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RESUMO

De acordo com as diretrizes do International Council for Harmonisation (ICH
M3(R2)), a avaliagdo nao clinica de novos farmacos deve iniciar com ensaios in vitro,
como a citotoxicidade. O presente estudo visou avaliar a citotoxicidade de
tiossemicarbazonas derivadas da isoniazida em células VERO pelo ensaio de
reducdo do do 3-brometo de [4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélio (MTT). As
células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
tratadas com diferentes concentragdes dos derivados (6,25-250 pug/mL), testadas
quanto a viabilidade celular e posteriormente foi analisado indice de seletividade (1S)
contra cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis. Os valores de concentracao
citotoxica 50% (CCsp) ficaram entre 40,82 a 96,27 ug/mL. A TSC-5 apresentou a
menor CCsp (40,82 ug/mL) e maior IS (10,46), TSC-4 também apresentou a segunda
maior seletividade (IS = 4,86), ao passo que a TSC-1, TSC-2 e principalmente a
TSC-3 apresentaram perfis menos favoraveis. Desta forma, TSC-5 pode ser
considerada a mais relevante dentre as avaliadas, constituindo uma candidata para
futuros estudos como potencial agente antituberculose.

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca causada por bactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e representa um dos maiores problemas de saude
publica. Sabe-se que a TB é a principal causa de morte por um Unico agente
infeccioso, ficando a frente do HIV/AIDS (Virus da Imunodeficiéncia
Humana/Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (WHO, 2024).

As tiossemicarbazonas sao compostos que vém despertando consideravel
interesse na comunidade cientifica por suas propriedades quimicas e biologicas
como agente antiviral, antiprotozoario, antitumoral e antibacteriano. Além disso, séo
conhecidas, por suas propriedades excelentes em formar complexos
organometalicos, comportando-se como agentes quelantes (Zahra et al., 2025),
esses compostos agem tanto como inibidores de enzimas, através de reacdes
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redox, da complexacao de metais enddégenos, quanto através de interacdes com o
DNA ou inibicdo de sua sintese (Sharma; Singh, 2025).

De acordo com as diretrizes do International Council for Harmonisation (ICH
M3(R2)), os estudos nao clinicos de segurangca de novos farmacos devem iniciar
com ensaios in vitro, como a avaliacdo de citotoxicidade, que compdem a primeira
etapa para caracterizar o potencial toxico da substancia. Desse modo, o objetivo
dessa pesquisa foi avaliar a citotoxicidade de uma série de derivados de isoniazida
em linhagem celular VERO.

MATERIAIS E METODOS

As células VERO foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina (100
U/mL) e incubadas a 37°C com 5% de COLJ. Apds destacamento com tripsina-EDTA
e contagem, preparou-se suspensao a 5 x 10° células/mL, semeando-se 100 uL em
placas de 96 pocos para formacao de monocamada por 24 horas.

Apos as 24horas, as células foram tratadas com diferentes concentragcdes dos
derivados (6,25-250 pg/mL) por mais 24 horas, lavadas com PBS e submetidas ao
ensaio MTT (2 mg/L) por 3h. Os cristais de formazan foram solubilizados com
dimetilsulfoxido (DMSO), e a absorbéancia foi lida no fluorimetro Thermo Scientific
Varioskan LUX Multimode Microplate Reader a 550 nm. A citotoxicidade foi expressa
como porcentagem de inibicao celular, sendo o CCsy definido como a concentragéao
capaz de reduzir em 50% a viabilidade em relacédo ao controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagao da citotoxicidade e indice de seletividade das substancias TSC-1
a TSC-5 na linhagem celular VERO foi realizada com base na CIM previamente
obtida, e os resultados de Média CCsy e IS contra a cepa padrao H37Rv sao
apresentados na Tabela 1.

Os valores da média CCsp variam entre as substancias testadas. A substancia
TSC-5 exibiu a menor média CCsy, 40,82 pug/mL, o que sugere que o composto
apresenta o maior potencial citotoxico entre as substancias testadas. Em contraste,
a substancia TSC-2 exibiu a maior média CCsp, 96,27 pg/mL, sugerindo menor
toxicidade na linhagem celular VERO.
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Tabela 1: Média de concentracéo citotoxica 50% (CCso) em
células Vero e Indice de seletividade (IS) frente a
Mycobacterium tuberculosis Hx»Rv

Substancia M p:gr/:LHva Medlapzn(ffo (DP) ] 3I7$RV
TSC-1 62,5 62,48 (32,93) 0,99
TSC-2 62,5 96,27 (38,99) 1,54
TSC-3 625 65,24 (25,15) 0,10
TSC-4 15 72,94 (17,85) 4,86
TSC-5 3,90 40,82 (4,03) 10,46

CIM: concentragao inibitéria minima, DP: desvio padréo.

Considerando o IS em relacdo a cepa padrao Hs;Rv, foi observada uma
ampla gama de valores. A TSC-3 apresenta o menor IS - 0,10 - o que indica pouca
seletividade da substancia. Por outro lado, a TSC-5 se destacou com o IS mais alto
de 10,46, o que sugere uma maior seletividade, sendo mais toxica para bactéria, que
para linhagem de células testadas. As substancias TSC-1, TSC-2 e TSC-4 tiveram
IS de 0,99, 1,54 e 4,86, respectivamente, o que indica diferentes indices de
seletividade.

Desse modo, a substancia TSC-5 aparenta ser a mais promissora. Com uma
Média CCsy de 40,82 ug/mL, sendo a menor entre as avaliadas, ou seja, tem um
consideravel potencial citotoxico, e seu IS de 10,46 sendo 0 mais alto, indicando ser
mais seletivo entre a série de derivados estudados. Essa combinacdo de alta
poténcia e alta seletividade € uma caracteristica muito importante para o
desenvolvimento dos novos farmacos antituberculose, ja que indica que a TSC-5
pode ser capaz de agir contra a bactéria com menor risco de toxicidade as células
do hospedeiro.

Por outro lado, a TSC-3 apresenta um média CCs, intermediaria (65,24
ug/mL) e um IS de apenas 0,1. O seu perfil de baixa seletividade é desfavoravel
para uso como um antimicobacteriano.

A substancia TSC-2 apresentou a maior média de CCsy (96,27 pg/mL),
indicativo de que € a menos citotdxica dos compostos. Apesar de ter um CCsg
elevado, seu IS (1,54) pode ser um fator limitante, como um antimicobacteriano.

As substancias TSC-1 e TSC-4 apresentaram valores intermediarios de Média
de CCsp (62,48 pg/mL e 72,94 ug/mL, respectivamente). No entanto, IS da TSC-1
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(0,99) é muito préximo de 1, o que implica em baixa seletividade para as células
alvo. Esta falta de seletividade torna a TSC-1 menos interessante para o
desenvolvimento de farmacos, pois 0s beneficios terapéuticos podem ser
equivalentes aos efeitos toxicos inespecificos. Por outro lado, a TSC-4 apresentou
um IS de 4,86, indicando boa seletividade. Embora seu IS nao seja tao alto quanto a
de TSC-5, a seletividade de TSC-4 torna-a candidata a ser otimizada, principalmente
caso as modificagdes estruturais puderem aumentar sua atividade, sem, no entanto,
comprometer esta seletividade.

CONCLUSOES

Dessa forma, a TSC-5 destacou-se como a substancia mais promissora entre
as avaliadas, por apresentar melhor relagao entre concentracao citotéxica e indice
de seletividade. As substancias TSC-2 e TSC-4 também se mostram relevantes e
devem ser consideradas em estudos futuros visando a otimizacdo de suas
propriedades. Em contraste, a TSC-1 e, sobretudo, a TSC-3 exibiram perfis menos
favoraveis, devido a baixa seletividade e/ou elevada toxicidade por diferentes
mecanismos, o que limita seu potencial como agentes antimicobacterianos.
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