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Resumo

A tuberculose (TB), patologia infectocontagiosa causada pelas bactérias
pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis, por ser altamente
transmissivel, acarreta problemas de saude a nivel mundial. O tratamento da
TB é feito por um periodo de 6 meses, utilizando basicamente quatro
farmacos, sendo eles a rifampicina, etambutol, isoniazida e pirazinamida. O
maior problema enfrentado atualmente é a resisténcia dos bacilos ao
tratamento. Assim sendo, este estudo teve como objetivo, avaliar a atividade
antimicobacteriana de uma série de tiossemicarbazonas e semicarbazonas
frente a M. tuberculosis, por meio da técnica resazurin microtiter assay plate.
De modo geral, as substancias testadas apresentaram CIMs que variaram
entre 7,8 e >250ug/mL, com destaque para a substancia (6) que apresentou
CIM de 7,8 pg/mL. Atividades importantes foram encontradas pelas
substancias estudadas, demonstrando promissor potencial anti-TB.

Introducao

A tuberculose (TB) é uma doencga infectocontagiosa causada por
bactérias pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis. A TB
continua entre as principais causas de morte no mundo, e a principal entre
as doencas infecciosas. De acordo com o ultimo relatério global da OMS
sobre a tuberculose, no ano de 2019 cerca de 10 milhdes de pessoas
desenvolveram a doenca e 1,4 milhdo de pessoas morreram em decorréncia da
mesma (WHO, 2019). De modo geral, o esquema de tratamento da TB é
composto por quatro farmacos, que juntos sdo capazes de levar a cura do
paciente, sendo eles: rifampicina, etambutol, isoniazida e pirazinamida.

As tiossemicarbazonas e semicarbazonas sdo uma importante classe
de compostos que vem sendo estudadas devido ao seu amplo perfil
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farmacoldgico. As tiossemicarbazonas apresentam atividades importantes,
como acao antitumoral, antiviral, antifingica, antibacteriana e antimalarica
Enquanto as semicarbazonas mostram atividade como agentes
antichagasicos, anticonvulsivantes, hipndticos, pesticidas e herbicida
(BERALDO, 2004). Domagk et al. (1946) foi o primeiro a relatar algumas
tiossemicarbazonas que possuiam atividade antituberculose in vitro, sendo
gue em alguns casos, a atividade se manifestou in vivo (ALAHARI et al.,
2009). Sendo assim, considerando que as semicarbazonas e
tiossemicarbazonas se destacam por possuirem diversas atividades
biologicas, e levando em conta os diversos problemas inerentes ao
tratamento da TB, o objetivo desse trabalho foi estudar o potencial anti-TB
de uma série de tiossemicarbazonas e semicarbazonas frente a M.
tuberculosis.
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Materiais e métodos

Para determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) das
tiossemicarbazonas frente a cepa padrédo de M. tuberculosis Hsz7Rv utilizou-
se 0 método resazurin microtiter assay plate (REMA) (PALOMINO et al.,
2002). Para este ensaio, a cepa padrdo de M. tuberculosis Hs;Rv foi
cultivada em meio liquido Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de &cido
oleico, albumina, dextrose e catalase (OADC) (7H9-OADC), por 15 a 21 dias
a 35°C.

Para determinar a CIM, foram utilizadas microplacas de 96 pocos.
Inicialmente, foram adicionados 100 pL de 7H9-OADC em cada orificio da
microplaca. Em seguida, foi realizada uma diluicdo seriada das substancias
(250 a 0,95 pg/mL) e do farmaco controle isoniazida (0,01 a 1 pg/mL). Entéo,
0 crescimento bacteriano foi ajustado a escala 1 de McFarland, e em
seguida foi realizada uma diluicdo 1:20. Apos isso, 100 pL da bactéria foi
adicionada a cada poco da microplaca. A placa foi, entdo, incubada por 7
dias a 35° C. ApoOs incubacéo, adicionou-se 30 pL de resazurina (0,01%) em
cada orificio da microplaca, e incubou-se novamente por mais 24h. A CIM foi
considerada como a menor concentracdo da substancia capaz de inibir
crescimento bacteriano. Isso € analisado pela mudanca na coloracdo da
resazurina, de azul para rosa.

Resultados e Discussao

A busca por novos farmacos para o tratamento anti-TB é essencial,
visto o longo tempo de administragdo dos medicamentos, e os frequentes
casos de resisténcia ja relatados. Dessa forma, ao longo dos ultimos anos,
tem acontecido um aumento consideravel na busca por novas substancias
anti-TB que possam integrar o esquema de tratamento dessa doenca.

Os resultados das CIMs das tiossemicarbazonas estdo descritos na
tabela 1. Algumas das substancias testadas apresentaram atividades
importantes. De modo geral, as CIMs variaram entre 7,8 e 250 pg/mL. O
melhor resultado foi obtido para a substancia (6) cuja CIM foi de 7,8 pg/mL.
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Por outro lado, as substancias (4) e (8) com CIMs de 15,6 pg/mL e a
substancia (2) (CIM 31,25 pg/mL), também apresentaram resultados
promissores. Ja as substancias (10), (12), (14) e (16) ndo apresentaram
atividade na maior concentracdo testada. Avaliando os resultados das
semicarbazonas, as substancias (1), (3) e (5) também ndo apresentaram
atividade na maior concentracéo testada (CIM >250 pg/mL).

Em relacdo as tiossemicarbazonas (2), (4), (6) e (8), que
apresentaram atividades promissoras, podemos observar que a
tiossemicarbazona (6) apresenta o radical cloro. Além disso, os resultados
encontrados s&o similares aos de outros autores. Souza et al. (2018),
reportaram a atividade de uma série de tiossemicarbazonas, com valores de
CIM que variaram entre 3,9 a >250 pg/mL, corroborando a possivel atividade
promissora das substancias aqui estudadas.

Tendo em vista os problemas inerentes ao tratamento, novos estudos
serdo feitos para determinar a CIM de novas tiossemicarbazonas que
apresentem resultados promissores e que possam ser eficazes inibindo o
crescimento do bacilo.

Tabela 1: Concentragéo inibitoria minima (CIM) de tiossemicarbazonas
frente & Mycobacterium tuberculosis Hsz;Rv.

Substancia o Concentracao inibitéria minima
s Estrutura quimica (ug/mL)
X
(1) HaN" “NH-N >250
X
(2) HN"NHN 31,25
X
(3) HaN™ “NH-N >250
S
4) HZN*NH-Q@OH 31,25
H
hi§
(5) HANT N >250
S
® e o 78
H
S
(8) HzNJ\NH_N\>_®7F 15,6
H
X

(10) MO >250
H

FUNDACAO
ey QE{VPq ARAUCARIA

Apolo a0 Desenvolvimento Clentifico
 Tecnolégica do Porond.




K UEM=
30°EMIC
10°EAICE

30° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
10° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica Janior

T e 12 de novembro de
2021

S
P}
(12) HaN™NHIR >250
X
(14) HoN NH—N\ o | >250
N
i
Ho,N” “NH-N
16 > >250
(19) A I
o NH
NH,
Isoniazida X 0,03

Conclusodes

Neste estudo, quatro substéncias mostraram atividade promissora
para tratamento frente a M. tuberculosis, sendo assim sendo candidatos
potenciais a novos farmacos anti-TB. Novos estudos devem ser realizados
para avaliar de maneira mais profunda a atividade dessas substancias.

Agradecimentos

Agradeco a minha orientadora pela oportunidade e ao CNPq pelo
apoio financeiro.

Referéncias
WHO. World Health Organization. (2019). Global tuberculosis report  2019.

BERALDO, H. Semicarbazonas e tiossemicarbazonas: o amplo perfil
farmacolégico e usos clinicos . Quimica Nova, v. 27, n. 3, p. 461471,
2004.

ALAHARI, A. et al. Mycolic acid methyltransferase, MmaA4, is necessary
for thiacetazone susceptibility in ~ Mycobacterium tuberculosis. Molecular
Microbiology, v. 71, n. 5, p. 1263-1277, 2009.

PALOMINO, J.C. et al. Resazurin Microtiter Assay Plate: Simple and
Inexpensive Method for Detection of Drug Resistance in Mycobacterium
tuberculosis. Antimicrob. Agents Chemother., v. 46, n. 8, p. 2720-2722,
2002.

SOUZA, M.R.P. et al. Synthesis of novel (-)-Camphene- based
thiosemicarbazonas and evaluation of anti-  Mycobacterium tuberculosis
activity . Nat. Prod. Res ,p.1-6, 2018.

—‘4UEM§*§:' Qcneq R
e Gavainon o Tenstigen o .



