
Vinšová, 
2018. 

verapamil 
 

 

antiarrítmico arritmias Demitto et 
al., 2015 

zidovudina 
 

 

antiviral HIV Senthilkum
ar et al., 
2009 

NP: não publicado, AINE: anti-inflamatório não esteroidal, AIE: anti-

inflamatório esteroidal. Fonte: PubChem Compound 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.2. Reagentes e compostos sintéticos  

 

O meio Middlebrook 7H9 e o suplemento de OADC (Ácido Oléico, 

Albumina, Dextrose e Catalase) foram adquiridos da Becton Dickinson (San 

Jose, CA, EUA). Alamar Blue® (resazurina), meio 199 (M-199), SDS 

(Sodium dodecyl sulfate), Triton X-100, Sytox Green e Meio HBSS (Hank’s 

Balanced Solution) foram adquiridos da Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, EUA). 

Dimetilsulfóxido (DMSO) foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha). O 

brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium (MTT) foi obtido 

da Invitrogen (Carlsbad, Califórnia, EUA) Soro Fetal Bovino foi adquirido da 

GIBCO. Os fármacos utilizados no estudo foram obtidos de forma comercial, 

da Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e foram cedidos pelo Professor Dr. 

André Gustavo Tempone do Centro de Parasitogia e Micologia (Laboratório 

de Novos Fármacos - Doenças Negligenciadas) do Instituto Adolfo Lutz. 

 

3.3. Isolados clínicos 

 

            Em uma primeira fase do projeto, todos os fármacos descritos na 

tabela 5 foram testados com a cepa H37Rv (ATCC 27294- American Type 

Culture Collection) nas concentrações de 50 µM e 10 µM. 

           Os fármacos que foram capazes de inibir o crescimento da cepa 

H37Rv nas duas concentrações da triagem foram avaliados em 

concentrações menores de 10 – 0,07 µM. Estes fármacos foram submetidos 

à avaliação de eficácia com 23 isolados do complexo M. tuberculosis, dos 

quais cinco sensíveis aos fármacos de primeira e segunda linha do 

tratamento da TB, cinco isolados monorresistentes à isoniazida, cinco 

monorresistentes à rifampicina, quatro multidroga resistentes e quatro 

isolados extensivamente resistentes. Estes isolados foram incluídos no 

estudo com o critério de uma prévia caracterização fenotípica (BACTEC 

MGIT 960) e molecular (Genotype MTBDRplus 2.0 e Genotype MTB 

MTBDRsl 2.0) para os fármacos de primeira e segunda linha. Como controle 

dos ensaios a cepa H37Rv (ATCC 27294) foi incluída em todas as etapas do 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOV0Si3KLSxJTSnawMgIA1QfSVlIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjgs6Lnif3sAhWpIbkGHeZMAqwQmxMoATAUegQIDRAD
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOZwTi3KKkxJTdrAyAgCbbk6WUQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjt08upsIntAhW3GrkGHe7fBkQQmxMoATAXegQIBhAD
http://www.ial.sp.gov.br/ial/centros-tecnicos/centro-de-parasitologia-e-micologia/nucleoslaboratorios/laboratorio-de-novos-farmacos-doencas-negligenciadas
http://www.ial.sp.gov.br/ial/centros-tecnicos/centro-de-parasitologia-e-micologia/nucleoslaboratorios/laboratorio-de-novos-farmacos-doencas-negligenciadas
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estudo. Estes isolados estavam congelados a -70ºC e estocadas no Núcleo 

de Tuberculose e Micobacterioses. 

 

3.4. Definição de resistência 

 

Os isolados foram previamente caracterizados quanto à identificação 

do Complexo M. tuberculosis e a resistência aos fármacos antituberculose 

na rotina do Núcleo de Tuberculose e Micobacteriose do Instituto Adolfo 

Lutz. Isolados resistentes são aqueles que cresceram nas seguintes 

concentrações dos fármacos por meio do método “in vitro” automatizado 

BACTEC MGIT 960: isoniazida 0,1 µg/mL; rifampicina 1,0 µg/mL; 

capreomicina 2,5 µg/mL; amicacina 1,0 µg/mL; canamicina 2,5 µg/mL e 

levofloxacino 2,0 µg/mL. No método molecular Genotype MTBDRplus v 2.0, 

os isolados que apresentaram mutações nos genes inhA e/ou katG são 

resistentes à isoniazida e os que apresentam mutações no gene rpoB são 

resistentes a rifampicina. No Genotype MTBDRsl v2.0 os isolados que 

apresentaram mutações no gene rrs são resistentes aos aminoglicosídeos 

(capreomicina, amicacina e canamicina), mutação no gene eis apresentam 

baixa resistência a canamicina e mutação nos genes gyrA e/ou gyrB são 

resistentes as fluoroquinolonas (levofloxacino). 

 

3.5. Cultivo dos isolados 

 

Os isolados foram reativados em meio de cultura Middlebrook 7H9 

suplementado com OADC e incubados em estufa a 37°C. Para a realização 

dos testes o tempo de incubação dos isolados foi de 4 a 6 semanas. 

 

3.6 Triagem dos fármacos 

 

Os 89 fármacos foram submetidos a uma triagem utilizando duas 

concentrações: 50 µM e 10 µM, concentrações estas que estão dentro do 

intervalo das concentrações críticas dos fármacos utilizados para o 

tratamento da TB, como a isoniazida 0,1 µg/mL (0,7 µM), rifampicina 1,0 
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µg/mL (1,2 µM), etambutol 5,0 µg/mL (24 µM), amicacina 1.0µg/mL (1,7 µM), 

levofloxacino 1.0µg/mL (2,7 µM) e moxifloxacino 1.0µg/mL (2,3 µM) (WHO 

2018; WHO, 2021b). 

            Os fármacos foram dissolvidos em DMSO em uma concentração de 

30 mM (solução estoque) e armazenados a -20ºC. A partir da solução 

estoque foram realizadas duas diluições de 1:20 e de 1:100 em meio 

Middlebrook 7H9 suplementado com OADC. Estas diluições foram 

consideradas como soluções de uso. 

Para a determinação da atividade dos fármacos foram utilizadas 

placas de 96 poços com fundo chato e tampa para baixa evaporação. 

Em toda a borda da placa foi adicionado 200 µL de água destilada 

estéril para evitar evaporação do meio de cultura durante a incubação do 

ensaio. Para a triagem foi adicionado 100 µL de meio de Middlebrook 7H9 

acrescido de OADC e os fármacos nas concentrações de 50 µM e 10 µM. 

Os orifícios apenas com meio de Middlebrook 7H9 acrescido de 

OADC e o inóculo foi utilizado como controle positivo de crescimento 

microbiano e como controle negativo foi utilizado o meio de Middlebrook 7H9 

acrescido de OADC sem o inóculo. O ensaio foi realizado em duplicata. 

(Palamino et al. ,2002; Gallo et al. 2017). 

           Para o preparo das suspensões bacterianas para a inoculação, foram 

aspirados 2 mL do precipitado bacteriano e transferido para um frasco 

contendo pérolas de vidro. Com auxílio de um swab a cultura foi agitada 

vigorosamente até dissolução do precipitado. Após 10 minutos de repouso 

foi coletado 2 mL do sobrenadante e transferido para outro tubo para igualar 

a turbidez com a escala número 1 de MacFarland, adicionando-se água 

destilada estéril. A partir desta turbidez foi realizada uma diluição 1/20 (3 mL 

+ 57 mL de 7H9-OADC) e foram inoculados 100 μL desta suspensão em 

cada poço com fármaco. Para controle de pureza do inóculo, uma gota do 

mesmo foi semeada numa placa de Petri com meio BHI (Brain Heart 

Infusion) e incubada em estufa a 37°C por 7 dias. 

As placas foram incubadas a 37ºC pelo período de 10 dias. Após este 

período foi realizada a revelação dos testes, inoculando-se em cada poço 
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30μL da solução de resazurina a 0,01%, preparada com água destilada 

estéril.  As placas foram novamente incubadas a 37°C e duas leituras foram 

realizadas, a primeira com 24h e a segunda com 48h. O resultado foi 

determinado pela observação visual da mudança de coloração da resazurina 

de azul para rosa, comparando com os controles positivos e negativos. 

 

 

 

H2O; CN- controle negativo; C+- Controle positivo. 

 

3.7. Avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM90) 

 

A determinação da CIM90 foi avaliada pela técnica de microdiluição 

em caldo Middlebrook 7H9 acrescido de OADC. As concentrações testadas 

foram de 10 – 0,07 µM, utilizando 23 isolados do complexo M. tuberculosis 

citados no item 3.3. 

A preparação do inóculo, a inoculação, incubação e leitura da 

resazurina foram realizadas como descrito no item 3.6 Triagem dos 

fármacos (Palamino et al. ,2002; Gallo et al. 2017). 

 

3.8. Cultura de Células 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 
            

B  Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco C+ 
 

C  Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco C+  

D  Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco C+  

E  Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco CN  

F 
 

Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco CN 
 

G 
 

Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco Fármaco CN  

H             

Figura 2 - Modelo da placa de triagem dos fármacos. 

 

A 
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        Fibroblastos de camundongos NCTC (National Collection of Type 

Cultures - L929 ATCC), American Type Culture Collection (ATCC CCL1) 

foram fornecidos pela Seção de Cultura Celulares do Instituto Adolfo Lutz, SP 

e armazenadas em nitrogênio líquido ou freezer à -70°C. Posteriormente as 

células foram cultivadas em frascos de cultivo celular de 75 cm em meio M-

199, suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidos à temperatura 

de 37°C em estufa a 5% de CO2 (Ferreira et al., 2018). 

 

3.9  Ensaio de Citotoxicidade.  

 

          A citotoxicidade foi avaliada para os fármacos ativos nas 

concentrações de 10 µM e 50 µM contra o complexo M. tuberculosis.  

          Foram utilizadas células de mamíferos NCTC clone 929, cultivadas 

conforme descrito anteriormente e aplicadas na concentração de 6x104/poço 

em placas de 96 poços, contendo os diferentes compostos diluídos 

serialmente em meio M-199 e 10% de soro fetal bovino. As concentrações 

testadas foram de 200 – 1,562 µM. As células foram mantidas incubadas 

durante 48 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2 e em seguida, 

adicionou-se 20 μL de MTT e a placa foi incubada novamente por quatro 

horas. Foi adicionado 80 μL de solução SDS. Como controle (100% de 

células vivas) utilizou-se células não tratadas. Os ensaios foram realizados 

em duplicatas (Ferreira et al. 2018; Mesquita et al. 2020; Pinto e Tempone, 

2018; Tada et al, 1986). Ao final do ensaio, a leitura foi realizada por 

absorbância em espectrofluorímetro de placas (Filter Max F5 Multi-Mode 

Microplate Reader) a 570 nm (Pinto e Tempone, 2018).      

        Com o objetivo de se determinar a seletividade dos compostos com 

comprovada atividade antituberculose em células de mamíferos, foi 

determinado o Índice de Seletividade dos mesmos, através da seguinte 

expressão de acordo com Pinto e Tempone (2018). 

 

I.S.= Toxicidade (CC90 em células de mamíferos) / CIM90 do complexo 

Mycobacterium tuberculosis  
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3.10  Avaliação da Permeabilidade de Membrana com Sytox Green  

   

           A cepa de M. tuberculosis ATCC 27294 H37Rv e um isolado MR do 

complexo M. tuberculosis foram utilizadas neste ensaio. Em uma placa 96 

poços, preta e com tampa para leitura de fluorescência foi adicionado o meio 

HBSS, Sytox Green e 100 µL do inóculo do CMT. Como controle máximo de 

fluorescência foi adicionado Triton X-100 a 0.1% e como controle negativo 

foi utilizado o meio HBSS com o inóculo bacteriano. Para controle de pureza 

do inóculo, uma gota do mesmo foi semeada numa placa de Petri com meio 

BHI (Brain Heart Infusion) e incubada em estufa a 37°C por 7 dias. A 

amiodarona foi utilizada em diferentes concentrações: para a cepa H37Rv 

(ATCC 27294), as concentrações da amiodarona foram de 20 e 40 µM e 

para um isolado do complexo Mycobacterium tuberculosis MR, as 

concentrações da amiodarona foram de 10 e 20 µM.  A cepa ATCC 27294 

foi selecionada para estar em todas as etapas do estudo e o isolado MR foi 

selecionado dentre os isolados MRs em que a amiodarona foi ativa. Essas 

concentrações correspondem a CIM90 e a concentração 2X o CIM90. 

           Para o preparo da suspensão bacteriana para inoculação, foi aspirado 

1 mL do precipitado bacteriano e em um microtubo de centrifugação 

rosqueável com tampa e anel de vedação de 2 ml foi centrifugado por 15 

minutos a 10.000 rpm. Após a centrifugação foi retirado o sobrenadante e 

adicionado 1 mL de água destilada estéril. O conteúdo foi aspirado e 

transferido para outro tubo para ajustar a escala 1 de McFarland. A partir 

desta turbidez, foi realizada uma diluição de 1:20 (50 µL do inóculo e 950 µL 

do meio HBSS).  Foram inoculados 100 µL desta suspensão em cada poço. 

A placa foi incubada em estufa a 37° C por 15 minutos. 

          A intensidade da fluorescência foi determinada utilizando o leitor de 

placa fluorimétrico (FilterMax™ F5 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular 

Devices, USA) com excitação e emissão de 485 e 520 nm respetivamente. 

Foram realizadas duas leituras, a primeira antes da adição de Triton X-100 e 

amiodarona. A segunda leitura foi feita a cada 20 minutos, por um período 



62 
 

de 240 minutos após a adição do Triton X-100 e amiodarona (Mesquita et 

al., 2014; Hendon-Duun et al., 2016) 

 

3.11 Análise Estatística 

 
 
          A determinação dos valores de CC50 e CC90 foi realizada por meio de 

curvas sigmoidais dose-resposta. A significância estatística das amostras do 

ensaio de permeabilidade membrana foi avaliada através dos valores de p 

pelo método One-way ANOVA, aplicando o teste Tukey’s Multiple 

Comparion. Todas as análises foram realizadas utilizando o software Graph 

Pad Prism 5.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

4.0 Resultados 
 
4.1   Triagem da biblioteca de fármacos 

 

         A etapa de triagem da biblioteca de fármacos foi realizada em duas 

concentrações, 50 µM e 10 µM com a cepa de Mycobacterium tuberculosis 

ATCC H37Rv 27264, uma cepa sensível aos fármacos utilizados no 

tratamento da TB. 

        E os resultados demonstraram que dentre os 89 fármacos testados, 

20,22% (18 fármacos) apresentaram atividade contra cepa do Complexo 

Mycobacterium tuberculosis a 50 µM. Os fármacos ativos foram: 

amiodarona, bepridil, bifonazol, buparvaquona, carvedilol, clorproguanil, 

clotrimazol, diidroergocristina, domperidona, econazol, fendilina, flunarizina, 

ivermectina, meclizina, pentamidina, saquinavir, sertralina e triclosan.  

       Na triagem dos fármacos a 10 µM, 4,49% (quatro fármacos) 

apresentaram atividade contra cepa do Complexo Mycobacterium 

tuberculosis. Os fármacos ativos foram: amiodarona, flunarizina, ivermectina 

e pentamidina.  

        Para os fármacos que foram ativos nas duas concentrações testadas 

na triagem, 50 µM e 10 µM foi determinada a Concentração Inibitória Mínima 

90%. 

          

4.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima 90% dos fármacos 
ativos na etapa da triagem 

  

       Os fármacos com atividade a 10 µM contra isolados do Complexo 

Mycobacterium tuberculosis foram: amiodarona, flunarizina, ivermectina e 

pentamidina. Os detalhamentos dos valores de CIM90 observados estão 

demonstrados na tabela 6. 
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Tabela 6-Concentração inibitória mínima dos fármacos pelo método da 
resazurina. 
 
Isolado Fenotípico Amiodarona Flunarizina Pentamidina Ivermectina 

  µM µM µM µM 

1 Sensível >10  >10  10  >10  

2 Sensível >10  >10  >10  >10  

3 Sensível 10  >10  10  >10  

4 Sensível 10  >10  10  1,25  

5 Sensível >10  >10  10  >10  

6 Mono Rif >10  >10  10  10  

7 Mono Rif >10  >10  10  10  

8 Mono Rif 10  >10  1,25  1,25  

9 Mono Rif >10  >10  10  2,5  

10 Mono Rif 10  10  10  10  

11 Mono INH >10  >10  10  1,25  

12 Mono INH >10  >10  10  10  

13 Mono INH >10  >10  10  2,5  

14 Mono INH 10  10  10  0,62  

15 Mono INH >10  >10  10  1,25  

16 XDR >10  >10  10  5  

17 XDR >10  >10  10 1,25  

18 XDR >10  >10  2,5  0,15  

19 XDR >10  >10  10  10  

20 MDR >10  >10  10  2,5  

21 MDR >10  >10  2,5  2,5  

22 MDR 5  >10  10  2,5  

23 MDR 10  >10  10  >10  

H37 Sensível >10  >10  >10  1,25  

Mono Rif: Monorresistência à Rifampicina; Mono INH: Monorresistência a Isoniazida; XDR: 

Extensivamente resistente; MR: Multirresistência.            
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             Os fármacos que apresentaram maior atividade contra os isolados 

do complexo Mycobacterium tuberculosis foram a pentamidina, ivermectina e 

amiodarona, apresentando valores de CIM90 no intervalo entre 0,62 a 10 µM. 

 

4.3   Avaliação da Citotoxicidade em células de mamífero 

 

 A citotoxicidade dos fármacos que apresentaram maior atividade 

antituberculose foi avaliada entre 200 e 1,562 µM em fibroblastos de 

camundongo (células NCTC, ATCC®) por um período de 48 horas. Os 

fármacos amiodarona, flunarizina, pentamidina e ivermectina, apresentaram 

valores de Concentração Citotóxica 50% (CC50) entre 12 a 99 µM e 

Concentração Citotóxica 90% (CC90) entre 11 a 144 µM (Tabela 7).  

 

Tabela 7- Resultado da concentração citotóxica 50% e concentração 
citotóxica 90% dos fármacos ativos contra isolados do complexo M. 
tuberculosis. 
 

Fármacos CC50 (µM) CC90 (µM) 

amiodarona 31,42 ± 2,1 42,15 ± 8,97 

flunarizina 84,13 ± 3,8 >200 ± 0,0 

pentamidina 99,8 ± 5,7 144,0 ± 0,0 

ivermectina 12,1 ± 3,0 11,77 ± 0,5 

CC50- Concentração citotóxica 50%, CC90 – Concentração citotóxica 90%. 

            

             Para a avaliação da citotoxicidade foi determinado o Índice de 

Seletividade dos fármacos. O fármaco com maior índice de seletividade foi a 

pentamidina (14,40- 115,2), ivermectina (1,17 – 78,47), flunarizina (>20) e 

amiodarona (4,21 – 8,43). Os índices de seletividade estão descritos na 

tabela 8. 
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Tabela 8- Índice de seletividade dos fármacos que foram ativos contra 
isolados complexo M. tuberculosis. 
 
Isolado Fenotípico amiodarona flunarizina pentamidina ivermectina 

1 Sensível - - 14,40 - 

2 Sensível - - - - 

3 Sensível 4,21 - 14,4 - 

4 Sensível 4,21 - 14,40 9,42 

5 Sensível - - 14,40 - 

6 Mono Rif - - 14,40 1,17 

7 Mono Rif - - 14,40 1,17 

8 Mono Rif 4,21 - 115,2 9,42 

9 Mono Rif - - 14,40 4,7 

10 Mono Rif 4,21 >20 14,40 1,17 

11 Mono INH - - 14,40 9,42 

12 Mono INH - - 14,40 1,17 

13 Mono INH - - 14,40 4,7 

14 Mono INH 4,21 >20 14,40 19,0 

15 Mono INH - - 14,40 9,42 

16 XDR - - 14,40 2,35 

17 XDR - - 14,40 9,42 

18 XDR - - 57,60 78,47 

19 XDR - - 14,40 1,17 

20 MR - - 14,40 4,7 

21 MR -  57,60 4,7 

22 MR 8,43 - 14,40 4,7 

23 MR 4,21 - 14,40 - 

H37Rv Sensível - - - 9,42 

INH: isoniazida; Rif: rifampicina; Mono INH: monorresistente à isoniazida; Mono Rif: 

Monorresistente à rifampicina; XDR: Extensivamente resistente; MR: Multirresistência; - 

isolados com CIM90 maior que a concentração máxima testada não foi possível calcular o 

índice de Seletividade. 
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4.4  Estudo da permeabilidade de membrana 

 

          Utilizando a cepa H37Rv (ATCC 27294) e um isolado MR, a 

amiodarona foi incubada por 240 minutos com a sonda fluorescente Sytox 

Green® para avaliar a permeabilidade da membrana. Após 240 minutos de 

incubação pôde-se verificar que o fármaco não induziu alterações 

significativas quando comparadas com o controle negativo, uma vez que o 

valor de P observado foi > 0.05 (Figuras 3 e 4). 

 

 

Figura 3- Avaliação por espectrofluorimetria da permeabilidade da membrana do 
Complexo M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) tratado com amiodarona no CIM90 
(20 µM) e 2X o CIM90 (40 µM) utilizando o fluoróforo Sytox Green® (excitação 485 
nm e emissão 520 nm).  
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Figura 4- Avaliação por espectrofluorimetria da permeabilidade da 
membrana plasmática do complexo M. tuberculosis MR tratado com o 
amiodarona no CIM90 (10 µM) e 2X CIM90 (20 µM) utilizando o fluoróforo 
Sytox Green® (excitação 485 nm e emissão 520 nm).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 
 

5.0 Discussão 
 

 A tuberculose é uma doença tratável e curável, porém, atualmente 

existe um número limitado de fármacos disponíveis para o tratamento e, 

além disso, é necessária uma associação de fármacos para que o 

tratamento seja eficaz. Outro fator muito preocupante é o aumento da 

resistência bacteriana a estes fármacos. Por estes motivos, a estratégia de 

reposicionamento de fármacos é uma opção muito viável para disponibilizar 

novas opções para o tratamento da tuberculose, diminuindo o tempo e 

custos de pesquisas que visam disponibilizar no mercado fármacos contra 

isolados do complexo Mycobacterium tuberculosis.  

Dentre os 89 fármacos testados neste estudo, a amiodarona foi um 

dos quatro que apresentou atividade contra isolados do complexo M. 

tuberculosis in vitro e este é o primeiro relato na literatura da atividade deste 

fármaco contra este microrganismo.  

         A efetividade da amiodarona contra isolados do complexo M. 

tuberculosis foi observada em concentrações de CIM90 de 5-10 µM (3,2 - 6,4 

µg/mL). Estas concentrações são menores quando comparadas a 

concentração plasmática deste fármaco, que é 0,4 a 11,99 µg/mL se 

administrado em dose padronizada (Latini et al., 1984). Um fármaco que 

apresente atividade em concentrações menores do que a alcançada em 

níveis plasmáticos permite que a sua administração seja realizada em doses 

menores ou iguais as já padronizadas, com efeitos colaterais e reações 

diversas já conhecidas. 

Acerca da citotoxicidade, foi observado que a amiodarona apresenta 

uma CC50 na concentração de 31,42 µM, o que corrobora os resultados do 

estudo de Pinto e Tempone (2018) que observaram CC50 de 30,9 µM em 

células NCTC 929. Nossos resultados indicam que a amiodarona é menos 

seletiva contra o complexo M. tuberculosis quando comparado a Leishmania 

infantum (Pinto e Tempone, 2018), porém os dados se mostraram 

promissores também em M. tuberculosis. 

         Ainda em relação à citotoxicidade da amiodarona, foi observado que a 

(CC50) de 31,42 µM é maior do que a relatada para isoniazida, 466 µM 
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(64µg/mL) e rifampicina 155 µM (128 µg/mL), ambos resultados em células 

de hamster chinês e etambutol 861,4 µM (176 µg/mL) em células Raw 264.7 

(Ding, Hou e Liu, 2019; Oliveira, 2017; Zitko et al, 2013). Apesar de 

apresentar uma citotoxidade maior do que a observada para os fármacos de 

primeira linha, os tipos de células utilizados nos estudos citados acima 

diferem em relação ao presente estudo, onde foi utilizada a célula NCTC 

929.  

        No que diz respeito a seletividade da amiodarona, neste estudo foi 

observado um índice de 8,43 a 4,21. Este valor é menor do que o observado 

para isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol, 256, 1.024, 775 e 

88.3, respectivamente (Ding, Hou e Liu, 2019; Oliveira, 2017; Zitko et al., 

2013). Diante disso, pode-se observar que este fármaco é menos seletivo 

contra isolados do complexo M. tuberculosis quando comparado aos 

fármacos de primeira linha utilizados no tratamento da tuberculose, porém os 

tipos de células utilizadas nestes estudos diferem da utilizada no presente 

estudo.      

          A amiodarona é um fármaco antiarrítmico de classe III e a sua 

administração pode ser feita por via intravenosa ou oral (Drug Bank, 2021). 

A dose utilizada para o tratamento de arritmias é de 800-1200/mg/dia (dose 

de ataque) no período de uma a duas semanas e 200 a 400 mg/dia como 

dose de manutenção (Ancoron, 2015).           O fármaco se acumula nos 

tecidos, e sua eliminação é lenta e seu metabólito pode ser detectado no 

plasma e nos tecidos por semanas ou meses após a interrupção do uso 

(Roden, 1993). A concentração plasmática deste fármaco pode variar entre 

0.4 a 11.99 µg/mL e se mantém em 1.0 a 2.5 µg/mL em paciente com 

arritmias e o tempo para alcançar o pico plasmático é de 3-7 horas. A meia 

vida plasmática após a administração de uma única dose é de 3.2 – 79.7 

horas e após a interrupção do tratamento a meia vida plasmática é de até 

100 dias (Latini et al., 1984; Roden, 1993). 

Ante ao exposto, a amiodarona apresentou uma atividade 

antituberculose em concentrações menores do que a observada em níveis 

plasmáticos, pode ser administrada por via oral e possui uma meia vida 
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plasmática longa, tornando-a um fármaco promissor para reposicionamento. 

Outros estudos devem ser realizados para comprovar a eficácia e segurança 

deste fármaco para o seu uso no tratamento da tuberculose.  

Nosso estudo também revelou a atividade antituberculose da 

flunarizina, sendo este dado o primeiro relato na literatura. A flunarizina foi 

ativa contra isolados do complexo M. tuberculosis na concentração de 10 

µM. Esta concentração é maior do que a alcançada em nível plasmático de 

39 – 115 ng/mL quando administrado em dose padrão (Holmes et al., 1984) 

e, portanto, seria necessário aumentar a dose utilizada da flunarizina para 

alcançar uma concentração plasmática capaz de matar isolados do 

complexo M. tuberculosis, porém, neste caso, a toxicidade do fármaco 

também poderia ser aumentada. 

 De acordo com o nosso estudo, a citotoxicidade observada para 

flunarizina foi um CC50 na concentração de 84,13 µM e este resultado 

corrobora com os achados no estudo de Pinto (2016). O autor observou um 

CC50 de 77,1 µM em células NCTC 929 (Pinto, 2016).  

 Ainda acerca da citotoxicidade da flunarizina, este fármaco 

apresentou uma citotoxicidade menor do que a observada para a 

pirazinamida, cuja CC50 é de 79 µM (Zitko et al., 2013). Uma citotoxicidade 

menor do que a observada para os fármacos de primeira linha é uma 

característica almejada para um fármaco com potencial de 

reposicionamento, uma vez que este fármaco poderá ser administrado 

possivelmente com menos efeitos colaterais, aumentando a adesão do 

paciente ao tratamento.  

 Em relação ao índice de seletividade da flunarizina, foi observado 

um valor maior do que 20. Ante ao exposto, constata-se que a flunarizina 

apresenta uma seletividade menor contra isolados do complexo M. 

tuberculosis quando comparado aos fármacos de primeira linha. Entretanto 

de acordo com Garcia et al. 2012 e Lenta et al., 2007 um índice de 

seletividade maior do que 10 é mais adequado para reposicionamento de um 

fármaco. No presente estudo, o valor apresentado para flunarizina foi maior 

do que 20, portanto este apresenta um bom índice de seletividade e 
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podemos considerar que este fármaco é promissor para futuros estudos de 

associação terapêutica. 

        A flunarizina é um fármaco de administração por via oral e atinge um 

nível plasmático de 39 – 115 ng/mL. O pico plasmático ocorre entre 2-4 

horas após administração do fármaco com uma dose de 10 mg/dia em 

adultos e a meia vida plasmática de 18 dias. (Holmes et al., 1984). O 

fármaco possui interação com a rifampicina e amiodarona, que diminui sua 

concentração sérica e que pode tornar o ritmo sinusial mais lento 

respectivamente (Vitapan, 2015). Apesar de apresentar uma interação com a 

rifampicina, caso reposicionada, a flunarizina seria utilizada para o 

tratamento de casos de tuberculose multirresistentes e extensivamente 

resistentes, portanto, este fármaco não seria administrado juntamente com a 

rifampicina e esta interação não afetaria sua eficácia contra o complexo M. 

tuberculosis. 

            Diante ao exposto, a flunarizina apresentou atividade contra o 

complexo M. tuberculosis na concentração de 10 µM, uma citotoxicidade 

menor do que a observada para a pirazinamida, um índice de seletividade 

maior do que 20. Estas características são interessantes e poderiam ser 

consideradas para futuros estudos de reposicionamento deste fármaco para 

o tratamento da tuberculose, assim como para estudos de associação 

terapêutica. 

 A pentamidina também apresentou atividade contra isolados do 

complexo M. tuberculosis in vitro com CIM90 nas concentrações de  1,25 – 10 

µM (0,851 -3,404 µg/mL). Esta atividade já foi observada no estudo de 

Kanvatirth et al. (2019), que testou este fármaco com a cepa H37Rv 

utilizando o ensaio com resazurina (Alamar Blue), cujo o resultado de CIM90 

foi de 10,51 µM (3,57 µg/mL). Garcia-Garcia et al. (2005) estudaram 32 

isolados de M. tuberculosis, sendo que quatro destes eram resistentes a 

pelo menos um fármaco de primeira linha (um resistente a estreptomicina, 

dois resistentes a isoniazida e um multidroga resistente) utilizando o método 

da resazurina. Os valores de CIM90 encontrados foram de 1-47 µM (0,3404 – 

16 µg/mL). Ambos os estudos corroboram os resultados encontrados no 
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presente trabalho, demonstrando a atividade deste fármaco contra isolados 

do complexo M. tuberculosis tanto em isolados sensíveis quanto nos 

resistentes. 

  Acerca da citotoxicidade, neste estudo foi observado que o CC50 da 

pentamidina foi de 99,8 (33,97 µg/mL) e no estudo de Bernuci et al. (2016) 

foi de 5,03 µg/mL (14,8 µM). Esta diferença nos resultados dos dois estudos 

se deve possivelmente aos diferentes tipos de células de mamíferos 

utilizadas nos experimentos. 

 Ainda no que se refere a citotoxicidade da pentamidina, a 

concentração de CC50 observada neste presente estudo foi maior do que a 

observada para a pirazinamida, 79 µM (Zitko et al. 2013). A pentamidina 

apresentou menor citotoxicidade quando comparada a pirazinamida e esta é 

uma característica desejada para um fármaco com potencial de 

reposicionamento, porém é conhecidamente um fármaco com bastante 

efeitos adversos. Futuros estudos de associação terapêutica poderão avaliar 

o potencial deste fármaco contra  M. tuberculosis.  

 O índice de seletividade deste fármaco foi de 14,40 – 115,2, um 

valor maior do que o observado para o etambutol, 88,3 (Oliveira, 2017). Este 

índice de seletividade maior demonstra que a pentamidina é mais seletiva 

contra isolados do complexo M. tuberculosis quando comparada com o 

etambutol, um dado bastante promissor para futuros estudos.  

           A pentamidina é um fármaco anti-protozoário utilizado para 

pneumonia causada por Pneumocystis jirovecii, leishmaniose e 

tripanossomíase africana. A sua atividade anti-protozoária foi descoberta em 

1938 (Pearson et al. 1985). A dose utilizada na clínica é de 3 a 4 mg/kg/dia, 

sendo que a concentração plasmática deste fármaco na dose padronizada é 

de 0.3-1.4 µg/mL. O fármaco parece ser metabolizado no fígado e tem níveis 

detectáveis até oito semanas após a interrupção do tratamento (Sands et al., 

1985).  

          Quanto às formas de administração da pentamidina, pode ser 

realizada por via intravenosa, intramuscular e aerossol e quando 

administrada por meio de aerossol, a pentamidina é encontrada quase que 
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exclusivamente nos pulmões, sendo pouco distribuída extrapulmonar e o 

efeito colateral observado é uma irritação bronquial (Salamone e Cunha, 

1998). As vias intravenosa e intramuscular são seguras e eficazes na 

profilaxia de Pneumocystis jirovecii, quando administradas em adultos e 

crianças. Os efeitos adversos mais observados nestas vias são: dores 

locais, hipoglicemia, hipotensão ou alteração nas concentrações de uréia, 

creatinina, ácido úrico e proteínas, no sangue, soro ou plasma (Salamone e 

Cunha, 1998; Curi et al., 2016; Solodokin et al., 2016, Cheung et al. 1993). 

Ante ao exposto, fica evidenciado que a atividade da pentamidina contra 

isolados do complexo M. tuberculosis, já demonstrada anteriormente na 

literatura, a citotoxicidade menor quando comparada com a pirazinamida e o 

índice de seletividade maior do que o observado para o etambutol são 

características favoráveis para futuros estudos sobre reposicionamento. 

          No presente estudo também foi observada a atividade in vitro da 

ivermectina contra o complexo M. tuberculosis com CIM90 nas concentrações 

de 0,15 – 10 µM (0,1 – 8,7 µg/mL), o que corrobora com o estudo de Lim et 

al. (2013). Os autores utlizaram 27 isolados MR e XDR e os valores de 

CIM90 foram obtidos por meio do ensaio de Alamar Blue. Os valores de 

CIM90 foram de 1-16 µg/mL e apenas cinco isolados apresentaram CIM90 

entre 24 - >128 µg/mL, indicando a atividade antituberculose deste fármaco 

(Lim et al., 2013). Entretanto essas concentrações são menores do que a 

concentração plasmática deste fármaco, que é de 23.1 – 50 ng/mL, variando 

as doses de 6 mg a 18 mg em indivíduos saudáveis (González et al, 2008). 

Para se alcançar o nível plasmático necessário para eliminar o complexo M. 

tuberculosis, a dose administrada deve ser maior do que a já padronizada, 

podendo aumentar a toxicidade do fármaco. 

          Em relação à citotoxicidade, a ivermectina apresentou uma CC50 de 

12,1 µM, corroborando com os resultados do estudo de Kongmanas et al. 

(2020) onde os autores observaram uma CC50 de 11,28 µM em células do 

hepatocarcinoma humano (HepG2). Apesar dos diferentes tipos de células 

utilizados nos dois estudos, os resultados da citotoxicidade do fármaco não 

se diferenciaram. 
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         A citotoxicidade da ivermectina foi maior do que a observada para 

isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida, entretanto os tipos de 

células utilizados nos estudos diferem.  

         Quanto ao índice de seletividade da ivermectina, foram observados 

valores entre 1,17 a 78,47. Estes valores são menores dos que os relatados 

para os fármacos antituberculose de primeira linha, e em vista disso, a 

ivermectina é menos seletiva contra isolados do complexo M. tuberculosis 

quando comparada a isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol. 

Entretanto o índice de seletividade considerado ideal para o 

reposicionamento de um fármaco é maior do que 10 (Garcia et al. 2012 e 

Lenta et al., 2007), portanto, a ivermectina apresenta uma seletividade 

adequada para o reposicionamento para o tratamento da tuberculose. 

         A ivermectina é um fármaco antiparasitário utilizado para o tratamento 

de doenças como estrongiloidíase, oncocercose, filariose linfática, 

ascaridíase, enterobíase, tricuríase e tem sido utilizado em humanos desde 

1987. A sua descoberta foi em 1970 a partir da purificação das avermectinas 

extraídas de uma espécie até então desconhecida de Streptomyces, que 

posteriormente foi denominada de Streptomyces avermitilis (Drug Bank, 

2021; González et al., 2008; Burg et al., 1979).  

         Em relação à dosagem da ivermectina, pode variar de acordo com a 

doença a ser tratada e sua administração é feita por via oral. Para o 

tratamento de estrongiloidíase, filariose, ascaridíase, escabiose e pediculose 

é uma dose única de 3 mg (15 a 25 kg),  6 mg (26-44 kg), 9 mg (45-64 kg), 

12 mg (65-84 kg)  e 2000 µg/kg acima de 80 kg. Para o tratamento de 

oncocercose a dose única é de 3 mg (15 a 24kg), 6 mg (25-35 kg), 9 mg (36-

50 kg), 12 mg (51-65 kg), 15 mg (66-79 kg) e 150 µg/kg acima de 84 kg. O 

intervalo usual entre as doses é de 12 meses, mas de acordo com avaliação 

médica, uma nova dose pode ser administrada após três meses. (Vitamedic, 

2017).   

        A atividade da ivermectina contra o complexo M. tuberculosis foi 

observada nas concentrações de 0,15 – 10 µM. Apesar de a citoxicidade ser 

maior quando comparada aos fármacos de primeira linha, o índice de 
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setividade deste fármaco foi de 1,17 a 78,47 e como discutido anteriormente, 

o índice considerado adequado para o reposicionamento de um fármaco é 

um valor maior do que 10. Portanto, outros estudos como associação de 

fármacos e atividade antituberculose da ivermectina in vivo devem ser 

realizados para comprovar a sua eficácia e segurança. 

        Estudos de mecanismo de ação são extremamente valiosos para se 

conhecer a ação letal de um novo fármaco. A amiodarona foi o único 

fármaco deste estudo que apresentou CIM90 em concentrações menores do 

que a concentração plasmática deste fármaco, por este motivo e com o 

objetivo de determinar o mecanismo de ação da amiodarona, foi avaliada a 

permeabilidade de membrana. Foi observado que o fármaco não alterou a 

permeabilidade da membrana quando comparada com as células do 

complexo M. tuberculosis tratadas com Triton-X 100, concluindo então que a 

alteração de permeabilidade de membrana não é o mecanismo de ação da 

amiodarona contra o complexo M. tuberculosis.  

        As micobactérias possuem uma membrana plasmática formada por 

uma bicamada fosfolipídica e proteínas de membrana. Esta bicamada 

modifica a fluidez da membrana e sua integridade, que é essencial para   as 

células bacterianas, uma vez que atua na permeabilidade de solutos, é 

responsável pela manutenção energética, transportando nutrientes, 

transdução de sinais e turgescência das células. Por esses motivos, a perda 

de integridade da membrana é irreversível, inviabilizando a célula (Sikkema, 

Bont e Poolman, 1995; Strauber e Muller, 2010).  

 O Sytox Green apenas pode ser detectado em células cuja 

membrana celular apresenta alteração da permeabilidade, sendo estas 

características de células em processo de morte (Staruber e Muller, 2010). A 

clofazimina, utilizado como antimicrobiano de segunda linha para o 

tratamento de TB, é um exemplo de fármaco que altera a permeabilidade da 

membrana plasmática das micobactérias, interferindo na cadeia respiratória 

e de transportadores de íons. (Conitec, 2018). 

Além da membrana plasmática, as micobactérias possuem parede 

celular que é diferente das bactérias gram-positivas e gram-negativas, 
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apresentando uma espessa camada de ácidos micólicos, que funciona como 

uma barreira. Esta densa camada lipídica confere a parede celular uma 

baixa permeabilidade a fármacos e os outros solutos e protege a célula de 

danos externos, como por exemplos, os desinfetantes (Ducati et al., 2006; 

Jankute et al., 2015; Nikaido, 1994; Jarlier e Nikaido, 1994). 

 Considerando-se toda a problemática em relação ao tratamento da 

tuberculose e resistência aos fármacos já citada, a amiodarona, flunarizina, 

ivermectina e pentamidina apresentam atividade antituberculose e tem um 

potencial de reposicionamento para o tratamento da tuberculose MDR.  
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6.0 Conclusões 

 
1- Dentre os 89 fármacos testados, 18 apresentaram atividade contra 

isolados do complexo M. tuberculosis ATCC 27294 H37Rv a 50 µM, quatro 

apresentaram atividade a 10 µM (amiodarona, flunarizina, pentamidina e 

ivermectina), sendo os dados em relação à amiodarona e a flunarizina, 

inéditos. 

 

2- O fármaco que apresentou os menores valores de CIM90 foi a ivermectina. 

 

3- A flunarizina e a pentamidina apresentaram a menor citotoxicidade in 

vitro. 

4- A amiodarona foi o composto com menor índice de seletividade em célula 

de mamífero NCTC L929. 

5-A flunarizina e a pentamidina apresentaram os maiores índices de 
seletividade. 

 

6- A amiodarona não alterou a permeabilidade de membrana plasmática, 

exercendo ação letal por outros mecanismos na bactéria.  

 

6.1 Conclusão geral: 

       Os fármacos amiodarona, flunarizina, pentamidina e ivermectina 

apresentam potencial farmacológico in vitro contra isolados do complexo M. 

tuberculosis. Futuros estudos podem realizados para comprovar a eficácia e 

segurança em associações terapêuticas in vitro com outros fármacos já 

utilizados no tratamento da tuberculose. 
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