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Resumo:

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa causada principalmente
por bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis, na qual a infeccéo
ocorre por meio da inalacdo de goticulas expelidas por pessoas infectadas,
acometendo principalmente o pulmao. O tratamento da TB é considerado
longo e complexo, visto que sdo necessarios cerca de 6 meses e 0 uso de
varios medicamentos em conjunto para se atingir a cura. Dentre 0s ensaios
utilizados na pesquisa de um novo farmaco, o ensaio in vitro contendo 0s
principais componentes do plasma sanguineo procura simular as condi¢ées
encontradas in vivo. Neste sentido, neste trabalho foram realizados testes
para avaliar a atividade de N-salicilhidrazonas frente a M. tuberculosis em
trés condicbes: (a) 10% de soro fetal bovino (SFB), (b) 10% de soro de
cavalo (SC), e (c) concentracdo de 4% de albumina de soro bovino (ASB). O
meétodo utilizado para a realizacdo desses testes para a determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) foi o resazurin microtiter assay plate
(REMA). A CIM das substancias testadas frente a M. tuberculosis variou de
0,48 a >250 pg/mL. De modo geral, os valores de CIM com SFB, SC e ASB
foram superiores aos valores obtidos nos experimentos de referéncia (meio
de cultura com OADC). Sendo assim, algumas N-salicilhidrazonas
demonstraram ser candidatas a futuros farmacos anti-TB, pois apresentaram
atividade in vitro em diferentes suplementos que contém albumina, principal
proteina sanguinea. Estes estudos sdo importantes para se conhecer a
interacdo entre proteinas e candidatos a farmacos anti-TB e melhorar o
entendimento da metabolizagéo destas substancias.

Introducéo

A tuberculose ¢é uma doenca infectocontagiosa causada
principalmente pela bactéria Mycobacterium tuberculosis. A infeccéo
acontece quando o individuo inala goticulas que séo expelidas pela tosse,
espirro ou fala de pessoas enfermas. Quando a doenca se instala no
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pulmao, o individuo pode apresentar os sintomas mais classicos, que sao:
tosse por mais de trés semanas, febre vespertina, sudorese noturna e
emagrecimento (BRASIL, 2011). O tratamento da tuberculose na forma
pulmonar normalmente é realizado por um periodo de 6 meses, utilizando
esquema poliquimioterapico, no qual quatro medicamentos sdo usados em
conjunto: isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida.

A busca por novas substancias que apresentem atividade anti-TB tem
aumentado ao longo dos anos, em razado dos altos indices de resisténcia
dessa bactéria, dos fortes efeitos colaterais e do abandono do tratamento.
Por conta disso, novas substancias vém sendo estudadas como possiveis
candidatas a farmacos anti-TB. As hidrazonas sdo moléculas organicas
classificadas como bases de Schiff que possuem um amplo espectro de
atividade, onde diversos beneficios estdo sendo relatados por varios grupos
de pesquisa. Levando em consideracdo as excelentes propriedades
bioldgicas das hidrazonas, pesquisadores estdo procurando sintetizar novos
derivados desta substancia, por meio de modificagbes em sua estrutura
guimica. Cardoso et al. (2014) desenvolveram e testaram contra Mtb uma
série de N-acilhidrazonas que continham o nucleo tiofeno. Dentre as
substancias testadas, algumas demonstraram atividade contra o bacilo.
Dentre os ensaios utilizados na pesquisa de um novo farmaco, o ensaio in
vitro contendo os principais componentes do plasma sanguineo procura
simular as condi¢cdes encontradas in vivo. Por conta disso, neste trabalho
foram realizados testes em trés condi¢des: 10% de soro fetal bovino (SFB),
10% de soro de cavalo (SC) e 4% de albumina de soro bovino (ASB)
(PAVAN et al., 2011). Visto isso, para melhorar o entendimento do papel da
albumina na acdo de farmacos, o presente estudo procurou avaliar a
interferéncia da albumina na acdo de um farmaco de referéncia (isoniazida)
bem como de outras substancias puras em Mycobacterium tuberculosis.
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Materiais e métodos

A atividade anti-TB foi determinada frente a cepa padrao de M.
tuberculosis Hz7Rv (ATCC 27294) pelo método resazurin microtiter assay
plate (REMA), conforme descrito por Palomino et al. (2002). Foi utilizada
uma microplaca estéril de 96 pocos, depositado 100 yL de meio 7H9 nos
pocos centrais e 200 pL de agua destilada estéril nos po¢os mais externos
da placa, com incubacdo a 35°C. As substancias (ACH5, AC4, 10, 11, 15,
16, SHA e ACC) e o farmaco de referéncia (isoniazida) foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados 100 pyL no segundo poco de cada
linha teste. Foi feita uma diluicdo seriada na placa de 96 pocos, do segundo
poco da placa até o décimo. A cepa de M. tuberculosis Hz;Rv foi
previamente cultivada a 35°C em Middlebrook 7H9-OADC e padronizada até
atingir a turvacédo n°® 1 de McFarland. As culturas foram diluidas 1:20 e 100
ML da diluicdo foram inoculados em cada um dos pocos contendo as
solugcbes das substéncias. As microplacas foram fechadas e incubadas a
35°C por 7 dias. ApOs este periodo, adicionou-se 30 pyL de solugédo de
resazurina (0,02%) em todos os pocos. As placas foram novamente
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incubadas por 24 horas a 35°C. A presenca da cor azul nos pocos, que é
caracteristica da resazurina, foi interpretada como auséncia de crescimento
bacteriano, e o desenvolvimento de cor résea como presenca. A

concentracdo inibitéria  minima (CIM) foi definida como a menor
concentragdo da substancia capaz de inibir o crescimento bacteriano.

Resultados e Discussao

Os resultados da avaliacdo de atividade anti-TB das oito N-
salicilhidrazonas e da isoniazida, em 7H9 enriquecido com OADC, SFB, SC
ou ASB estéo dispostos na tabela 1. Comparando os resultados obtidos nos
experimentos utilizando SFB, SC, ASB com os resultados obtidos em
experimentos feitos somente com a suplementacdo padrédo do meio 7H9
com OADC (suplemento a base de acido oleico, albumina, dextrose e
catalase), observou-se que, no geral, os valores de CIM foram superiores
aos valores obtidos nos experimentos de referéncia, com excecdo das
substancias 15, 16 e SHA que mantiveram a mesma CIM ou com diferenca
de apenas uma diluicdo. Essa variacdo na CIM provavelmente se deve a
composicdo dos soros e da ASB ser diferente da composicdao do OADC,
visto que esses compostos contém grandes quantidades de albumina. Sabe-
se que a interacdo entre proteinas e farmacos tem importantes implicacdes
nos processos de metabolizacdo destas substéncias, podendo exercer
efeitos importantes na distribuicdo, concentracdo livre e atividade destes
farmacos.

Tabela 1: Resultados da avaliacdo de atividade anti-TB de oito N-
salicilhidrazonas e da isoniazida, frente a Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv
em meio de cultura (7H9) enriquecido com OADC ou soro fetal bovino (SFB)
ou soro de cavalo (SC) ou albumina de soro bovino (ASB).

Meio com Meio com Meio com Meio com
Substancias OADC* SFB SC ASB
(Mg/mL)
ACH5 62,5 >250 3,9 NR
AC4 31,2 >250 >250 62,5
10 7,8 31,2 31,2 >250
11 3,9 7,8 15,6 62,5
15 15,6 62,5 31,2 31,2
16 31,2 31,2 31,2 31,2
SHA 15,6 NR 31,2 NR
ACC 0,48 15,6 7,8 NR
Isoniazida 0,06 0,03 0,06 0,05

*Método padrdo; NR: N&o realizado; OADC: &cido oleico, albumina, dextrose e catalase.
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A CIM das substancias ACH5, AC4, 10, 11 aumentaram na presenca de
soro ou de albumina pura como suplemento, algumas delas alcancando
CIM >250 pg/mL. Apesar de, a ACC, ter aumentado sua CIM na presenca de
SFB e SC, a sua atividade frente ao bacilo causador da tuberculose ainda é
considerada muito promissora. Vale destacar que a isoniazida foi utilizada
como farmaco padrdo controle para auxiliar na garantia da validade do
experimento.

Conclusodes

Considerando os resultados obtidos, algumas N-salicilhidrazonas
demonstraram ser candidatas a futuros farmacos anti-TB, pois apresentaram
atividade in vitro contra M. tuberculosis em diferentes suplementos que
contém albumina, que é a principal proteina presente no sangue humano.
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