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MINIMA DE SEMICARBAZONAS FRENTE A Mycobacterium tuberculosis
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Resumo:

A tuberculose (TB), patologia infectocontagiosa causada por bactérias pertencentes
ao complexo Mycobacterium tuberculosis, € caracterizada por ser altamente
transmissivel, sendo transmitida de pessoa a pessoa por goticulas de aerossois,
acarretando problemas de saude mundial. O tratamento requer ao menos 6 meses
utiizando quatro farmacos, sendo eles a isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazinamida. O maior problema enfrentado atualmente é a resisténcia dos bacilos
ao tratamento. Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicobacteriana de uma série de semicarbazonas frente a Mycobacterium
tuberculosis por meio da técnica resazurin microtiter assay plate (REMA), bem como
ensaios in silico de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(ADMET) destas substancias. As substancias testadas apresentaram concentracao
inibitéria minima (CIM) com valores entre 0,48 pg/mL e >250ug/mL, tendo destaque
a substancia (21) com a menor CIM. Também foram realizados ensaios in silico
ADMET, os quais se enquadraram na regra dos cinco de Lipinski. Os resultados
encontrados por meio deste estudo colocam essas substancias como potenciais
candidatas na busca de novas moléculas para o tratamento da tuberculose. Estudos
mais aprofundados envolvendo a busca do mecanismo de agdo da semicarbazona
(21) devem ser encorajados, visto que a CIM é comparavel a farmacos de primeira e
segunda linha do tratamento da TB.

Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa, causada por bactérias
pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis, e transmitida de pessoa a
pessoa por goticulas de aerossoéis. Mesmo sendo conhecida a milénios, continua
sendo um dos grandes problemas de saude publica mundial, principalmente em
paises subdesenvolvidos (WHO, 2021). A TB, antes da pandemia de COVID-19, era
responsavel pelo maior numero de mortes em todo o mundo. Segundo o ultimo
relatério global da OMS de 2021, no ano de 2020, ocorreu queda em 18% das
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notificacdes de TB entre 2019 e 2020, passando de 7,1 milhdes, para 2,8 milhdes,
fato ocasionado em decorréncia da pandemia de COVID-19 (WHO, 2021).

Atualmente, o esquema de tratamento é composto por quatro farmacos,
sendo eles a rifampicina, etambutol, pirazinamida e isoniazida (DUARTE et al.,
2010). Apesar de bem estabelecido, problemas relacionados ao esquema
terapéutico, como o longo tempo de tratamento e a resisténcia intrinseca do bacilo a
diversos antibiéticos, leva os pacientes ao abandono do mesmo (WHO, 2021).

Devido ao amplo perfil farmacologico, as semicarbazonas estdo sendo
extensivamente estudadas na Quimica Medicinal em decorréncia de sua importante
atividade como anticonvulsivantes, antichagasicos, hipnétipos, pesticidas e
herbicidas (BERALDO, 2004).

Este trabalho tem como objetivo a busca por novas substancias que possam
fazer parte do tratamento anti-TB, como futuros protétipos de farmacos. Sendo
assim, analisou-se uma série de nove semicarbazonas como potenciais substancias
anti-TB. Além disso, foi realizado analise in silico das substéncias testadas, como
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade (ADMET).

Materiais e Métodos

As substancias sintéticas foram cedidas pelo Prof. Dr. Fabio Vandresen do
Laboratorio de Quimica da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR),
campus Londrina, diluidas em dimetilsulféxido e armazenadas sob refrigeracdo a
10.000 pg/mL.

Para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) das
semicarbazonas frente a cepa padrdo de M. tuberculosis Hs;Rv, foi utilizado o
método resazurin microtiter assay plate (REMA) (PALOMINO et al., 2002). Foram
utilizadas microplacas de 96 pocos. Inicialmente, adicionou-se nas cavidades
laterais da microplaca, 200uL de agua destilada, para manutencdo da umidade. Em
seguida, foi adicionado 100uL de meio liquido Middlebrook 7H9 (BBL™ — Becton
Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD, USA) suplementado com OADC
(acido oleico, albumina, dextrose catalase), nos demais pocos da microplaca. Foi
realizada a diluicdo seriada das substancias (250 a 0,95ug/mL) e da isoniazida (1 a
0,01 pg/mL), como farmaco controle. O crescimento bacteriano foi ajustado a escala
1 de McFarland, seguido da diluicdo 1:20. Foi adicionado 100uL da solucdo
padronizada e diluida da bactéria em todos os orificios da microplaca, com excecao
do controle negativo, o qual contém apenas meio de cultura. A microplaca foi
incubada por 7 dias, a 35 °C. Apds incubacdo, foram adicionados 30uL de
resazurina (0,01%), como solucao reveladora, em cada cavidade da microplaca. Foi
incubada novamente por 24h. Apdés isso, foi realizada uma andlise visual pela
mudanca na coloracdo da resazurina, de azul para résea, caracterizando a CIM, a
gual determina a menor concentragdo da substancia capaz de inibir o crescimento
bacteriano.

Para avaliar a absorcao, distribuicdo metabolismo, excrecédo e toxicidade in
silico, foram utilizados o software online e gratuito SwissADME, apresentando
resultados importantes como peso molecular, permeabilidade da barreira
hematoencefalica, entre outros dados que foram avaliados e, por meio do software
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Osiris ADME, o qual forneceu dados a respeito de efeito irritante, mutagénico,
tumorigénico e efeito reprodutivo.

Resultados e Discussao

A busca por novos farmacos para o tratamento anti-TB é essencial, ocorrendo
assim, um aumento significativo na busca por substancias que possam fazer parte
do esquema terapéutico da doenca.

Os resultados obtidos das CIMs das semicarbazonas se mostraram muito
promissoras, tendo as CIMs variando entre 0,48 e >250 pg/mL. A substancia (21)
destacou-se entre as demais, apresentando CIM de 0,48 pg/mL, a menor CIM
encontrada. Por outro lado, as substancias (15), (18) e (20) apresentaram CIM de
15,6 pg/mL e a substancia (17) CIM de 62,5 pg/mL. As demais substancias (9), (11),
(13) e (19) ndo apresentaram atividade na maior concentracao testada (250 pg/mL).

Ao analisar as substancias, a substancia (21) apresentou destaque entre as
demais substancias, com CIM de 0,48 pg/mL, com grupamento hidroxila e grupo
metoxi. As substancias (15), (18) e (20), que apresentaram CIM de 15,6 pg/mL,
possuem substituinte isatina e nitro respectivamente. Ja a substancia (17),
apresentou CIM de 62,5 ug/mL, apresentando o substituinte amina.

De acordo com o software Osiris, oito substancias testadas ndo apresentaram
efeitos irritante, mutagénico, tumorigénico e efeito reprodutivo, com excecdo da
substancia (17), a qual apresentou efeito mutagénico e tumorigénico. Com relacéo
ao drug score, ou seja, a pontuacdo utilizada para avaliar o potencial geral do
composto, a substancia (15) destacou-se, apresentando 0.92, resultado muito
proximo de 1. As demais substancias apresentaram um bom drug score, com
excecao da substancia (17).

O software Swiss, também utilizado para analise in silico, utiliza as regras de
Lipinski como paréametro para aprovar ou reprovar uma substancia, estipulando os
seguintes valores como referéncia: peso molecular < 500, <10 aceptores de ligagéo
de hidrogénio (HBA), <5 doadores de ligagao de hidrogénio (HBD) e MLogP <4.15

(SAMPIRON et al. 2021). Todas as substancias testadas atenderam a regra de

Lipinski, sendo promissoras para o estudo.

Novos estudos serao realizados para determinar a CIM de novas substancias
e para explorar o potencial da semicarbazona (21), visto que a CIM é comparavel a
farmacos de primeira e segunda linha do tratamento da TB.

Conclusodes

Os resultados obtidos por meio desse estudo ressaltam quatro substancias
com resultados promissores frente a Mycobacterium tuberculosis, destacando-se a
substancia (21). De acordo com a analise in silico, oito substancias mostraram-se
promissoras, com excecdo da substancia (17), e, de acordo com as regras de
Lipinski, todas as substancias atenderam aos requisitos. Novos estudos devem ser

Rcneg  RRR

Canseino Nacionsi de Dessmoiment Apolo oo Clentifico
Clentifico e Tecnokégico * Tecnolégico do Porond



~UEM="
31° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica 31° EAIC 10 e T de novembro de
1° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica Junior '|'|0 EA|OR 2022

L)

realizados com objetivo de avaliar a citotoxicidade e mecanismos de acgado das
principais semicarbazonas para melhorar o entendimento de como elas atuam frente
ao bacilo.
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