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Resumo:

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa causada por Mycobacterium
tuberculosis, e tem como esquema de tratamento, o uso de quatro
farmacos, sendo eles isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol.
Apesar da eficacia do tratamento, esses medicamentos podem causar
diversos efeitos colaterais e interacbes medicamentosas. Hidrazonas, que
sdo bases de Schiff, e acilhidrazonas tém sido relatadas como potentes
agentes antimicobacteriano e antibacteriano com potencial promissor ao
tratamento da tuberculose. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar
0 potencial anti-Mycobacterium tuberculosis (Mtb), in vitro, de hidrazonas e
acilhidrazonas em pH neutro e acido. Para a determinacédo da concentracao
inibitéria minima (CIM) das hidrazonas e acilhidrazonas, utilizou-se o
meétodo resazurin microtiter assay plate (REMA), no qual se utliza a
resazurina como indicador da viabilidade celular. Para isso, as substancias
de interesse foram incubadas por sete dias com a cepa padrdo de Mtb
Hs7Rv. ApOs isso, foi adicionada resazurina e a placa foi reincubada por
24 h. A CIM foi o ponto onde ndo houve crescimento visivel da bactéria
testada. Das sete substancias testadas nesse estudo, trés apresentaram
atividade significativa frente a Mtb, com CIM variando de 0,97 a
>250 pg/mL. Apenas as hidrazonas HC-3 e HA-5 ndo foram capazes de
inibir o crescimento bacteriano nas concentracdes testadas. Além disso, 0s
melhores resultados foram encontrados para as substancias ACHC-4 e
ACHCOI-17, tanto em pH neutro quanto no pH acido, sendo consideradas
substancias muito promissoras para o0 tratamento da doenca. Novos
estudos devem ser realizados para o melhor entendimento da atividade
anti-Mtb dessas substéancias.
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Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa de carater cronico,

causada por bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), cuja
descoberta perfaz mais de um século desde sua identificacdo pelo pesquisador
Robert Koch (CHAI et al., 2018). Embora muitas pesquisas tenham sido feitas
a fim de erradicar esta doenca, atualmente esse patégeno continua sendo
um problema para saude publica. Em 2016, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) relatou 10,4 milhdes de novos casos de tuberculose, incluindo
600 mil casos resistentes a rifampicina e 490 mil casos multirresistentes
(WHO, 2017). A TB continua sendo uma das doencas com maior indice de
mortalidade dentre as doencas infectocontagiosas. Cerca de um terco da
populacdo mundial tem contato com o bacilo, que é transmitido através da
fala, espirro ou tosse, sendo disseminada de forma aérea (WHO, 2017).
Diferente de outras bactérias patogénicas que secretam varias toxinas, a TB
causa uma inflamacéo aguda devido a inUmeros danos tissulares, tendendo
a uma cronicidade (CHAI et al., 2018). O tratamento da tuberculose é feito,
atualmente, utilizando-se quatro farmacos: isoniazida (INH), rifampicina
(RIF), pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB). No entanto, apesar da grande
eficacia do tratamento, esses medicamentos podem causar diversos efeitos
adversos e/ou interagbes medicamentosas. Devido as altas taxas de
abandono do tratamento, a recidiva pelos pacientes e ao problema de saude
publica que a doenca apresenta, € necessario buscar novas substancias
para que o tratamento da tuberculose seja mais curto e eficaz.
Hidrazonas tém sido relatadas como potentes agentes antimicobacteriano,
antibacteriano e antifungico (TIAGO et al., 2017). Sendo assim, 0 objetivo
desse estudo foi avaliar o potencial anti-Mycobacterium tuberculosis (Mtb), in
vitro, de hidrazonas e acilhidrazonas em pH neutro e acido.

Materiais e métodos

Preparo das substancias

As hidrazonas (HC-3, HA-5 e H4OHBEN-7) e acilhidrazonas (ACHA-
6, ACHC-4 e ACHCOI) foram sintetizadas e gentilmente cedidas pela Profa.
Dra. Vanessa Guimardes Alves Olher, docente do Instituto Federal do
Parana. Todas as substancias foram diluidas em dimetilsulfoxido e mantidas
em uma concentracao de 10.000 pg/mL. Os farmacos de referéncia (INH e
PZA), utilizados como controle para validacdo do experimento, foram
mantidos em uma solucdo estoque de 400 pg/mL e 12.800 pg/mL,
respectivamente.

Determinacéo da CIM

A CIM das substancias testadas foi realizada pelo método resazurin
microtiter assay plate (REMA), incubando-se as substancias de interesse
com o bacilo em microplacas de 96 pocos, no qual se utiliza a resazurina
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como indicador da viabilidade celular (PALOMINO et al., 2002). A cepa de
Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv foi cultivada em meio middlebrook 7H9
suplementado com acido oleico, dextrose e catalase (OADC), por 15 a 21
dias a 37° C e entdo ajustada em agua destilada estéril utilizando-se a
escala 1 de McFarland. Esse in6culo padronizado e diluido 1:20 foi
adicionado na placa de 96 pocos, na qual foram feitas as diluicbes seriadas
das hidrazonas e acilhidrazonas (250 — 0,97 pg/mL) em meio 7H9-OADC.
Esse ensaio foi incubado por sete dias a 37° C. ApOs esse periodo de
incubacéo, foram adicionados 30 pL de resazurina em cada poco da placa.
Incubou-se novamente o ensaio por 24 h a 37 °C. A CIM foi o ponto onde
ndo houve crescimento visivel da bactéria testada.

Para os teste em pH neutro, a INH foi utilizada como controle. Ja para os
testes em pH acido, a substancia utilizada como controle, foi a PZA e o meio
de cultura 7H9 foi previamente preparado seguindo as mesmas instrucoes, e
seu pH ajustado em 6,0. Os outros procedimentos para pH acido foram
realizados da mesma maneira como descrito anteriormente.

Resultados e Discussao

Nossos estudos demonstraram que dentre as sete substancias
testadas em pH neutro (6,8), trés substancias apresentaram excelente
atividade anti-Mtb. A hidrazona H4OHBEN-7, apresentou CIM equivalente a
31,25 ug/mL  (Tabela 1). As hidrazonas HC-3 e HA-5 tiveram
CIM > 250 pg/mL. Substancias com CIM maior que 250 pg/mL ndo sao bons
candidatos a farmacos anti-TB, visto que seriam necessérias concentracdes
muito altas para inibir o crescimento bacteriano, o que pode acarretar um
aumento da citotoxicidade e efeitos adversos ao paciente.

Tabela 1: Atividade anti-Mycobacterium tuberculosis de hidrazonas e
acilhidrazonas em pH neutro e acido.

CIM CIM
o . pg/mL pg/mL
Abreviacao Nome quimico oH oH
neutro acido
HC-3 (1E,2E)-3-fenilacrilaldeido hidrazona > 250 > 250
HA-5 4-metoxibenzaldeido hidrazona > 250 > 250
H40OHBEN-7 4-hidroxibenzaldeido hidrazona 31,25 31,25
] N-[(1E)-(4-
ACHA-6 metoxifenil)metileno]benzohidrazida 250 125
i N'-[(1E, 2E)-3-fenilprop-2-en-1-
ACHC-4 ilideno]benzohidrazida 15,6 3.9
ACH4OHB-8 N“[(1E)-(4- 125 625

hidroxifenil)metileno]benzohidrazida
N'-[(1E, 2E)-3-(4-hidroxi-3-
ACHCOI-17 metoxifenil)prop-2-en-1- 0,97 0,97
ilidenolisonicotinohidrazida

CIM: Concentragao inibitéria minima
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As CIMs para as acilhidrazonas ACHC-4, ACHA-6, ACH40HB-8 e ACHCOI-
17 testadas foram: 15,6 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL e 0,97 pg/mL,
respectivamente. Em pH &cido (6,0), as CIMs para as substancias HC-3 e
HA-5, H4OHBEN-7, ACHCOI-17 nédo tiveram nenhuma alteracdo com a
mudanca de pH. Ja as substancias ACHA-6 e ACH40OHB-8 variaram
somente uma diluicdo de CIM. Por outro lado, a acilhidrazona ACHC-4 teve
a maior alteracdo de CIM com a alteragéo de pH, variando de 15,6 pg/mL
para 3,9 pg/mL.

Conclusodes

Das sete substancias testadas nesse estudo, trés apresentaram atividade
significativa frente a Mtb, sendo os melhores resultados encontrados para as
substancias ACHC-4 e ACHCOI-17, tanto em pH neutro quanto no pH acido,
sendo consideradas substancias muito promissoras para o tratamento da
doenca. Novos estudos devem ser realizados para o melhor entendimento
da atividade anti-Mtb dessas substancias.
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