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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa transmitida por bactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e se destaca por sua alta capacidade de
transmissdo, resultando em impactos significativos na saudde global. As
tiossemicarbazonas sdo compostos de consideravel interesse cientifico, uma vez
que possuem relevantes propriedades bioldgicas e quimicas, tais como potencial
antibacteriano, antiviral, antiprotozoario, dentre outros. O objetivo do trabalho foi
avaliar a citotoxicidade de cinco tiossemicarbazonas em macrofagos da linhagem
J774A.1 e efeitos hemoliticos em eritrocitos de carneiro com intuito de verificar a
seguranca desses compostos como possiveis alternativas para o tratamento da
tuberculose. O composto TSC5 se destacou pelo menor valor da MIC (3,90 mg/mL)
e maior IS (7,41) e baixa atividade hemolitica. Dessa forma, o TSC5 constitui um
candidato de interesse para estudos posteriores, incluindo a investigacdo de sua
atividade frente a Mtb, mecanismos de acao e avaliagao de seguranca em modelos
experimentais mais abrangentes.

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa, causada por bactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis, que afeta principalmente os pulmdes, mas
pode atingir outros 6rgaos e/ou sistemas, sendo o0s sintomas mais presentes a tosse
por trés semanas ou mais, febre vespertina, suor noturno e emagrecimento
(BRASIL, 2021). O cenério atual da doenca representa um grande problema de
saude publica pois é uma das doencas infecciosas mais letais do mundo, causando
mais de 1,2 milhdo de mortes e afetando cerca de 10,7 milhdes de pessoas no
ultimo ano, segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS) (OPAS, 2025).

O tratamento da tuberculose revela certos desafios, tem duracdo de no
minimo 6 meses, é poliquimioterdpico, combinando 4 principais farmacos:
rifampicina, isoniazida pirazinamida e etambutol (BRASIL, 2021). O tratamento
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prolongado da TB e os efeitos colaterais que acometem o paciente agravam o
problema da adesdo aos medicamentos devido aos efeitos colaterais causados por
eles, levando ao abandono do tratamento, o que acarreta na resisténcia do bacilo.
Além disso, as micobactérias apresentam uma parede celular rica em lipidios, o que
Ihe confere baixa permeabilidade, assim reduzindo a efetividade da maioria dos
antibioticos disponiveis atualmente (BRASIL, 2019).

Tendo em vista o crescente nimero de casos e dificuldade do tratamento, é
necessaria a pesquisa por novas substancias que apresentam atividade
antituberculose e que sejam seguras para uso, por isso esta pesquisa tem como
objetivo avaliar a citotoxicidade de tiossemicarbazonas derivadas da isoniazida em
macrofagos de linhagens J774A.1 e em hemacias de carneiro.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
compostos pelo método Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA). As placas foram
incubadas a 37 °C por trés dias, apos os quais foram adicionados 30 pL de solugao
de resazurina a 0,01%. Em seguida, as placas foram reincubadas por mais 24 horas.
A CIM foi definida como a menor concentracdo do composto capaz de inibir a
mudanga de coloracdo da resazurina, indicando auséncia de crescimento bacteriano
(CASTILHO et al., 2015).

Para o ensaio de citotoxicidade em macréfagos J774A.1 foi preparado uma
suspensao celular na concentracao de 5x10° células/mL que foi adicionada na placa
de 96 pocos e incubada por 24 horas. Apdés esse periodo, foram adicionadas
diferentes concentracées dos compostos avaliados e as placas foram reincubadas
por mais 24 horas. Em seguida, foi adicionado o 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). A viabilidade celular foi determinada com base na capacidade
das células vidveis de metabolizar o MTT, formando cristais de formazan. Apés a
solubilizacdo dos cristais com dimetilsulfoxido (DMSOQO), foi realizada a leitura em
fluorimetro a 550 nm.

A atividade hemolitica dos compostos também foi avaliada utilizando
eritrécitos de carneiro. As heméacias foram distribuidas em placas de 96 pocos e
expostas a diferentes concentracbes dos compostos, sendo posteriormente
incubadas a 37 °C por quatro horas. Apds a incubacdo, as placas foram
centrifugadas e o sobrenadante foi coletado para determinacdo da hemdlise por
leitura espectrofotométrica a 550 nm. A porcentagem de hemolise foi calculada em
relacdo aos controles utilizados no ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM foi avaliada frente a cepa Hs7Rv de Mtb. Os compostos TSC1, TSC2 e
TSC3 apresentaram CIM de 62,5 ug/mL, enquanto a TSC4 apresentou CIM de 15
png/mL. A TSC5 destacou-se entre os compostos avaliados por apresentar a maior
atividade antimicobacteriana frente a cepa Hs7Rv, com CIM de 3,9 pg/mL.
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Para a avaliacdo da citotoxicidade, foram determinados os valores da
concentragao citotéxica 50% (CCs,), correspondente a concentragdo do composto
capaz de promover efeito citotdxico em 50% das células avaliadas. A partir desses
valores e das respectivas CIMs, foi calculado o indice de seletividade (IS) dos
compostos frente a cepa M. tuberculosis Hs;Rv. Os resultados obtidos estédo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Avaliacao citotoxica de derivados de isoniazida frente a linhagem
celular J774A.1

CIM para cepa padrao M. IS
Substancia tuberculosis HyR, Média CCqg ,qmt
salml.
TSC1 62,5 57,14 0,91
TSC-2 62,5 83.48 2,67
TSC-3 62,5 84.42 0,13
TSC-4 15 94.25 6,28
TSC-5 3,90 28,92 7,41

CIM: Concentragao inibitéria minima; CCsp: Concentragéo Citotdxica 50%; IS: indice de Seletividade

Em relacdo a citotoxicidade, valores elevados de CCs, indicam que sao
necessarias maiores concentracées do composto para promover efeito citotdxico em
50% das células, sugerindo menor citotoxicidade. Nesse sentido, a TSC-4
apresentou o maior valor de CCs,, enquanto a TSC-5 apresentou o menor. O indice
de seletividade (IS) permite relacionar a atividade antimicobacteriana a
citotoxicidade dos compostos, sendo valores mais elevados indicativos de maior
seletividade. Os compostos TSC-1, TSC-2 e TSC-3 apresentaram IS de 0,91, 2,67 e
0,13, respectivamente, indicando baixa seletividade. Em contrapartida, a TSC-4
apresentou IS de 6,28, enquanto a TSC-5 apresentou o maior indice de seletividade
(7,41). Dessa forma, TSC-4 e TSC-5 apresentaram os perfis mais promissores entre
0os compostos avaliados, com destaque para a TSC-5, que associou a menor CIM
(3,9 pg/mL) ao maior IS. Esses resultados indicam que a TSC-5 apresenta maior
potencial antimicobacteriano e uma relagdo mais favoravel entre atividade frente ao
M. tuberculosis Hs7Rv e citotoxicidade em células J774A.1.

Quanto a atividade hemolitica, todos os compostos avaliados apresentaram
auséncia de hemolise nas concentragdes iguais ou inferiores a 64 pug/mL. A TSC-2
apresentou a maior atividade hemolitica entre os compostos, com 16,18% de
hemolise a 128 pug/mL e 23,23% a 256 pug/mL. As TSC-3 e TSC-5 apresentaram
baixa atividade hemolitica, observada apenas nas maiores concentracdes avaliadas,
correspondendo a 7,92% e 8,74%, respectivamente. Esses resultados indicam baixa
atividade hemolitica dos compostos, sendo observado que, na maior dose testada,
nao houve hemdlise de 50%.
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CONCLUSOES

A TSC-5 destacou-se por apresentar os melhores resultados, demonstrando
uma relagéo favoravel entre atividade antimicobacteriana e a citotoxicidade. Esses
achados ressaltam o potencial da TSC-5 como candidato para estudos futuros
direcionados ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos contra a
tuberculose.
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