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RESUMO

A Tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa que possui como agente etioldgico o
Mycobacterium tuberculosis e que levou ao dbito, em 2016, 1,3 milhdes de pessoas ao redor do
mundo. Seu tratamento, recomendado pela Organizacdo Mundial da Salde, constitui-se da
utilizacdo de quatro antimicrobianos por, no minimo, seis meses. Este esquema de tratamento
apresenta variados efeitos adversos que levam o paciente a abandonar a terapia logo no inicio
do desaparecimento dos sintomas, levando ao surgimento de cepas resistentes. As infeccdes
provocadas por cepas resistentes aos farmacos vém aumentando com o passar dos anos, 0 que
se tornou um dos maiores problemas para o controle da doenca. Dessa forma, é essencial a
busca por novos candidatos a farmacos, com o objetivo de diminuir o tempo de tratamento e a
disseminacdo de cepas resistentes. Em um estudo prévio do grupo, foram sintetizados
compostos da classe das hidrazonas que mostraram interessante atividade contra o M.
tuberculosis. Nesse trabalho, aprofundamos o estudo de quatro dessas moléculas, numeradas
como 14, 15, 16 e 18. Os resultados obtidos indicaram a molécula 14 (C16H1502N3) como a
mais promissora, apresentando o menor valor de concentracdo inibitéria minima (CIMgo) de
0,35 pg/mL frente a cepa padrdo sensivel aos antibioticos em estado ativo de replicagdo e 1,78
ug/mL quando em estado n&o-replicante. Alem disso, apresentou um perfil bactericida e
atividade intramacrofagica. Frente as células eucaridticas, a hidrazona 14 ndo apresentou
toxicidade, com indices de citotoxicidade (ICso) maiores que 100 ug/mL em quase todos 0s
tempos de tratamento e altos indices de seletividade (IS), além de apresentar um estreito
espectro de atividade. Assim, a hidrazona 14 foi selecionada como o composto lider, tendo sido
levada para os experimentos de busca de mecanismo de acdo. Nesse caminho, utilizamos
técnicas que poderiam demonstrar inibicdo de sintese de acidos micélicos, presentes na parede
celular e/ou acéo na inibicdo das bombas de efluxo presente no envelope celular bacteriano. Os
resultados obtidos sugerem que nenhum desses mecanismos fenotipicos € o meio pelo qual o
farmaco age no microrganismo. Dessa forma, novos ensaios serdo necessarios para desvendar

0 mecanismo de acdo desempenhado por esta hidrazona.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, hidrazonas, tuberculose.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis. In 2016, was
the cause of death of 1.3 million people around the world. Its treatment, recommended by the
World Health Organization, consists of the use of four antibiotics for at least six months. This
treatment regimen has several adverse effects that lead the patient to abandon the therapy at the
beginning of the disappearance of the symptoms, which leads to the emergence of resistant
strains. Infections caused by drug-resistant strains have been increasing over the years, which
has become one of the major problems in controlling the disease. Because of that, the search
for new compounds occurs with the objective of reducing the time of treatment and inhibiting
the growth of resistant strains. In a previous study of the group, compounds of the class of
hydrazones that showed interesting activity against M. tuberculosis were synthesized. In this
work, we investigated four of these molecules, numbered as 14, 15, 16 and 18. The results
indicated that hydrazona 14 (Ci6H1502N3) was the most promising molecule because it
presented the lowest minimum inhibitory concentration (MICgo) of 0.35 pug/mL against Hz7Rv
strain, in active replication state and 1.78 ug/mL when in non-replicating state. In addition, it
presented a bactericidal and intramacrophagic activity. In the cytotoxicity assays, hydrazone 14
presented no cytotoxicity (ICso) in all treatment times and high selectivity index (1S), as well as
presenting a narrow spectrum of activity and, therefore, presents itself as the most promising
molecule. Therefore, this hydrazone was investigated about its mechanism of action. Therefore,
it was used techniques that could demonstrate the inhibition of the synthesis of mycolic acids
presents in the cell wall and / or action in the inhibition of the efflux pumps presents in the
bacterial cell envelope. The obtained results showed that this hydrazone act by none of this
mechanisms. Thus, new experiments are necessary to discover the mechanism of action by this

molecule.

Key-works: Mycobacterium tuberculosis, hydrazones, tuberculosis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Tuberculose

A tuberculose (TB) € uma doenca cronica, provocada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), que possui como foco principal de infeccdo o tecido pulmonar,
mas que pode se disseminar pelo organismo e se apresentar em outros 6rgdos, na chamada
tuberculose extrapulmonar. Seu diagnéstico pode ser obtido por meio de cultura oriunda de
amostra obtida do paciente além de testes imunolégicos e genéticos (LEE, 2015).

Essa infeccdo, causada por um unico agente infeccioso, € hoje a doenca que mais mata
no mundo, superando a SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). Em ndmeros,
excluindo-se os casos de morte de pacientes co-infectados, foram relatados 1,3 milhdes de
mortes em 2016 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Na Figura 2, é possivel observar a incidéncia de novos casos de TB ao redor do mundo
em 2016. Podemos notar que as maiores taxas aparecem em paises do continente africano e
asiatico, sendo que india, Indonésia, China, Filipinas e Paquistio estdo entre os paises que
representam 53% do total de novos casos de TB em 2016, sendo que ao redor de todo mundo
foram contabilizados 6,3 milhGes de novos casos dos quais, estatisticamente, 16% irdo a 6bito
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Incidéncia por

V. 100.000 habitantes .
» poranc N 1

ﬁ ] o0-2 \

|:| 25-99
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B =300 /
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Figura 1. NUmero de novos casos estimados em 2016. Fonte: WHO, 2017.



14

1.2. Mycobacterium tuberculosis

Identificado por Robert Koch em 1882, o bacilo M. tuberculosis € o principal agente
causador da TB. E um patdgeno intracelular facultativo que possui a capacidade de sobreviver
e se multiplicar dentro das células macrofagicas, podendo assim evadir da acdo imunoldgica
(DAFFE; ETIENNE, 1999; MIGLIORI et al., 2007).

De crescimento lento, com tempo de geragdo de aproximadamente 20 horas in vitro e in
vivo, ndo apresenta caracteristicas de membrana que a classifigue como uma bactéria Gram-
positiva ou negativa e é corada pela técnica de Ziehl-Neelsen por ser um bacilo alcool-acido
resistente (VASAVA et al., 2009; KOCH; MIZRAHI, 2018).

Essa particularidade para o método de coloragdo ocorre devido, principalmente, aos
lipideos de sua parede que Ihes confere uma caracteristica de baixa permeabilidade a compostos
hidrofilicos além de serem essenciais para sua patogénese (JANKUTE et al., 2015; QUIGLEY
etal., 2017).

Glicolipidios

Acidos
micdlicos

Arabinogalactana

Peptidoglicano

Membrana
celular

Figura 2. Imagem esquematica representando a estrutura da membrana e parede celular
micobacteriana. (BROWN et al., 2015).

Como pdde-se observar na Figura 2, sua membrana e parede celular se apresentam em
estrutura diferente das demais bactérias, principalmente pela presenca dos acidos micolicos e
glicolipideos na regido externa (QUIGLEY et al., 2017).

Esses acidos micdlicos se ligam a camada de arabinogalactano e esta ao peptidoglicano,
gue é associado a membrana por meio das lipoproteinas. No M. tuberculosis, sdo encontrados
trés diferentes tipos de acidos micolicos, os alfa, ceto e metoxi-acidos micélicos, apresentados
na Figura 3 (BROWN et al., 2015; JANKUTE et al., 2015).



15

Acidos micélicos em Mycobacterium tuberculosis

HO
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Figura 3. Estrutura quimica dos acidos micolicos presentes na parede celular do M.
tuberculosis (JANKUTE et al., 2015).

Vérios antimicrobianos utilizados na terapia possuem como mecanismo de acdo a
inibicdo da sintese de alguma porcdo da membrana ou parede celular micobacteriana, 0 que
demonstra sua grande importancia. Dentre os mais utilizados estdo a isoniazida (INH), o
etambutol (ETH) e a etionamida (ETA) (BELISLE et al., 1997; JANKUTE et al., 2015).

Intrinseco ao bacilo é a resisténcia aos antimicrobianos -lactdmicos, por apresentar em
sua parede as enzimas [B-lactamases, responsaveis pela inativacdo dessas estruturas. N&o
apresenta mecanismos de transferéncia genética horizontal e nenhum plasmideo é conhecido
(DAFFE; ETIENNE, 1999; KOCH; MIZRAHI, 2018).

Outro mecanismo de resisténcia dessas bactérias e presente em sua parede sdo as
bombas de efluxo. Nos ultimos anos foram identificadas bombas de efluxo em M. tuberculosis
pertencentes as superfamilias ABC (ATP binding cassette superfamily), MFS (major facilitator
superfamily) e SMR (small multidrug resistance). Essas bombas acabam por exocitar de
maneira aleatdria os antimicrobianos de seu citoplasma e, dessa maneira, inibem sua acdo
(VAN BAMBEKE, 2003; BALGANESH et al., 2012).

1.3. Transmissdo e Patogenia

A infeccdo por M. tuberculosis ocorre através das vias aéreas, pela formacgdo de
aerossois que sdo expelidos pelo doente ao tossir. As bactérias presentes nessas goticulas
alcangam os alvéolos pulmonares e ali promovem uma infecgéo priméria (ZUIGA et al., 2012;
PEDDIREDDY; DODDAM; AHMED, 2017).
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Figura 4. Representacdo esquematica da transmissdo e patogenia da TB. Fonte: Nature Reviews
(NUNES-ALVES et al., 2014).

Neste momento, as células imunoldgicas presentes no tecido, principalmente os
macrofagos alveolares, promoverdo a fagocitose do bacilo e, dependendo da capacidade
imunolégica do individuo, a infeccdo podera ser limitada ou ndo (NUNES-ALVES et al., 2014).

Em individuos imunocompetentes, o sistema imunol6gico promoverda um controle da
infeccdo, que permanecera em um estado dormente e assintomatico, chamada nesses casos de

tuberculose latente (TBL), que ocorre em aproximadamente 90-95% dos casos de infeccdo e
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acomete um tergo da populacdo mundial (SCHOREY; SCHLESINGER, 2016; NILLER et al.,
2017; TANG; JOHNSTON, 2017; TURNER et al., 2017).

Essa situacdo se da devido a formacdo de granulomas - constituidos por células
imunolodgicas que isolam e buscam esterilizar o tecido — que mantém a bactéria em estado de
hipoxia, impossibilitando-a de se multiplicar (VOSKUIL et al.,, 2003; SCHOREY;
SCHLESINGER, 2016; NILLER et al., 2017; PEDDIREDDY; DODDAM; AHMED, 2017;
TANG; JOHNSTON, 2017).

Porém, em aproximadamente 10% dos casos, em individuos imunocomprometidos ou
por declinio da imunidade, a doenga se manifesta. Os granulomas, que anteriormente continham
a disseminacéo do bacilo, agora se tornam locais com alta concentracdo micobacteriana e que,
na maioria das vezes, ndo sofre com a acdo dos medicamentos. Além disso, o M. tuberculosis
¢ capaz de burlar o sistema imunoldgico, sobrevivendo e se multiplicando dentro das células
macrofagicas (VOSKUIL et al., 2003; SCHOREY; SCHLESINGER, 2016).

1.4. Tratamento

Hoje, o tratamento padrdo preconizado pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
constitui-se da utilizacdo concomitante de quatro antimicrobianos: rifampicina (RFP),
etambutol (ETH), pirazinamida (PZA) e isoniazida (INH), administrados em Gnica dose, uma
vez ao dia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Na Figura 5 a seguir, s&o apresentados estes antimicrobianos utilizados na terapia.

RFP ETH PZA INH
822,94 g/mol 204,31 g/mol 123,11 g/mol 137,14 g/mol

Figura 5. Estrutura e massa molecular dos quatro antibiéticos utilizados no tratamento da TB. Fonte:

Pubchem.
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A RFP atua inibindo a sintese de proteinas através da inibi¢do da atividade da enzima
RNA-polimerase, impedindo a transcricdo do RNA mensageiro. Possui um amplo espectro de
atividade contra cepas gram-positivas e negativas. Uma caracteristica importante se relaciona
com sua acdo indutora sobre as isoenzimas do citocromo P450, principalmente de CYP3A4,
provocando diversas interacdes medicamentosas (ALLIANCE et al., 2008).

O ETH é um inibidor de enzimas arabinosil transferases, envolvidas na biossintese da
parede celular. Devido ao seu mecanismo de acdo, apresenta atividade bacteriostatica frente
bactérias ndo-replicantes, bactericida contra bacilos replicantes, além de atividade
intramacrofégica. Seu espectro de acdo é estreito e seus efeitos adversos mais comuns sdo
hepatotoxicidade e neuropatia 6tica (ALLIANCE et al., 2008; CHAMBERLAIN et al., 2017;
DIAS-FREEDMAN et al., 2017; LARSEN et al., 2017).

A PZA é um pro-farmaco, que atravessa a membrana da micobactéria por difusédo
passiva e que, no citoplasma, € transformada em acido pirazindico (POA). O POA promove
acidificacdo do meio intracelular, alterando as caracteristicas de permeabilidade e transporte da
membrana, provocando dano celular além de interagir com enzimas ligadas a fase de traducéo
da sintese de proteinas, inibindo sua sintese. O espectro de atividade da PZA ¢ restrito, agindo
apenas contra o género das micobatérias e seus efeitos adversos mais comuns sao
hepatotoxicidade e hiperuricemia (ALLIANCE et al, 2008; SHEEN et al., 2013;
PICHHOLIYA etal., 2016; GUO et al., 2017).

A INH inibe a sintese dos &cidos micdlicos presentes na parede celular das
micobactérias através da inibicdo da enzima InhA. Para exercer sua funcdo, precisa sofrer
metabolizacdo prévia de uma enzima catalase-peroxidase chamada KatG, sendo também um
pré-farmaco. Assim como o ETH, também possui atividade bactericida contra micobactérias
em estado ativo e a¢do bacteriostatica para aquelas ndo-replicantes. Possui espectro de atividade
restrito ao género Mycobacterium e apresenta efeitos adversos relacionados com xerostomia,
reacOes alérgicas, hepatotoxicidade, metemoglobinemia, entre outros (ALLIANCE et al., 2008;
PINHEIRO et al., 2014).

Apesar de funcional, este esquema atual de tratamento ainda é longo, totalizando 6
meses para sua conclusdo, quando se obtém sucesso. Esse periodo extenso compromete a
adesdo do paciente que, por muitas vezes, acaba abandonando o tratamento devido ao tempo e
aos efeitos adversos relacionados, principalmente a hepatotoxicidade provocada por todos os
antimicrobianos (CHINTA et al., 2016).

Com o objetivo de melhorar a adesdo ao tratamento, em 1993 a OMS elaborou e

recomendou a metodologia do Tratamento Diretamente Observado (TDO), que visa promover
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a adesdo ao tratamento através da informacdo ao paciente sobre sua real situacdo e da
visualizagdo das administracdes diarias, principalmente na primeira fase da terapia. No Brasil,
onde a taxa de abandono chega a ser maior que 5% e que, em 2016, notificou mais de 82 mil
novos casos de TB, a implementacdo da TDO tem funcionado como um meio para aumentar a
taxa de sucesso do tratamento que, ainda em 2016, chegou apenas a 71% (BERALDO et al.,
2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

O abandono do tratamento pode levar a selecdo de cepas resistentes e assim, 0 mesmo
se altera e prologa ainda mais, por no minimo dois anos. Nos casos de resisténcia, as cepas
podem ser classificadas como MDR-TB ou XDR-TB. As MDRs-TB ou cepas multidrogas-
resistentes apresentam resisténcia a RFP e INH e, nestes casos, sdo utilizados para o tratamento
os farmacos de segunda linha, que incluem as classes de antibioticos aminoglicosideos e
fluoroquinolonas. As XDRs-TB, cepas extensivamente resistentes, apresentam resisténcia a
RFP, INH e algum medicamento das classes dos aminoglicosideos e fluoroquinolonas e seu
tratamento é bastante complexo, ndo havendo ainda qualquer regime de tratamento padréo
preconizado para estes casos (ALLIANCE et al., 2008; DA SILVA et al., 2011; PRASAD;
SRIVASTAVA, 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Durante a terapia de cepas XDR-TB séo utilizados diferentes esquemas de tratamento,
nos quais diversos antimicrobianos sdo associados sem que haja um modelo padrdo a ser
seguido. O que se preconiza € a utilizacdo de seis antimicrobianos na fase intensiva de
tratamento seguido pelo uso de quatro na fase de manutencdo, além disso a utilizacdo da
bedaquilina e de fluoroguinolonas de ultima geracdo tém mostrado uma melhora nos resultados
dos tratamentos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

1.5. Novos farmacos

Os ultimos farmacos implementados para a terapia de TB, ap6s 60 anos, foram a
bedaquilina e a delamanida, que sdo utilizadas apenas para o tratamento de cepas resistentes. A
bedaquilina atua inibindo a ATP sintase micobacteriana, sendo o Unico farmaco que possui
como alvo o metabolismo energético da micobactéria e a delamanida atua inibindo a sintese de
acidos micolicos (DA SILVA et al., 2017; MIGLIORI et al., 2017)

Um dos principais motivos para a busca de novos farmacos se da por causa da resisténcia
aos antibioticos manifestada pelos bacilos atraves de diversos mecanismos, sendo 0s principais

mutacdes em genes relacionados com o alvo farmacologico como, por exemplo, mutages nos
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genes inhA e katG que promovem resisténcia a INH; mutagdes em rpoB promovem resisténcia
a RFP; em pncA, resisténcia a PZA entre tantos outros (MIOTTO et al., 2017).

Além dos mecanismos de resisténcia relacionados diretamente com mutagdes nos alvos
farmacologicos destes antimicrobianos citados, o M. tuberculosis também consegue impedir a
atividade dos farmacos através da acdo das bombas de efluxo presentes em sua membrana.
Essas bombas, como dito previamente, sdo capazes de expulsar os fArmacos de seu citoplasma,
de maneira especifica ou ndo, inibindo sua acdo. Para evitar esse mecanismo, novos farmacos
ou associacGes de farmacos inibidores dessas bombas serdo necessarias no combate a
resisténcia bacilar (DA SILVA et al., 2011; DE KNEGT et al., 2017).

Um novo farmaco ideal para o tratamento da TB sera um composto capaz de eliminar o
bacilo em condicdes extra e intracelulares, em replicacdo ativa ou em estado ndo-replicante,
gue atue contra cepas resistentes, com alto potencial de penetracdo além de ndo apresentar
toxicidade celular, exibir estreito espectro e que seja efetivo em um curto periodo de tempo
(BHAT et al., 2017).

Com esse objetivo, o desenvolvimento de novos compostos que atuem contra o M.
tuberculosis tem ocorrido de maneira planejada, utilizando-se estruturas quimicas conhecidas
e funcionais como precursoras para novas moléculas, sendo a INH uma das mais utilizadas
(FERRARESI-CUROTTO et al., 2017; HU et al., 2017).

A quimica medicinal, portanto, vem de encontro as necessidades bioldgicas para o
desenvolvimento de moléculas com potencial antimicrobiano. Na Tabela 1 abaixo, podemos
observar as quatro hidrazonas em suas estruturas e nomes quimicos, massa molecular e outras
informagdes relevantes.

Essas hidrazonas foram previamente estudadas por Pavan e colaboradores e
selecionadas por apresentarem grande capacidade de inibicdo do crescimento do bacilo em
baixas concentracdes, além de apresentarem um alto indice de seletividade quando testadas em
celulas macrofagicas por 24h (PAVAN et al., 2010a).

Sendo a estrutura da INH uma hidrazida do &cido isonicotinico, podemos observar que
as moléculas hidrazonas 14, 15 e 16 sdo estruturas baseadas na estrutura quimica de INH e
apresentam diferengas ap6s o grupamento hidrazida enquanto que a molécula 18 é uma
modificacdo da estrutura da 16, que sofreu a substituicdo do anel piridinico, pertencente a
estrutura da INH, pelo anel tiofeno.
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Tabela 1. Hidrazonas derivadas da molécula de INH: nome, estrutura e massa molecular (MM),
valores de cLogP, concentragdo inibitoria minima (CIMgo) frente M. tuberculosis Hs7Rv, indice
de citotoxicidade (ICso) frente células macrofagicas J774A.1 e indice de seletividade (1S).

Estrutura
molecular

Nome

Referéncia
MM
cLogP*
MICoo
1Cs0
IS

@\ > ﬁ T
Ty

Monobenzoil
cetona isonicotinoil

hidrazona

14
281,31 g/mol
1.65
3,13 pg/mL
1250 pg/mL
399

(0]
N\
TN
0 H ~N

Monoacetil cetona
isonicotinoil

hidrazona

15
219,24 g/mol
0.10
6,25 pg/mL
1250 pg/mL
200

N-(di(2-piridil)
metileno)
isonicotino

hidrazida

16
303,32 g/mol
2.58
3,13 pg/mL
625 ug/mL
200

Z
hoo Uy
I
N-(di(2-piridil)

metileno) tiofeno-2-

carbohidrazida

18
308,36 g/mol
3.17
1,56 ug/mL
625 nug/mL
401

Fonte: (PAVAN et al.,, 2010a); estruturas quimicas: autor (BKchem) *=cLogP calculado em
ChemBioDraw Ultra 14.0.

Portanto, compreendendo a situacdo da TB no mundo, o ciclo patogénico da doenca e

todas as formas nas quais o bacilo se encontra durante a infec¢do in vivo (ativo, latente e

intramacroféagico) e com o objetivo de responder as necessidades para a descoberta de novos

farmacos (toxicidade, espectro de atividade e mecanismo de acéo), as hidrazonas foram testadas

frente ao M. tuberculosis em diferentes condi¢bes experimentais afim de se avaliar seus

possiveis potenciais como novos farmacos bem como estudar seus mecanismos de acéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade de quatro moléculas hidrazonas frente ao M. tuberculosis em

diferentes condicdes e investigar seus possiveis mecanismos de acao.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a agéo das hidrazonas frente a cepa padrdo de M. tuberculosis Hz7Rv (ATCC 27294)
em estado ativo, em laténcia (hipdxia) e intracelularmente (em células macrofégicas);
- Avaliar o perfil de acdo afim de se classificar sua atividade em bactericida ou bacteriostatica;
- Avaliar a citotoxicidade frente células MRC-5 e J774A.1 em diferentes tempos;
- Avaliar o espectro de atividade frente cepas bacterianas gram-positivas e gram-negativas;
- Investigar possiveis mecanismos de acéo, relacionados a:

- Inibicdo de bombas de efluxo;

- Inibicao de sintese de acidos micolicos da parede celular;

- Inibicdo da sintese de proteinas.
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As metodologias executadas e descritas nesta secdo do trabalho foram realizadas

seguindo-se as etapas descritas na figura 6 a seguir.

micobacteriana

intramacrofagica || espectro de agdo

CIM,, frente M. ICy, frente células —
, 2 Determinagao
tuberculosis ———>| macrofagicase |——
. . do IS
ativo fibroblastos
H/
Cinética Atividade Determinagdo do CIM,, frente M.

tuberculosis latente

|
Etapa 4 - - -
l

H

=~

Determinagdo do
composto lider

Figura 6. Etapas de analise das hidrazonas. Métodos apresentados na mesma linha foram realizados
de maneira concomitante e as flechas indicam processos sequenciais.

3.1. Sintese das Hidrazonas

As hidrazonas 14, 15, 16 e 18, apresentadas na Tabela 1, foram sintetizadas e fornecidas

pelo grupo do Prof® Dr. Pedro Ivo Maia, do Instituto de Ciéncias Exatas, Naturais e Educacao

da Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Toda metodologia de sintese e caracterizacdo

das moléculas foi publicada por Pavan e colaboradores, em 2010 (PAVAN et al., 2010a).
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3.2. Cepas de M. tuberculosis

A cepa utilizada para os experimentos de REMA (Resazurin Microtiter Assay), cinética
bacteriana e atividade intramacrofagica foi a cepa padrdo de M. tuberculosis Hz7Rv (ATCC
27294), sensivel aos farmacos da terapia de tuberculose.

Para o experimento de LORA foram utilizadas cepas sensiveis transformadas, M.
tuberculosis Hs7Rv pFCA-luxAB para deteccdo de Iluminescéncia (DOS SANTOS
FERNANDES et al., 2017).

As cepas foram armazenadas em freezer -80 °C e, para utilizacdo, foram cultivadas em
meio Middlebrook 7H9, suplementado a 10% com OADC (&cido oleico, albumina, dextrose e
catalase) a 37 °C e 5% CO:..

Para o experimento do LORA (Low-Oxigen Recovery Assay), as bactérias passaram por
um cultivo em meio Dubos, em frasco lacrado, a 37 °C por aproximadamente 15 dias, até
turvacéo e indicacdo de anaerobiose, provocada pela reducé@o do azul de metileno presente na
solucdo. Este indicador de anaerobiose possui a cor azul na presenca de oxigénio e é reduzido
guando em auséncia do mesmo, tornando-se incolor. Apos este periodo, sabe-se que a bactéria
entrou em estado persistente, ndo-replicante e pode ser utilizada para o experimento (RESCH
etal., 1990; PARISH; ROBERTS, 2015).

3.3. Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIMgg) frente ao M. tuberculosis
em estado metabdlico ativo

A atividade anti-M. tuberculosis dos compostos foi determinada pelo método REMA
descrito por Palomino e colaboradores (2002). As solucbes estoque das hidrazonas foram
preparadas em DMSO (dimetilsulféxido) a 10 mg/mL e diluidas em caldo Middlebrook 7H9
(Difco) suplementado com OADC, para a obtencdo de concentracdes de 0,09-25ug/mL. Para a
cepa padrdo, RFP, solubilizada em DMSO e INH, solubilizada em agua, foram utilizadas como
controle do experimento em concentracdes de 0,004-1,0 ug/mL. Para os experimentos com
cepas resistentes, foram utilizados como controle a INH, RFP, ETA, gatifloxacino (GAT) e
amicacina (AMK) em concentracdes de 0,09-25 pg/mL.

Uma suspenséo de M. tuberculosis, cultivada em caldo Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC até a obtengdo de uma turbidez em padrdo McFarland N°. 1, foi diluida 1:500 em

caldo e, assim, ajustada para 6 x 10° UFC/mL e foram adicionados 100 pL do inéculo a cada
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poco de uma microplaca de 96 pogos, juntamente com 100 uL. dos compostos nas concentracoes
descritas. As placas foram incubadas em estufa durante 7 dias a 37 °C e 5% de CO..

No sétimo dia, foram adicionados 30 pL de resazurina a 0,01%, solubilizada em agua.
A fluorescéncia dos pogos foi detectada apos 24h utilizando-se o leitor de placas Cytation 3
(Biotek®). A Concentragdo inibitdria minima (C1Mago) foi definida como a menor concentragéo
na qual houve 90% de inibicdo do crescimento das bactérias. Os resultados sdo demonstrados
como a média obtida de trés ensaios independentes (PALOMINO et al., 2002).

3.4. Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIMgp) frente ao M. tuberculosis
em estado ndo-replicante, em hipoxia.

O método do LORA foi utilizado para avaliar a capacidade dos compostos em inibir o
crescimento bacteriano em estado de laténcia (ndo-replicante) e em baixa oxigenacao.

Para o ensaio, foi realizado inicialmente o processo de transformacdo do metabolismo
bacteriano, do estado ativo e replicante para o estado dormente, ndo-replicante, seguindo-se o
modelo desenvolvido por Wayne (2001).

Para tal, em frasco com tampa de rosca contendo meio Dubos suplementado com
albumina (Difco®), foi realizado o inoculo de células transformadas, contendo plasmideo
pFCA-IuxAB e indicador de anaerobiose, azul de metileno. Com a tampa do frasco
completamente vedada e selada com Parafilm®, o cultivo foi mantido a 37 °C, sob agitacdo em
estufa por, aproximadamente, 5-10 dias, até completa auséncia de cor do indicador e, assim,
um ambiente de hipdxia no frasco. Neste momento foram contabilizadas mais 200h de
incubacdo, sob as mesmas condi¢des, até a condicdo ideal de laténcia (PARISH; ROBERTS,
2015).

Podemos observar na figura abaixo, a curva de crescimento obtida em cultivos na
presenca e auséncia de oxigenacdo. Apos o periodo de incubagdo descrito, as bactérias alteram
seu metabolismo para o estado ndo-replicante e permanecem vivas, por longos periodos, apesar

da condigéo de hipoxia.
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Figura 7. Curvas de crescimento bacteriano em condicdes de oxigenacdo (A) e de hipdxia
(B). As flechas indicam a mudanca de metabolismo para NPR-1 e NPR-2 (estados néo-
replicantes 1 e 2). Fonte: (WAYNE, 2001).

Seguindo a metodologia descrita por Cho e colaboradores as solugdes estoque das
hidrazonas foram diluidas em Middlebrook 7H9 suplementado com OADC, para se obter a
concentracdo final de cada composto em um intervalo de 0,3 - 10 pg/mL. Uma aliquota da
cultura de M. tuberculosis Hz7Rv em estado de laténcia (obtida como descrito anteriormente)
foi adicionada a microplaca de 96 orificios, numa concentragdo final de 10° UFC/mL. Os
experimentos foram realizados em triplicata, as microplacas foram colocadas em jarras
hermeticamente fechadas, acrescidas de um catalisador e um indicador de anaerobiose
(GasPak™). A condi¢ao de anaerobiose (oxigénio < 0,16%) foi alcangada utilizando o
equipamento Anoxomat modelo WS-8080 (MART Microbiology) com 2 ciclos de evacuagéo
e preenchimento com uma mistura de 10% Hz, 5% CO-, e N2 balanceado.

As jarras foram incubadas a 37 °C por 10 dias. Apos este periodo, as placas foram
retiradas das jarras e incubadas em estufa a 37 °C por 28h para a recuperacdo do metabolismo
bacteriano. Apds as 28h, uma solucao de 1% de n-decanal em etanol foi diluida 10x em PBS e
100 pL foi adicionado a cada poco para leitura da luminescéncia.

Compostos que reduziram a viabilidade da bactéria, levaram a uma diminuig&o no sinal
da luciferase ap0s recuperagdo aerobia. A CIM foi definida como a menor concentragdo do
composto capaz de inibir a multiplicacdo de 90% das células de M. tuberculosis em estado de
laténcia (CHO et al., 2007).
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3.5. Determinacdo do indice de citotoxicidade (ICsp) frente células macrofagicas
(J774A.1) e fibroblastos pulmonares (MRC-5).

Nos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas células MRC-5 (ATCC CCL-171) e
J774A.1 (ATCC TIB-67), descongeladas e cultivadas em meio DMEM (Vitrocell®) e RPMI
(Vitrocell®), respectivamente, enriquecidos com 10% de soro fetal bovino e acrescidos de
sulfato de gentamicina (50 mg/L) e anfotericina B (2 mg/L).

As celulas foram cultivadas em garrafas e incubadas a 35 °C com 5% de CO; ate atingir
a confluéncia celular. Um volume de 2,5 x 10° células/mL de MRC-5 e 1,0 x10° células/mL de
J774A.1 foram semeados em microplaca de 96 orificios, com volume final de 100 pL,
incubadas por 24h a 37 °C com 5% CO> para permitir a adesdo celular. Apos este periodo, 0s
compostos foram acrescentados as placas num intervalo de diluicdo de 0,39-100 pg/mL com
incubacBes de 24h, 48h e 72h a 35 °C e 5% de CO2, em meios ausentes de antibidtico e
antimicotico.

Ap0s esse periodo, foram adicionados 50uL de 0,01% de resazurina (solubilizada em
agua destilada e estéril) e, apds 3h, a leitura de fluorescéncia foi realizada utilizando-se o leitor
Synergy H1 (Biotek®). O valor de ICso foi definido como a menor concentracio das hidrazonas

em que 50% das células permaneceram viaveis (PAVAN et al., 2010b).

3.6. Cinética Bacteriana

Para a cinética bacteriana, as hidrazonas foram preparadas em DMSO a 10 mg/mL. Essa
solucdo foi entdo diluida em meio Middlebrook 7H9 (Difco) suplementado com OADC, de
forma que sua concentracdo final em contato com a micobactéria fosse igual ou duas vezes
maior que o valor da CIMgo previamente estabelecida pelo método de REMA.

A concentragio inicial de M. tuberculosis em solucéo foi de 3-5 x 10° UFC/mL. Como
controle do experimento foi utilizado meio de cultura contendo apenas micobactérias na mesma
concentracdo, além de RFP e INH nas concentracdes de CIM e 2x CIM. As amostras foram
incubadas em agitador orbital a 37 °C e 0,3 xg(121 rpm), por um periodo de 15 dias. A partir
do dia 1 e a cada 48h, foram retiradas aliquotas que eram diluidas em série para plagqueamento
em agar Middlebrook 7H10 enriquecido com OADC.

Essas placas de meio s6lido foram incubadas em estufa a 37 °C e atmosfera a 5% de
CO2 por um periodo de 20-30 dias para contagem de UFC/mL. O experimento foi realizado em

trés ensaios independentes e os resultados foram expressos pela média aritmética e erro padréo
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do nimero de UFC/mL e, com os valores obtidos, foi possivel tracar uma curva representando
0 numero de bactérias vidveis em logaritmo decimal (ordenada) em funcdo do tempo de
exposicéo em dias (abscissa) (DE STEENWINKEL et al., 2010).

3.7. Atividade intramacroféagica

A atividade intramacrofagica foi determinada atraves da infeccdo in vitro de macrofagos
por bactérias M. tuberculosis Hz7Rv. As células macrofagicas J774A.1 foram cultivadas em
meio RPMI por aproximadamente 7 dias para sua utilizacdo no experimento. Uma quantidade
de 5 x 10° cel/mL foi semeada em pocos de uma placa de 24 pogos e incubada por 24h a 35 °C,
atmosfera a 5% CO; até a obteng&o de confluéncia celular. Apds este periodo foi entéo realizada
a fagocitose, processo que ocorreu apds a adicdo de 10 x 10° UFC/mL de indculo de M.
tuberculosis, por um periodo de 2h. Ap6s a incubacdo, a fim de se certificar que todas as
bactérias presentes ao final do experimento fossem aquelas previamente fagocitadas, realizou-
se adicdo de solucdo de amicacina a 200ug/mL para esterilizacdo do meio extracelular. Para se
confirmar a infecco, foram lisadas as células de dois pocos da placa com Triton 0,1% (Sigma®)
e um volume desse lisado foi transferido para placa de petri contendo agar Middlebook 7H10
para analise da infeccdo pré-tratamento.

A andlise da atividade das hidrazonas ocorreu através da adi¢dao de 1mL da solucédo das
hidrazonas, diluidas em meio RPMI, em valores iguais ou quatro vezes maior ou menor que
sua CIMgo. Como controle, foi utilizada RFP nas mesmas concentra¢fes. A placa de 24 pocos,
contendo as células e o tratamento, foi incubada nas mesmas condi¢cdes previamente descritas
por 72h.

Ap0s os 3 dias, 0s pocos foram lavados e as células lisadas com 1 mL de Triton 0,1%.
A solucdo contendo células macrofagicas lisadas e M. tuberculosis foi entdo diluida
seriadamente e plagueada em meio sélido Middlebook 7H10. Essas placas foram incubadas por
um periodo de 20-30 dias, a 37 °C e 5% de CO; para a contagem de UFC/mL. O resultado é
demonstrado como a média de dois ensaios independentes e demonstra a porcentagem de
inibicdo do crescimento das micobactérias intracelulares pelas hidrazonas comparado ao

crescimento obtido dos pogos sem tratamento apos as 72h.

3.8. Espectro de Atividade
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A determinacéo do espectro de atividade foi realizada afim de se determinar o potencial
das hidrazonas frente outras cepas bacterianas. Foram utilizadas Escherichia coli (ATCC
11775), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

O cultivo das espécies bacterianas foi realizado em placas com meio Luria-Bertani (LB)
solido, com repiques semanais. A cada trés semanas o cultivo foi reiniciado com suspensao
bacteriana estoque mantida a -80° C, com a finalidade de se evitar possiveis contaminacdes e
resisténcia. Foi utilizado como controle um farmaco do grupo dos aminoglicosideos, a
gentamicina.

Os ensaios de microdiluicdo foram realizados seguindo o protocolo estabelecido pelo
manual CLSI “Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
Aerobically” de 2012, com alteracdes: as cepas bacterianas foram cultivadas em meio LB
liquido, durante 20h em agitador orbital a 0,4 g (200rpm) e 37 °C. Foram entdo diluidas até
5x10° UFC/mL e 100 uL de indculo foram adicionados a outros 100 pL dos compostos em
concentragdes de 0,39-100 ug/mL. Apds 24h foi realizada a leitura da absorvancia a 600nm em
leitor de placas Synergy H1 (Biotek®). O resultado é demonstrado como a média de trés ensaios
independentes (NCCLS, 2005).

3.9. Avaliacdo da inibicdo da sintese de acidos micélicos - CCD

Para avaliar se 0 mecanismo de acdo apresentado pelas hidrazonas se relaciona com a
inibicdo da sintese dos acidos micdlicos foi realizado tratamento, extracdo e analise dos acidos
micolicos seguindo a metodologia de Jyoti e colaboradores, com modificacbes (JYOTI et al.,
2015).

Uma cultura de M. tuberculosis Hz7Rv foi cultivada em meio Middlelbrook 7H9,
suplementado com OADC a 10% por 5 dias. Foi realizado o ajuste da concentracdo em DOgoo
para 0,3 e entdo 10 mL de cultivo foi incubado por 20h a 37 °C com ou sem tratamento. Nos
indculos tratados, os compostos foram adicionados em seu valor de 2x CIMgo. Foram utilizados
como controle os farmacos RFP, INH, etionamida (ETA) e etambutol (ETH).

Ap0s o tratamento, foram realizadas lavagens e extragdo dos &cidos micolicos por meio
da adicdo de 10 mL de solucdo contendo metanol : tolueno : H.SO4 concentrado (10:10:0,4) e
incubagdo a 50 °C por 16h-18h em banho-maria. As amostras foram retiradas e resfriadas a
temperatura ambiente e adicionou-se em seguida 2 mL de hexano, seguido de vigorosa agitacdo

e repouso para separacgao de fases.
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A solugdo sobrenadante contendo os acidos micolicos foi retirada e concentrada por
evaporacao em capela com exaustdo de ar e aplicou-se sobre placas de aluminio cobertas com
silica gel (Sigma-Aldrich®, 5 x 10 cm, 15-40 um, 0,25mm) para desenvolvimento da
cromatografia em camada delgada (CCD). O volume de aplicacdo foi de 20 uL. Como fase
movel foi utilizada solucéo de hexano : éter etilico : acido acético (60:38:02). A revelacéao foi
realizada por vaporizacdo de anisaldeido sulfarico, seguido por carbonizagdo a 110 °C por 10

min.

3.10. Avaliacdo da inibicdo de bombas de efluxo

Afim de se determinar a capacidade das hidrazonas em inibir a atividade das bombas de
efluxo, realizou-se a técnica de acimulo de brometo de etidio (EtBr), que possui a capacidade
de se intercalar a cadeia de DNA (&cido desoxirribonucleiro), emitindo alta fluorescéncia
intracelular. Assim, quando a atividade das bombas é inibida, ocorre acimulo de brometo
intracelular enquanto que, sem a inibicgdo, a fluorescéncia aparente € baixa ja que as bombas
sdo capazes de exocitar o brometo que entra por difusdo passiva (VARDEVANYAN et al.,
2003; RODRIGUES et al., 2011).

De acordo com a metodologia descrita por Caleffi-Ferraciolli e colaboradores, um
inéculo de M. tuberculosis foi ajustado para uma concentragdo em DOegoo de 0,4 € 100 pL dessa
solucdo foi adicionado aos pocos de uma microplaca de 96 pocos. Foram acrescentados ainda,
em concentragdes iguais a % CIMgo, 50 pL de EtBr e 50 uL do composto a ser testado. Como
controles foram utilizados verapamil, RFP e INH (CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2016).

A placa entdo foi incubada em leitor de placas, Cytation H1, e a fluorescéncia foi lida a
cada 3 min, pelo periodo de 1 hora, resultando em 21 pontos de uma curva analitica em grafico
de fluorescéncia relativa com relacdo ao tempo e através das curvas obtidas foi possivel

averiguar a capacidade do composto em inibir a atividade das bombas de efluxo.

3.11. Avaliacdo da inibicdo de sintese de proteinas

O ensaio que busca investigar possivel mecanismo de acédo relacionado a maquinaria de
transcricdo e tradugdo bacteriana foi realizado com cepas de M. smegmatis mc2155 (ATCC
700084) e micobacteriofagos D29.

O principio do método se baseia na necessidade dos fagos em utilizar toda a maquinaria

de sintese de proteinas da bactéria para sua reproducdo. Durante o ciclo litico, o fago reproduz
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seu material genético e sintetiza as proteinas de seu capsideo utilizando a maquinaria de sintese

proteica bacteriana e, quando em grande quantidade, promove a lise da bactéria para continuar

seu processo infeccioso (KARTHIK; MUNEESWARAN; MANJUNATHACHAR, 2014).
Em meio de cultura, a lise das bactérias € visualizada como na figura a seguir, na qual é

possivel observar placas de lise formada pela multiplicacéo viral.

Figura 8. Placa de cultivo exempificando as placasde lise formadas por fagos em seu
ciclo litico. Fonte: Hope College: “Discovering a mycobacteriophage .

Assim, quando um composto € capaz de inibir o processo de sintese de proteinas em
uma bactéria, 0s virus ndo conseguirdo se reproduzir e lisar a mesma e, através da inibicdo ou
da observagdo de placas de lise formada pelos fagos poderemos identificar compostos
inibidores da sintese de proteinas bacteriana.

Portanto, para inicio do desenvolvimento do método, tornou-se necessaria a
determinacéo da CIMgo da hidrazona frente ao M. smegmatis.

Essa espécie micobacteriana apresenta alta similaridade genética com o M. tuberculosis,
menor tempo de geracdo, além de ndo ser capaz de promover infecgdo e, por isso, é bastante
utilizada em substituicdo ao M. tuberculosis (MC; STRAINS, 2015).

3.11.1. Determinacéo da ClMgo frente ao M. smegmatis

O ensaio foi realizado através da metodologia de REMA descrita anteriormente
(Palomino et al., 2002). Apenas neste caso, o cultivo bacteriano de M. smegmatis foi realizado
em meio Middlebrook 7H9 enriquecido com 10% de OADC (Acido oleico, albumina, dextrose
e catalase) acrescido de Tween 80 a 0,05%. O indculo foi incubado por dois dias numa
temperatura de 37°C e utilizado na concentragdo de 5 x 10° UFC/mL. Foram testados, além da
hidrazona 14, os farmacos controle RFP e INH.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados da concentracdo inibitéria minima (CIMgg) frente ao M. tuberculosis em
estado metabdlico ativo e ndo-replicante.

A atividade das hidrazonas frente o M. tuberculosis em estado ativo e ndo-replicante foi
avaliada atraves das metodologias do REMA e LORA, respectivamente, e os valores da ClMgg
estdo demonstrados na Tabela 2 abaixo. Os resultados sdo as médias calculadas a partir de trés
ensaios independentes e foram utilizados como controles do experimento os farmacos da
terapia, RFP e INH. Sdo considerados compostos promissores aqueles que apresentarem valores
de CIMgo < 10 pg/mL.

Tabela 2. Resultados da concentracéo inibitoria minima (CIMgo) frente cepa sensivel de M.
tuberculosis Hz7Rv em estado metabdlico ativo (REMA) e ndo-replicante (LORA). Valores
apresentados como média e desvio padrdo (M + DP) de trés ensaios independentes em
ug/mL e uM.

Compostos ClIMg (REMA) ClMg (LORA)
pug/mL uM ug/mL uM
14 0,35+0,15 1,23 +0,53 1,78 +1,61 6,31 +5,72
15 11,89 +0,32 54,24 +1,46 2,07 +0,36 9,44 + 1,64
16 1,82 + 0,68 6,01 + 0,22 2,35+1,73 7,76 + 5,70
18 5,30 + 0,25 17,17 + 0,81 1,78 + 0,93 5,77 + 3,02
RFP 0,04+0,01  0,05+0,001 <03 <0,36
INH 0,06 + 0,04 0,44 + 0,29 > 45,0 > 328,13

Entre os valores de CIMg obtida frente as bactérias em estado metabdlico ativo
podemos dizer que a hidrazona 14 é a que apresenta melhor atividade com CIMgo de 0,35 pg/mL
seguida pelas hidrazonas 16, 18 e 15 com concentragdes inibitorias de 1,8, 5,3 e 11,9 ug/mL,
respectivamente. Apenas a hidrazona 15 apresentou uma CIMgo acima do valor ideal,
demonstrando uma menor capacidade inibitéria frente ao bacilo.

Comparado os valores de CIMgo das hidrazonas com os farmacos da terapia, nenhuma
delas apresentou atividade superior a RFP ou a INH, com valores de CIMg de 0,04 e 0,06
ug/mL, respectivamente.

Contrapondo os valores de CIMgo publicados anteriormente, podemos observar uma
variagdo nos valores de CIMgo para todas as moléculas. Com relagéo as hidrazonas 14 e 16, que

apresentavam valores de CIMgo de 3,13 ug/mL, houve uma diminuicdo de 10x e 2x,
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respectivamente. Para as hidrazonas 15 e 18, com CIMsg de 6,25 e 1,56 ug/mL, os valores
aumentaram em quase 2x e 3,5x, respectivamente.

Essas alteracdes provavelmente aconteceram devido a uma modificagdo na metodologia
executada, na qual alterou-se o meio de cultura, que anteriormente era suplementado com
Tween 80 a 0,05% (PAVAN et al., 2010a).

Este tensoativo ndo-idnico é capaz de diminuir a tensdo superficial, aumentando a
solubilidade e biodisponibilidade, sendo também capaz de alterar a permeabilidade da
membrana celular e, assim, modificar a resposta do microrganismo ao composto e, por isso,
ndo foi mais utilizado, o que pode justificar a alteracdo destes resultados (MASAKI et al., 1990;
SINGH; VAN HAMME; WARD, 2007; LIANG et al., 2018).

No ensaio realizado com bactérias em estado ndo-replicante, os valores de CIMgo foram
bastante proximos, principalmente se considerarmos o desvio padrdo encontrado, variando
apenas entre 1,7 e 2,3 ug/mL. Comparando-se aos farmacos da terapia, apenas a RFP
apresentou atividade, com ClMgo menor que 0,36 ug/mL. A INH, como esperado, nédo
apresentou atividade contra as bactérias em estado néo-replicante, devido ao mecanismo de
acao desempenhado por este antimicrobiano.

Com relacdo a atividade das hidrazonas frente ao bacilo em estado dormente ou néo-
replicante é importante salientar que essa atividade é bastante significativa visto que, neste
estado metabdlico, o M. tuberculosis é considerado resistente a maioria dos farmacos utilizados
na terapia (SIRICILLA et al., 2014).

O estado ndo-replicante de M. tuberculosis se baseia na capacidade do bacilo em
persistir no tecido infectado, por longos periodos de tempo, sem se multiplicar e nem perder a
habilidade de provocar a doenca. Ainda segundo a literatura, a hipoxia é um fator importante
para a inducdo deste estado onde ha restricdo da atividade biologica para conservacao de energia
e diminuicdo da necessidade de reparos além da ativacao de vias alternativas para a producéo
de energia. Nessa condi¢do ndo-replicante persistente o bacilo apresenta maior resisténcia aos
antimicrobianos devido a diminuicdo do metabolismo (WAYNE; SOHASKEY, 2001,
DEVASUNDARAM et al., 2015; PARISH; ROBERTS, 2015)

Diante destes resultados, algumas hipdteses podem ser levantadas se, primeiramente,
retomarmos em detalhes o mecanismo de acdo da INH, que é a molécula precursora das
hidrazonas 14, 15 e 16.

A INH é um pré-farmaco que sofre metabolizagdo pela enzima KatG, sintetizada pelo
M. tuberculosis. Apos a metabolizagdo, um aduto entre INH e NAD é formado e é esta molécula
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que se liga e inibe a enzima InhA, responsavel pela sintese de &cidos graxos que resultardo na
biossintese dos &cidos micoélicos da parede celular, como esquematizado na Figura 9
(ALLIANCE et al., 2008; ANDRADE et al., 2008).
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Figura 9. Mecanismo de acdo da isoniazida. Metabolizagdo por KatG e inibicdo enzimatica de InhA
(ANDRADE et al., 2008).

A INH inibe a sintese dos acidos micélicos quando as bactérias estdo em estado ativo,
situacdo na qual a sintese da parede celular ocorre de maneira intermitente, porém, a INH néo
é ativa contra cepas em estado de dorméncia, ou ndo-replicantes, pois nesta condi¢do ndo ha
sintese ativa de parede celular ja que o bacilo diminui drasticamente sua atividade metabolica
e sua produgdo enzimética (WINDER; COLLINS, 1970; WAYNE; SOHASKEY, 2001,
SIRICILLA etal., 2014).

Essa auséncia de atividade inibitoria da INH frente o M. tuberculosis em estado néo-
replicante foi confirmada pelo ensaio do LORA, no qual a CIMgo de INH é superior a 45 ug/mL.

Portanto, sabendo que a atividade de INH é dependente de metaboliza¢éo e comparando
as atividades das hidrazonas com INH, podemos sugerir que as hidrazonas sao ativas frente o
M. tuberculosis de maneira independente de INH, ja que apresentaram atividade frente o bacilo
em estado ndo-replicante, podendo ainda atuar em mecanismo de agdo diferente de INH,
considerando que o alvo molecular destas moléculas estd em funcionamento durante o estado

de dorméncia.
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Ainda diante destes resultados, podemos supor que um mecanismo de agdo possivel para
essas hidrazonas € inibicdo da sintese de proteinas ou de ATP, isso porque, se considerarmos
os estados metabolicos avaliados, estes processos sao 0s Unicos que nao se alteram no estado
ndo-replicante, situacdo evidenciada pela atividade inibitoria da RFP que é mantida nesta
condicéo.

Além disso, outros farmacos utilizados na terapia que inibem a sintese proteica ou a
sintese de ATP e que também exibem atividade frente bactérias em hipdxia sdo a capreomicina
e a bedaquilina, respectivamente (ALLIANCE et al., 2008; FIELD, 2015).

Como explicitado anteriormente, a INH ndo é ativa contra as bactérias em estado néo-
replicante por ter sua acao sobre a sintese dos &cidos micolicos, processo este diminuido quando
em laténcia. Dessa forma, se as hidrazonas agissem por este mecanismo, provavelmente uma

diminuicdo em seu potencial inibitorio seria evidenciada, um resultado diferente do obtido.

4.2. Resultados de Indice de citotoxicidade (ICso) frente células macrofagicas e
fibroblastos pulmonares em 24, 48 e 72 horas.

Afim de avaliar a toxicidade das hidrazonas frente células eucaridticas foram realizados
ensaios de citotoxicidade in vitro frente células macrofagicas e fibroblastos pulmonares, em
diferentes tempos, e os resultados obtidos estdo demonstrados nos graficos 1 e 2 a seguir,
respectivamente.

As concentragdes que inibiram 50% do crescimento celular aparecem no eixo das
ordenadas como o indice de citotoxicidade (ICso) €, no eixo das abcissas, os diferentes tempos
de tratamento de cada uma das moléculas.

A anélise estatistica foi realizada de maneira a se comparar a toxicidade apresentada
pela hidrazona com relacéo a isoniazida sendo que, quando a diferenca estatistica é significativa
(P< 0,05), ha indicagdo com *.

Frente as células macrofagicas, podemos observar através do grafico 1 que a INH € a
unica molécula que ndo altera seu perfil de toxicidade ao longo das 72h, sendo que sua
concentragdo citotoxica é > 100 ug/mL em todos o0s tempos.

Comparando-se as hidrazonas com a INH, as que apresentaram os melhores resultados
foram as de numero 14 e 16, sendo que ambas apresentam ICso > 100 ug/mL nas primeiras 24h
e, apesar da diminuicdo da concentracdo citotoxica apds 48 e 72h, a diferenca com relacéo a

INH néo foi estatisticamente significativa.
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A hidrazona 18 apresentou ICso > 100 ug/mL apés 24h de tratamento. Porém, apés 48h,
demonstrou inibicdo do crescimento celular numa concentragdo de 20 ug/mL e, apds 72h, um
ICso de aproximadamente 10 pug/mL. Essa diminuicdo do ICso de acordo com o tempo ndo é
satisfatoria ja que, para o tratamento da TB ser efetivo, um periodo de 24h ndo seria suficiente
e apenas durante esse tempo a hidrazona néo inibiu o crescimento celular, permanecendo o
indculo com 100% de viabilidade. Essa toxicidade pode ser justificada pela presenca no anel

tiofeno em sua estrutura, ja que esta € a Unica parte da molécula que difere da hidrazona 16.
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Gréfico 1. indice de citotoxidade (ICso) das moléculas hidrazonas e isoniazida (INH) frente & linhagem
celular macrofagica, J774A.1. Concentragdo maxima testada de 100 ug/mL. Analise estatistica por
Prisma 5.0: Two-way ANOVA, com pos-teste de Bonferroni. *= diferenca estatistica significante com
relacdo ao tratamento com INH no mesmo tempo de tratamento.

O anel tiofeno é conhecido por seu potencial citotoxico in vivo devido a sua
metabolizacdo e formacgédo de compostos reativos, com consequente hepatotoxicidade. Devido
a isso, somado a caracteristica citotdxica, essa molécula ndo se apresenta como uma das mais
promissoras (GRAMEC; MASI; DOLENC, 2014).

Ja a hidrazona 15 foi a que apresentou maior citotoxicidade, inibindo o crescimento
celular ja nas primeiras 24h de tratamento numa concentracdo de aproximadamente 35 pg/mL
e, apds 72h, inibiu o crescimento celular em 1 pg/mL, valor menor que sua ClMgo.

E importante salientar que a analise da citotoxicidade frente células macrofagicas foi
realizada até 72h para posterior avaliacdo da atividade intramacrofagica das moléculas. Durante
0 experimento, as células imunoldgicas ficam em contato com as hidrazonas por 72h e,

portanto, € necessario que se mantenha a viabilidade celular neste intervalo de tempo.
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A citotoxicidade frente linhagem celular de fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5)
foi realizada com o objetivo de se obter uma analise prévia da toxicidade dos compostos frente
ceélulas humanas.

Frente aos fibroblastos pulmonares tanto a INH quanto a hidrazona 14 apresentaram
valores de ICso > 100 pg/mL em todos os periodos de tratamento avaliados (grafico 2). Esse
resultado é bastante satisfatdrio ja que podemos comparar essa hidrazona com a seguranca
apresentada pela INH.

A hidrazona 16 também apresentou bons valores de ICso, sendo que a concentracéo
necessaria para inibir o crescimento de 50% das células foi maior que 100 pg/mL apos 24h e,
aproximadamente 70 ug/mL, apds as 72h de exposicao.

As hidrazonas 15 e 18 foram bastante toxicas ja nas primeiras 24h, com diminuicdo

gradual do ICso de acordo com o tempo.
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Gréfico 2. Indice de citotoxidade (ICso) das moléculas hidrazonas e isoniazida (INH) frente & linhagem
celular de fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5). Concentracdo méxima testada de 100 ug/mL.
Andlise estatistica por Prisma 5.0: Two-way ANOVA, com pds-teste de Bonferroni. *= diferenca
estatistica significante com relacéo ao tratamento com INH no mesmo tempo de tratamento.

Os indices de seletividade (1S) encontrados para todas as hidrazonas frente as diferentes
células sdo apresentados na Tabela 3 e demonstram a capacidade do composto em inibir o
crescimento de micobactérias de maneira especifica, sem interferir na viabilidade celular.

Assim, quanto maior o valor do IS, mais seletiva € a molécula e mais seguro € 0 seu uso.
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S&o considerados resultados positivos os valores de IS > 10. Assim, apenas as
hidrazonas 14 e 16 sdo consideradas ndo-citotoxicas sendo, portanto, as melhores moléculas do

grupo.

Tabela 3. Resultados de indice de seletividade (IS) obtidos para as hidrazonas e isoniazida nos
testes de citotoxicidade em 24h, 48h e 72h frente as linhagens celulares de macréfagos murinos
(J774A.1) e fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5).

Compostos MRC-5 JI74A1
24h 48h 72h 24h 48h 72h
14 >289,02 >289,02 >289,02 >289,02 240,88 236,46
15 2,76 0,45 0,03 2,87 0,20 0,06
16 >54,85 52,79 36,99 >54,85 52,44 39,65
18 0,73 0,61 2,62 18,88 3,27 1,91
INH >1666,66 >1666,66 >1666,66 >1666,66 >1666,66 >1666,66

As hidrazonas 15 e 18 foram as que apresentaram os piores indices, demonstrando baixa
ou nenhuma seletividade frente as duas linhagens celulares testadas, principalmente apds as
72h.

Esses resultados acabam por inviabilizar a continuidade dos estudos com essas
moléculas j& que, para ser utilizada no tratamento é desejavel que a molécula, no minimo,
apresente seletividade em inibir o crescimento do bacilo.

Como as analises do espectro de atividade, da cinética bacteriana e da atividade
intramacrofagica foram realizadas de maneira concomitante, os resultados de todas as

hidrazonas serdo apresentados a seguir.

4.3. Espectro de Atividade

A avaliacéo do espectro de atividade se faz importante para se conhecer a capacidade
do composto em inibir o crescimento de outras bactérias. As cepas escolhidas para a avaliagcdo
do espectro sdo amplamente avaliadas e os resultados, demonstrados na Tabela 4 a seguir, foram
obtidos como a média de trés ensaios independentes (SIRICILLA et al., 2014; NARENDER et
al., 2016).

De maneira geral as hidrazonas apresentam espectro de atividade estreito, ja que nédo
inibiram o crescimento de outras bactérias.

Vinculando este resultado a posterior anélise do mecanismo de agéo possivel para essas

hidrazonas podemos acreditar que o alvo molecular inibido pelas hidrazonas ndo é uma
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estrutura geneticamente conservada entre outros procariotos ja que, em concentragdes muito
maiores daquelas apresentadas frente o M. tuberculosis, essas hidrazonas ndo foram capazes de

inibir outros microorganismos.

Tabela 4. Resultados da atividade frente diferentes cepas bacterianas Gram positivas e
negativas, calculo da concentragdo inibitdria de 90% (CIMg). Valores apresentados como
média (M) e desvio padrdo (DP) de trés ensaios independentes em ug/mL.

Compostos S. typhimurium  P. aeruginosa S. aureus E. coli

14 >100 >100 >100 >100

15 >100 >100 >100 >100

16 >100 >100 >100 >100

18 >100 >100 >100 >100
Gentamicina 1,16 + 0,38 2,02 + 0,66 3,97 +2,35 5,07 +0,14

Essa caracteristica de espectro de acdo estreito é demonstrada também pela bedaquilina,
pela capreomicina e pela isoniazida, com acgdo restrita as micobactérias, uma caracteristica
comparavel as hidrazonas (ALLIANCE et al., 2008; FIELD, 2015).

4.4, Cinética Bacteriana

Os resultados obtidos das analises realizadas no ensaio de cinética bacteriana séo
encontrados nos graficos 3 — 6 apresentados a seguir. Sdo demonstrados os valores de UFC/mL
em escala logaritmica, em cada dia de coleta realizada.

Através destes graficos foi possivel observar a curva de crescimento bacteriano quando
em meio tratado ou ndo tratado (controle) e, dessa forma, pudemos determinar o perfil de morte
apresentado pelo composto, se bactericida ou bacteriostatico.

A diferenca entre estes termos se da na capacidade de matar a bactéria — efeito
bactericida — ou apenas inibir seu crescimento — efeito bacteriostatico. A diferenca é observada
a partir da diminuicdo da concentragdo do inoculo, sendo que a atividade bactericida ocorre a
partir da diminuicdo de 99,9% das bacterias, ou seja, 3 logs (PANKEY; SABATH, 2004; DE
STEENWINKEL et al., 2010; NEMETH; OESCH; KUSTER, 2015).

Todas as hidrazonas foram testadas em seus valores de CIM e 2x CIM para que se
pudesse avaliar qualquer alteracdo no perfil de morte provocado pela hidrazona em maior

concentragao.
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Como controle foram utilizadas RFP e INH nas mesmas concentragdes (exceto para
INH, testada apenas em 2x CIM) e ambas hidrazonas apresentaram efeito bacteriostatico in
vitro, como ja era esperado nestas concentracdes. Além disso, a INH apresenta atividade
bactericida apenas nos primeiros dias de tratamento pois, ap6s a morte dos microrganismos
vulneraveis, restam em solucdo as bactérias chamadas persistentes (ALLIANCE et al., 2008;
DE STEENWINKEL et al., 2010).

Em todos os gréaficos € tracada uma linha pontilhada que indica o ponto no qual a
concentracdo do inoculo precisa chegar para que a molécula apresente atividade bactericida.

No grafico 3 é apresentado o resultado da cinética bacteriana da hidrazona 14. As
concentragOes utilizadas foram de 0,35 ug/mL (14 1) e 0,7 ug/mL (14 11).

Para a RFP e INH, as concentracGes utilizadas foram as mesmas em todas as analises:

0,04 pg/mL e 0,08 png/mL para RFP I e 11, respectivamente e 0,10 ug/mL para INH.
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Grafico 3. Cinética bacteriana da hidrazona 14 e controles de crescimento bacteriano, e de farmacos
RFP (rifampicina) e INH (isoniazida). a= contagem bacteriana estatisticamente diferente do controle no
mesmo dia (p<0,05). I= Concentracao igual a 1x CIMg e 1l= Concentracdo igual a 2x CIMg. Analise
estatistica: Prima 5.0, one-way ANOVA com pos-teste Newman-keuls. Os resultados sdo apresentados
como média e erro padrdo de trés ensaios independentes.

Considerando que a concentragdo inicial do indculo era de 5,0 x10° UFC/mL e que um
efeito bactericida seria atingido numa concentragdo de 5,0 x102 UFC/mL (linha tracejada),

podemos considerar a hidrazona 14 como um composto de atividade bactericida.
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E possivel notar diferenca estatistica entre o controle do experimento e o tratamento
com a hidrazona a partir do nono dia, resultado que se mantém até o final do experimento.

O decaimento observado na curva da hidrazona 14 foi mais acentuado do que o
provocado pelos farmacos do tratamento padrdo em seus valores de CIMgo.

Esse decaimento apresentado pelos fa&rmacos da terapia padrdo ja era esperado porque,
de acordo com De Steenwinkel e colaboradores, para que RFP apresente um potencial
bactericida in vitro é necessaria uma concentracdo de 8,0 ug/mL, um valor 20x maior que sua
ClIMgo enquanto que, para INH, o efeito bactericida in vitro é alcancado numa concentragéo
maior que 500x sua CIMgo, em 64,0 ug/mL (DE STEENWINKEL et al., 2010)

Dessa forma, podemos sugerir que o efeito bactericida da hidrazona 14 é mais
acentuado, in vitro, do que o efeito apresentado pelos farmacos da terapia demonstrando o

grande potencial desse composto como possivel novo farmaco.
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Grafico 4. Cinética bacteriana da hidrazona 15 e controles de crescimento bacteriano e de farmacos
RFP (rifampicina) e INH (isoniazida). a= contagem bacteriana estatisticamente diferente do controle no
mesmo dia (p<0,05). I= Concentrac¢do igual a 1x CIMgy e 1= Concentracdo igual a 2x CIMg. Analise
estatistica: Prima 5.0, one-way ANOVA com pos-teste Newman-keuls. Os resultados sdo apresentados
como média e erro padréo de trés ensaios independentes.

O resultado da cinética da hidrazona 15 é demonstrado no grafico 4. As concentracfes

utilizadas foram de 12 ug/mL e 24 ug/mL para 15 | e 15 11, respectivamente.



42

A diferenca estatistica na curva de crescimento da hidrazona 15 com relagdo ao controle
aparece apenas no 15° dia quando do tratamento no valor da ClMgo (em verde) e no 9° dia
quando em 2x CIMgo (em cinza).

A curva de crescimento apresentou um leve decaimento, de aproximadamente 2 logs,
quando em 2x a CIMgo, um resultado que demonstra uma atividade semelhante entre a hidrazona
15 e a RFP quando ambas estdo numa concentracéo duas vezes maior que a ClMgp.

Porém, apesar da atividade in vitro ap6s 15 dias de exposicdo ser comparavel a RFP, a
concentracdo que atingiu esse efeito é 2x maior que a CIMg €, levando em consideracdo 0s
baixos indices de seletividade do composto 15 no valor da CIMgo, podemos acreditar que a
toxicidade dessa molécula em maiores concentragdes seria ainda maior e, assim, seria inviavel

0 tratamento nesta concentragéo.
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Grafico 5. Cinética bacteriana da hidrazona 16 e controles de crescimento bacteriano, e de farmacos
RFP (rifampicina) e INH (isoniazida). a= contagem bacteriana estatisticamente diferente do controle no
mesmo dia (p<0,05); b= contagem bacteriana estatisticamente diferente da INH no mesmo dia (p<0,05).
I= Concentracdo igual a 1x CIMgo e 1= Concentragdo igual a 2x CIMgo. Anélise estatistica: Prima 5.0,
one-way ANOVA com pds-teste Newman-keuls. Os resultados sdo apresentados como média e erro
padrdo de trés ensaios independente.

A melhor atividade no ensaio de cinética foi a apresentada pela hidrazona 16 (grafico 5)
que conseguiu promover a diminuicdo do inoculo bacteriano em 3 logs ja no 9° dia de
tratamento em seus valores de ClIMgo e 2x CIMgo, demonstrando um perfil bactericida frente o

M. tuberculosis.
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As concentragdes testadas foram de 1,8 ug/mL (16 1) e 3,5 ug/mL (16 I1).

A diminui¢do da concentragdo bacilar comecou a se diferenciar do controle também a
partir do 9° dia de tratamento e acreditamos que, provavelmente, chegaria a uma esterilizacao
do in6culo se o experimento continuasse por mais alguns dias, ja que é possivel observar um
decaimento gradual e continuo na curva de crescimento.

Observando as curvas de crescimento apresentadas pelos controles RFP e INH podemos
dizer que a hidrazona 16 apresenta melhor atividade contra o M. tuberculosis, in vitro, do que
os farmacos utilizados no tratamento preconizado, mesmo que a diferenca estatistica tenha

aparecido apenas no 15° dia, com relagao a INH.
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Grafico 6. Cinética bacteriana da hidrazona 18 e controles de crescimento bacteriano, e de farmacos
RFP (rifampicina) e INH (isoniazida). a= contagem bacteriana estatisticamente diferente do controle no
mesmo dia (p<0,05). I= Concentracdo igual a 1x CIMg e I1= Concentracdo igual a 2x CIMg. Analise
estatistica: Prima 5.0, one-way ANOVA com pos-teste Newman-keuls. Os resultados sdo apresentados
como média e erro padrdo de trés ensaios independente.

No gréfico 6 € apresentado o resultado da cinética da hidrazona 18, que foi a que menos
inibiu o crescimento do M. tuberculosis, se comparada aos resultados das hidrazonas 14, 15 e
16 e aos farmacos padréo.

Assim como a hidrazona 15, a diferenca estatistica com relagdo ao controle apareceu
apenas no 15° dia de tratamento em ambas concentracfes testadas, que foram de 5,3 ug/mL

para 18 | e 10,5 pg/mL para 18 Il, respectivamente.
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Esse perfil apresentado pela hidrazona 18 ndo foi satisfatorio e, associando essa
atividade com seus baixos IS, acreditamos que essa molécula ndo seria adequada ao tratamento
da TB.

4.5. Atividade intramacrofaqgica

Nos gréaficos a seguir sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio de atividade
intramacrofagica, no qual pode-se avaliar o potencial de cada hidrazona em inibir o crescimento
do M. tuberculosis dentro dos macrofagos.

Para a hidrazona 14 as concentragdes utilizadas no ensaio foram de 0,35 pug/mL, valor
de sua CIM, e 5x e 10x o valor da CIM. Como controle, a RFP acompanhou a hidrazona 14,
sendo avaliada no valor de 1x, 5x e 10x a CIM.

Utilizamos estas concentracdes apenas para essa hidrazona, pois a mesma apresentou

altos indices de seletividade frente as celulas macrofagicas.
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Gréfico 7. Atividade intramacrofagica da hidrazona 14 (Cl1Mgo = 0,35 ug/mL). Andlise estatistica: Prima

5.0, one-way ANOVA com pos-teste Newman-keuls. Os valores de inibicdo séo apresentados como
média e erro padrédo de dois ensaios independentes.

Quanto a atividade apresentada, a hidrazona 14 demonstrou aumento em seu potencial
inibitério de maneira proporcional ao aumento da sua concentracdo, com inibicdo de
aproximadamente 15% no valor de sua CIM e de 35% e 65% quando em 5x e 10x sua CIM,

respectivamente.
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Diferente do perfil apresentado pela hidrazona, a RFP age de maneira uniforme ao inibir
o0 crescimento das micobactérias fagocitadas, mantendo a porcentagem de inibi¢cdo em torno de
60% ja no valor de sua CIM, de 0,04 pg/mL.

Devido a este resultado obtido e sabendo da n&o toxicidade da hidrazona 14, decidimos
realizar novo ensaio afim de verificar a atividade da molécula em maiores concentragdes. Assim
foram utilizadas concentracGes de 20, 50 e 100x a CIM obtida para a hidrazona 14 e também
para RFP.

Os resultados foram unidos no gréafico 8 apresentado a seguir.
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Gréfico 8. Atividade intramacrofagica da hidrazona 14 em maiores concentragdes (ClMg = 0,35
pug/mL). Analise estatistica: Prima 5.0, one-way ANOVA com poés-teste Newman-keuls. Os valores de
inibicdo sdo apresentados como média e erro padrdo de dois ensaios independentes.

Nessas maiores concentracdes e possivel observar um aumento da atividade. Quando a
concentracdo é 20x a ClMago, a inibicdo do crescimento bacilar chega a 70% e, ap0s esta
concentragéo, ocorre uma estabilizagédo da atividade, permanecendo em torno de 70% quando
50 e 100x maior que o valor da ClIMgo. Provavelmente, nessas concentragcdes maiores, ha uma
saturacdo do alvo farmacologico da hidrazona 14 e, por isso, ha uma manutencdo da resposta
mesmo com 0 aumento da concentrag&o.

Com a RFP ndo ocorrem mudangas téo significativas no perfil de inibicdo quanto o
demonstrado pela hidrazona 14, ja que a inibicdo comeca em 60%, quando no valor da CIM, e

sobe para 75% quando em 100x a CIM.
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Para a hidrazona 15 néo foi vidvel a realizacdo do ensaio de atividade intramacrofégica
ja que, no ensaio de citotoxicidade, apds 72 h de exposicdo, a concentracdo citotoxica (I1Cso)
para 50 % do in6culo de macrofagos foi igual a 1,0 pg/mL e a ClMg para a hidrazona 15 é de
11,9 ug/mL. Dessa forma, ndo existe a possibilidade de sobrevivéncia celular na minima
concentracdo necessaria para a inibicdo do crescimento das micobactérias e, por isso, 0 teste
ndo foi realizado.

Para a hidrazona 16 as concentracOes testadas foram iguais ao valor de sua ClMgo €
CIMgo/4 e ClIMgox4, com valores de 2,0, 0,5 e 8,0 ug/mL, respectivamente.

A atividade intramacrofagica da hidrazona 16 foi menos evidente quando comparamos
a hidrazona 14, sendo a 16 a que apresentou a menor atividade mesmo quando numa
concentracdo 4x maior que sua CIM, inibindo o crescimento do M. tuberculosis em apenas 10%

no valor da CIM.
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Gréfico 9. Atividade intramacrofagica da hidrazona 16 (ClIMgo = 1,82 ug/mL). Analise estatistica: Prima
5.0, one-way ANOVA com pos-teste Newman-keuls. Os valores de inibi¢do sdo apresentados como
média e erro padrdo de dois ensaios independentes.

Esse resultado da hidrazona 16 ndo era esperado devido a sua excelente atividade frente
o bacilo, principalmente por seu potencial bactericida. Porém, ndo devemos nos esquecer que
essa molécula também € ativa frente o M. tuberculosis ndo-replicante e, por isso, esse resultado
ndo limita o potencial dessa hidrazona como novo farmaco para o tratamento.

Para a hidrazona 18 os valores testados foram de 5,3 e 1,3 ug/mL, ou seja, o valor de
sua CIMgo e CIMgo/4, respectivamente. Foram testadas apenas essas concentracdes devido a
toxicidade apresentada por essa molécula frente a linhagem de macréfagos J774A.1 apés 72h,

resultados apresentados anteriormente.
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Como podemos observar no grafico 10 abaixo, a hidrazona 18 ndo apresentou eficiente
atividade intramacrofagica, ndo sendo efetiva na eliminagdo dos bacilos nesta condicao.
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Gréfico 10. Atividade intramacrofégica da hidrazona 18 (ClIMg, = 5,30 pug/mL). Anélise estatistica:
Prima 5.0, one-way ANOVA com pos-teste Newman-keuls. Os valores de inibicdo sdo apresentados
como média e erro padréo de dois ensaios independentes.

4.6. Determinacédo do composto lider

Neste momento, é apresentado na Tabela 5 abaixo um resumo das atividades
apresentadas em todos os testes realizados com as hidrazonas. Essa avaliacao é necessaria para
que se proceda a determinagdo do composto lider com a qual serdo realizados os experimentos

para descoberta do possivel mecanismo de acgéo.

Tabela 5. Resumo geral da atividade das hidrazonas em todos testes executados.

i . Hidrazonas
Avaliacdo da atividade 1 15 16 18
CIMgo rema < 10pug/mL v X v v
ClIMgo Lora < 10pg/mL v v v v
IC50>10 MRC-5 (24h) 4 X v X
ICs50>10 J774A.1 (72h) 4 X v X
Atividade Intramacrofagica* v X X x
Atividade bactericida 4 X v X
Atividade bacteriostatica X v X v
Estreito espectro de atividade v v v 4

*Atividade intramacrofagica comparavel a RFP.

Foram pontos determinantes para essa escolha os valores de CIMgg, que deveriam ser

menores que 10 ug/mL e os valores de IS, que devem ser maiores ou iguais a 10. Além desses
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pontos, é importante que a hidrazona seja ativa frente ao bacilo nas diferentes condicdes
metabolicas, no estado ndo-replicante e intramacrofagico.

Dessa forma, podemos concluir que a hidrazona 14 ¢é a que apresentou atividade em
todas as condicdes testadas, além de ndo apresentar toxicidade frente as células eucaridticas

sendo, portanto, a hidrazona lider escolhida para avaliagdo do possivel mecanismo de ag&o.

4.7. Resultado da avaliacdo da inibicdo da sintese de acidos micélicos — CCD

Na Figura 10 é apresentada a cromatografia em camada delgada obtida apds tratamento
de culturas de M. tuberculosis e extracao de &cidos micolicos. Foram testados, da esquerda para
a direita, padrao de acidos micdlidos, RFP, INH, ETA, ETH, controle ndo tratado e hidrazona
14,

4otk

Figura 10. Cromatoplaca (silica gel) dos acidos micolicos extraidos ap6s tratamento. Da esquerda para
direita: padrdo, RFP, INH, ETA, ETH, controle ndo tratado e hidrazona 14. FM: hexano:éter
etilico:acido acético (60:38:02). Revelador: anisaldeido sulfurico (110 °C por 10 min). Fonte: autor.

Para o tratamento das culturas foram utilizadas concentracdes dos farmacos em 2x
ClIMgo pois, em experimentos anteriores, ndo foi possivel observar a inibi¢do da sintese dos
acidos micolicos em culturas tratadas com os farmacos inibidores, INH, ETA e ETH.

Os valores de CIMgo da RFP, INH e da hidrazona 14 foram determinados pelo ensaio
do REMA. Para os compostos ETH e ETA foram utilizados valores de CIMgg encontrados na
literatura, respectivamente 0,5 e 0,25 ug/mL (ALLIANCE et al., 2008).

A distancia de eluicéo foi de 9 cm e, dessa forma, o fator de retencéo (Rf) do padréo foi
igual a 0,47 para a mancha superior e 0,44 para a inferior. Essas machas indicam uma separagédo

entre os acidos micolicos extraidos, resultado ja esperado (JYOTI et al., 2015).
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Podemos observar de maneira clara o aparecimento de manchas com Rf iguais ao padréo
nas amostras de RFP, controle positivo e hidrazona 14.

Para INH, ndo houve aparecimento de mancha e para as amostras ETH e ETA as
manchas apareceram bem mais claras do que as apresentadas pela RFP, controle e hidrazona.

Essa menor concentragdo de acidos micdlicos aparentes na CCD para 0s tratamentos
com ETA e ETH se devem ao fato de que as concentracOes utilizadas se basearam na ClMgo
encontrada na literatura e ndo em um resultado experimental. Assim, provavelmente a ClMgo
experimental poderia ser pouco maior, levando a total inibicdo da sintese dos acidos micolicos,
resultado esperado para estes antimicrobianos.

Finalmente, através do aparecimento de mancha coincidente com o padrdo na amostra
da hidrazona 14, podemos concluir que esta hidrazona nédo é capaz de inibir efetivamente a
sintese de acidos micolicos da parede do M. tuberculosis.

Hé& ainda a possibilidade de que a hidrazona 14 seja capaz de diminuir a sintese desses
acidos graxos. Porém, por este ser um método qualitativo e ndo quantitativo, ndo é possivel
determinar se houve ou ndo esta diminuicdo. Ainda assim, é uma metodologia eficaz para se
evidenciar o mecanismo de a¢ao principal de um composto.

Este resultado esta de acordo com o esperado, ja que compostos inibidores da sintese
dos acidos micélicos ndo sdo capazes de agir na inibicdo do crescimento bacteriano em estado
ndo-replicante, como previamente comentado.

Dessa forma, podemos excluir o mecanismo de acdo relacionado a inibicdo da sintese

de cidos micolicos, alvo de acdo da INH, o prototipo para a sintese dessas hidrazonas.

4.8. Resultado da avaliacdo da inibicdo de bombas de efluxo

No grafico 11 sdo apresentadas curvas analiticas relativas a fluorescéncia intracelular
do brometo de etidio com relagcdo ao tempo em M. tuberculosis. Foram utilizados no teste a
hidrazona 14 e verapamil, ambos em concentracdo igual a %2 CIMgo € como controle, M.

tuberculosis ndo tratado.
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Gréfico 11. Gréfico da fluorescéncia relativa do brometo de etidio com relagdo ao tempo para avaliagdo
da atividade com relacéo a inibicdo de bombas de efluxo. *= momento em que se inicia a diferenca
estatistica significativa do controle e da hidrazona 14 com relacdo ao verapamil (18min). Anélise
estatistica: Prima 5.0, one-way ANOVA com poés-teste Newman-keuls. Os resultados sdo apresentados
como média e erro padrao de triplicata técnica.

Também foram realizados outros controles, ndo apresentados no grafico, verificando a
fluorescéncia emitida pelo PBS, PBS + BrEt, PBS + BrEt + verapamil e PBS + bactéria.

O verapamil, conhecido farmaco inibidor de canais de calcio em células eucaridticas,
também possui a capacidade de inibir a atividade das bombas de efluxo presentes na membrana
do M. tuberculosis, dessa forma, promovendo um aumento gradativo da fluorescéncia
intracelular por aumento da concentracdo de BrEt (MACHADO et al., 2016).

Estatisticamente, a partir de 18 minutos, ja é possivel verificar diferenca significativa
entre a fluorescéncia do verapamil e o controle ndo tratado, demonstrando assim a eficiéncia
deste farmaco em inibir as bombas de efluxo e assim aumentar a concentracdo de brometo
intracelular.

Comparando-se as curvas obtidas, podemos observar que ndo houve diferenca estatistica
entre as curvas do controle e da hidrazona 14, determinando assim que o composto ndo possui
atividade frente as bombas de efluxo de M. tuberculosis.

Assim, mais um dos possiveis mecanismos de acdo € excluido do conjunto de

possibilidades, afunilando-se assim, as possibilidades.

4.9. Resultado da avaliacdo da inibicdo da sintese de proteinas
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A Tabela 6 a seguir apresenta os resultados obtidos no ensaio de REMA para
determinacéo da CIMgo frente a M. smegmatis.

Tabela 6. Resultados da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIMgo) frente a
cepas de M. smegmatis mc2155 (ATCC 700084). Valores apresentados como média (M) +
desvio padréo (DP) de trés ensaios independentes.

Compostos ClIMoo (ug/mL)

Hidrazona 14 > 25,0
RFP 24+15
INH 47+0,9

Como podemos observar, a hidrazona 14 apresenta um valor de CIMgo superior a 25
ug/mL, maior concentracdo utilizada no experimento. Devido a isso, ndo foi possivel realizar
0 ensaio para possivel determinacdo do mecanismo de acdo relacionado a inibicdo da sintese de
proteinas com a utilizacdo de fagos D29.

Contudo, posteriormente, 0 ensaio sera devera ser realizado utilizando-se cepa padréo
de M. tuberculosis, ja que frente esta espécie a hidrazona 14 foi ativa.

Porém, por meio desta analise, podemos sugerir que o alvo de inibicdo apresentado pela
hidrazona 14 é especifico para o M. tuberculosis, como ocorre com a capreomicina, por
exemplo.

A capreomicina, inibidora da sintese de proteinas que apresenta estreito espectro de
atividade, inibe a por¢do 16S do ribossomo micobacteriano. Essa estrutura € amplamente
conservada na maioria das espécies bacterianas, porém, seu espectro de acao € estreito devido
a presenca do gene tlyA no M. tuberculosis. Este gene estd associado a metilacdes especificas
no ribossomo e, essas alteragdes estruturais permitem a ligacao da capreomicina e a inibicdo da
sintese de proteinas e, devido a auséncia deste gene em outras espécies, a capreomicina se torna
menos eficiente (JOHANSEN et al., 2006).

Dessa forma, ndo excluimos a inibicéo da sintese de proteinas como possivel mecanismo

de acdo para a hidrazona 14.
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5. CONCLUSAO

A Tuberculose continua, a cada dia, provocando mortes ao redor de todo o mundo. Seu
tratamento, apesar de efetivo, apresenta-se obsoleto frente as cepas resistentes e pode ser
melhorado através do estudo de novos compostos e neste trabalho avaliamos a atividade das
hidrazonas, compostos inovadores, sintetizados com base na estrutura quimica da isoniazida.

Ap0s as analises iniciais, conseguimos verificar que todas essas hidrazonas apresentam
atividade inibitoria frente o Mycobacterium tuberculosis em seus dois principais estados
metabdlicos: replicante e ndo-replicante. Essa caracteristica absolutamente vantajosa ja nos
dava indicios do potencial desses compostos, que foram capazes de inibir o bacilo de forma
mais satisfatdria que a INH, incapaz de inibir a bactéria ndo-replicante.

Apobs a avaliagdo da citotoxicidade e calculo do IS pudemos determinar que as
hidrazonas de nimero 14 e 16 seriam as mais promissoras do grupo, por apresentarem valores
de IS > 10 e, ainda, efeito bactericida frente a micobactéria e estreito espectro de atividade.

Ja frente as bactérias intramacrofagicas, a hidrazona 14 despontou, apresentando
atividade similar a RFP, o que foi decisivo para que esta hidrazona fosse escolhida como
composto lider e, assim, foi avaliada em seu mecanismo de acéo.

Dessa forma, avaliamos a capacidade da hidrazona 14 em inibir o funcionamento das
bombas de efluxo e a sintese dos acidos micdlicos e, em ambas metodologias, ndo encontramos
resultados positivos da inibig&o.

Também realizamos avaliagdo da atividade inibitdria da hidrazona 14 frente a cepa de
Mycobacterium smegmatis para, posteriormente, avaliar sua capacidade em inibir a sintese de
proteinas. Entretanto, esse composto nédo foi ativo, e o ensaio ndo pbde ser realizado.

Dessa forma, concluimos que a hidrazona 14 é um composto inovador, de excelente
atividade antimicobacteriana, que apresenta um novo mecanismo de acgdo, diferente do
apresentado pela INH e que supostamente age em estrutura exclusiva apresentada pelo M.
tuberculosis, isso porque seu espectro de acdo é estreito, ndo atuando inclusive frente a M.
smegmatis, sendo seu alvo molecular uma estrutura ndo conservada estre as espécies

bacterianas.
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