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RESUMO 

 

A Tuberculose (TB) é uma doença infectocontagiosa que possui como agente etiológico o 

Mycobacterium tuberculosis e que levou ao óbito, em 2016, 1,3 milhões de pessoas ao redor do 

mundo. Seu tratamento, recomendado pela Organização Mundial da Saúde, constitui-se da 

utilização de quatro antimicrobianos por, no mínimo, seis meses. Este esquema de tratamento 

apresenta variados efeitos adversos que levam o paciente a abandonar a terapia logo no início 

do desaparecimento dos sintomas, levando ao surgimento de cepas resistentes. As infecções 

provocadas por cepas resistentes aos fármacos vêm aumentando com o passar dos anos, o que 

se tornou um dos maiores problemas para o controle da doença. Dessa forma, é essencial a 

busca por novos candidatos a fármacos, com o objetivo de diminuir o tempo de tratamento e a 

disseminação 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 (C16H15O2N3) como a 

mais promissora, apresentando o menor valor de concentração inibitória mínima (CIM90) de 

0,35 g/mL frente a cepa padrão sensível aos antibióticos em estado ativo de replicação e 1,78 

g/mL quando em estado não-replicante. Além disso, apresentou um perfil bactericida e 

atividade intramacrofágica. Frente às células eucarióticas, a hidrazona 14 não apresentou 

toxicidade, com índices de citotoxicidade (IC50) maiores que 100 g/mL em quase todos os 

tempos de tratamento e altos índices de seletividade (IS), além de apresentar um estreito 

espectro de atividade. Assim, a hidrazona 14 foi selecionada como o composto líder, tendo sido 

levada para os experimentos de busca de mecanismo de ação. Nesse caminho, utilizamos 

técnicas que poderiam demonstrar inibição de síntese de ácidos micólicos, presentes na parede 

celular e/ou ação na inibição das bombas de efluxo presente no envelope celular bacteriano. Os 

resultados obtidos sugerem que nenhum desses mecanismos fenotípicos é o meio pelo qual o 

fármaco age no microrganismo. Dessa forma, novos ensaios serão necessários para desvendar 

o mecanismo de ação desempenhado por esta hidrazona. 

 

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, hidrazonas, tuberculose. 
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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 (C16H15O2N3) was the most promising molecule because it 

presented the lowest minimum inhibitory concentration (MIC90) of 0.35 g/mL against H37Rv 

strain, in active replication state and 1.78 g/mL when in non-replicating state. In addition, it 

presented a bactericidal and intramacrophagic activity. In the cytotoxicity assays, hydrazone 14 

presented no cytotoxicity (IC50) in all treatment times and high selectivity index (IS), 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. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Tuberculose 

 

A tuberculose (TB) é uma doença crônica, provocada pelo bacilo Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis), que possui como foco principal de infecção o tecido pulmonar, 

mas que pode se disseminar pelo organismo e se apresentar em outros órgãos, na chamada 

tuberculose extrapulmonar. Seu diagnóstico pode ser obtido por meio de cultura oriunda de 

amostra obtida do paciente além de testes imunológicos e genéticos (LEE, 2015). 

Essa infecção, causada por um único agente infeccioso, é hoje a doença que mais mata 

no mundo, superando a SIDA (Síndrome da Imunodeficiência Adquirida). Em números, 

excluindo-se os casos de morte de pacientes co-infectados, foram relatados 1,3 milhões de 

mortes em 2016 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

Na Figura 2, é possível observar a incidência de novos casos de TB ao redor do mundo 

em 2016. Podemos notar que as maiores taxas aparecem em países do continente africano e 

asiático, sendo que Índia, Indonésia, China, Filipinas e Paquistão estão entre os países que 

representam 53% do total de novos casos de TB em 2016, sendo que ao redor de todo mundo 

foram contabilizados 6,3 milhões de novos casos dos quais, estatisticamente, 16% irão a óbito 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

 

 

Figura 1. Número de novos casos estimados em 2016. Fonte: WHO, 2017. 

 



14 

 

1.2. Mycobacterium tuberculosis 

 

Identificado por Robert Koch em 1882, o bacilo M. tuberculosis é o principal agente 

causador da TB.  É um patógeno intracelular facultativo que possui a capacidade de sobreviver 

e se multiplicar dentro das células macrofágicas, podendo assim evadir da ação imunológica 

(DAFFÉ; ETIENNE, 1999; MIGLIORI et al., 2007). 

De crescimento lento, com tempo de geração de aproximadamente 20 horas in vitro e in 

vivo, não apresenta características de membrana que a classifique como uma bactéria Gram-

positiva ou negativa e é corada pela técnica de Ziehl-Neelsen por ser um bacilo álcool-ácido 

resistente  (VASAVA et al., 2009; KOCH; MIZRAHI, 2018). 

Essa particularidade para o método de coloração ocorre devido, principalmente, aos 

lipídeos de sua parede que lhes confere uma característica de baixa permeabilidade a compostos 

hidrofílicos além de serem essenciais para sua patogênese (JANKUTE et al., 2015; QUIGLEY 

et al., 2017). 

 

 

Figura 2. Imagem esquemática representando a estrutura da membrana e parede celular 

micobacteriana. (BROWN et al., 2015). 

 

Como pôde-se observar na Figura 2, sua membrana e parede celular se apresentam em 

estrutura diferente das demais bactérias, principalmente pela presença dos ácidos micólicos e 

glicolipídeos na região externa (QUIGLEY et al., 2017). 

Esses ácidos micólicos se ligam à camada de arabinogalactano e esta ao peptidoglicano, 

que é associado à membrana por meio das lipoproteínas. No M. tuberculosis, são encontrados 

três diferentes tipos de ácidos micólicos, os alfa, ceto e metoxi-ácidos micólicos, apresentados 

na Figura 3 (BROWN et al., 2015; JANKUTE et al., 2015). 
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Figura 3. Estrutura química dos ácidos micólicos presentes na parede celular do M. 

tuberculosis (JANKUTE et al., 2015). 

 

Vários antimicrobianos utilizados na terapia possuem como mecanismo de ação a 

inibição da síntese de alguma porção da membrana ou parede celular micobacteriana, o que 

demonstra sua grande importância. Dentre os mais utilizados estão a isoniazida (INH), o 

etambutol (ETH) e a etionamida (ETA) (BELISLE et al., 1997; JANKUTE et al., 2015). 

Intrínseco ao bacilo é a resistência aos antimicrobianos -lactâmicos, por apresentar em 

sua parede as enzimas -lactamases, responsáveis pela inativação dessas estruturas. Não 

apresenta mecanismos de transferência genética horizontal e nenhum plasmídeo é conhecido 

(DAFFÉ; ETIENNE, 1999; KOCH; MIZRAHI, 2018). 

Outro mecanismo de resistência dessas bactérias e presente em sua parede são as 

bombas de efluxo. Nos últimos anos foram identificadas bombas de efluxo em M. tuberculosis 

pertencentes às superfamílias ABC (ATP binding cassette superfamily), MFS (major facilitator 

superfamily) e SMR (small multidrug resistance). Essas bombas acabam por exocitar de 

maneira aleatória os antimicrobianos de seu citoplasma e, dessa maneira, inibem sua ação  

(VAN BAMBEKE, 2003; BALGANESH et al., 2012). 

 

1.3. Transmissão e Patogenia 

 

A infecção por M. tuberculosis ocorre através das vias aéreas, pela formação de 

aerossóis que são expelidos pelo doente ao tossir. As bactérias presentes nessas gotículas 

alcançam os alvéolos pulmonares e ali promovem uma infecção primária (ZUIGA et al., 2012; 

PEDDIREDDY; DODDAM; AHMED, 2017). 
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Figura 4. Representação esquemática da transmissão e patogenia da TB. Fonte: Nature Reviews 

(NUNES-ALVES et al., 2014). 

 

Neste momento, as células imunológicas presentes no tecido, principalmente os 

macrófagos alveolares, promoverão a fagocitose do bacilo e, dependendo da capacidade 

imunológica do indivíduo, a infecção poderá ser limitada ou não (NUNES-ALVES et al., 2014). 

Em indivíduos imunocompetentes, o sistema imunológico promoverá um controle da 

infecção, que permanecerá em um estado dormente e assintomático, chamada nesses casos de 

tuberculose latente (TBL), que ocorre em aproximadamente 90-95% dos casos de infecção e 
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acomete um terço da população mundial (SCHOREY; SCHLESINGER, 2016; NILLER et al., 

2017; TANG; JOHNSTON, 2017; TURNER et al., 2017). 

Essa situação se dá devido a formação de granulomas - constituídos por células 

imunológicas que isolam e buscam esterilizar o tecido – que mantém a bactéria em estado de 

hipóxia, 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 indivíduos imunocomprometidos ou 

por declínio da imunidade, a doença se manifesta. Os granulomas, que anteriormente continham 

a disseminação do bacilo, agora se tornam locais com alta concentração micobacteriana e que, 

na maioria das vezes, não sofre com a ação dos medicamentos. Além disso, o M. tuberculosis 

é capaz de burlar o sistema imunológico, sobrevivendo e se multiplicando dentro das células 

macrofágicas (VOSKUIL et al., 2003; SCHOREY; SCHLESINGER, 2016). 

 

1.4. Tratamento 

 

Hoje, o tratamento padrão preconizado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

constitui-se da utilização concomitante de quatro antimicrobianos: rifampicina (RFP), 

etambutol (ETH), pirazinamida (PZA) e isoniazida (INH), administrados em única dose, uma 

vez ao dia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

Na Figura 5 a seguir, são 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 antibióticos utilizados no tratamento da TB. Fonte: 

Pubchem. 
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A RFP atua inibindo a síntese de proteínas através da inibição da atividade da enzima 

RNA-polimerase, impedindo a transcrição do RNA mensageiro. Possui um amplo espectro de 

atividade contra cepas gram-positivas e negativas. Uma característica importante se relaciona 

com sua ação indutora sobre as isoenzimas do citocromo P450, principalmente de CYP3A4, 

provocando diversas interações medicamentosas (ALLIANCE et al., 2008). 

O ETH é um inibidor de enzimas arabinosil transferases, envolvidas na biossíntese da 

parede celular. Devido ao seu mecanismo de ação, apresenta atividade bacteriostática frente 

bactérias não-replicantes, bactericida contra bacilos replicantes, além de atividade 

intramacrofágica. Seu espectro de ação é estreito e seus efeitos adversos mais comuns são 

hepatotoxicidade e neuropatia ótica (ALLIANCE et al., 2008; CHAMBERLAIN et al., 2017; 

DIAS-FREEDMAN et al., 2017; LARSEN et al., 2017). 

A PZA é um pró-fármaco, que atravessa a membrana da micobactéria por difusão 

passiva e que, no citoplasma, é transformada em ácido pirazinóico (POA). O POA promove 

acidificação do meio intracelular, alterando as características de permeabilidade e transporte da 

membrana, provocando dano celular além de interagir com enzimas ligadas a fase de tradução 

da síntese de proteínas, inibindo sua síntese. O espectro de atividade da PZA é restrito, agindo 

apenas contra o gênero das micobatérias e seus efeitos adversos mais comuns são 

hepatotoxicidade e hiperuricemia (ALLIANCE et al., 2008; SHEEN et al., 2013; 

PICHHOLIYA et al., 2016; GUO et al., 2017). 

A INH inibe a síntese dos ácidos micólicos presentes na parede celular das 

micobactérias através da inibição da enzima InhA. Para exercer sua função, precisa sofrer 

metabolização prévia de uma enzima catalase-peroxidase chamada KatG, sendo também um 

pró-fármaco. Assim como o ETH, também possui atividade bactericida contra micobactérias 

em estado ativo e ação bacteriostática para aquelas não-replicantes. Possui espectro de atividade 

restrito ao gênero Mycobacterium e apresenta efeitos adversos relacionados com xerostomia, 

reações 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 conclusão, quando se obtém sucesso. Esse período extenso compromete a 

adesão 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 adesão ao tratamento, em 1993 a OMS elaborou e 

recomendou a metodologia do Tratamento Diretamente Observado (TDO), que visa promover 
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a adesão ao tratamento através da informação ao paciente sobre sua real situação e da 

visualização das administrações diárias, 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 implementação 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 à seleção de cepas resistentes e assim, o mesmo 

se altera e prologa ainda mais, por no mínimo dois anos. Nos casos de resistência, as cepas 

podem ser classificadas como MDR-TB ou XDR-TB. As MDRs-TB ou cepas multidrogas-

resistentes apresentam resistência à RFP e INH e, nestes casos, são utilizados para o tratamento 

os fármacos de segunda linha, que incluem as classes de antibióticos aminoglicosídeos e 

fluoroquinolonas. As XDRs-TB, cepas extensivamente resistentes, apresentam resistência à 

RFP, INH e algum medicamento das classes dos aminoglicosídeos e fluoroquinolonas e seu 

tratamento é bastante complexo, não havendo ainda qualquer regime de tratamento padrão 

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 são utilizados diferentes esquemas de tratamento, 

nos quais diversos antimicrobianos são associados sem que haja um modelo padrão a ser 

seguido. O que se preconiza é a utilização de seis antimicrobianos na fase intensiva de 

tratamento seguido pelo uso de quatro na fase de manutenção, além disso a utilização da 

bedaquilina e de fluoroquinolonas de última geração têm mostrado uma melhora nos resultados 

dos tratamentos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). 

 

1.5. Novos fármacos 

 

Os últimos fármacos implementados para a terapia de TB, após 60 anos, foram a 

bedaquilina e a delamanida, que são utilizadas apenas para o tratamento de cepas resistentes. A 

bedaquilina atua inibindo a ATP sintase micobacteriana, sendo o único fármaco que possui 

como alvo o metabolismo energético da micobactéria e a delamanida atua inibindo a síntese de 

ácidos micólicos (DA SILVA et al., 2017; MIGLIORI et al., 2017) 

Um dos principais motivos para a busca de novos fármacos se dá por causa da resistência 

aos antibióticos manifestada pelos bacilos através de diversos mecanismos, sendo os principais 

mutações em genes relacionados com o alvo farmacológico como, por exemplo, mutações nos 
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genes inhA e katG que promovem resistência a INH; mutações em rpoB promovem resistência 

a RFP; em pncA, resistência a PZA entre tantos outros (MIOTTO et al., 2017). 

Além dos mecanismos de resistência relacionados diretamente com mutações nos alvos 

farmacológicos destes antimicrobianos citados, o M. tuberculosis também consegue impedir a 

atividade dos fármacos através da ação das bombas de efluxo presentes em sua membrana. 

Essas bombas, como dito previamente, são capazes de expulsar os fármacos de seu citoplasma, 

de maneira específica ou não, inibindo sua ação. Para evitar esse mecanismo, novos fármacos 

ou associações de fármacos inibidores dessas bombas serão necessárias no combate à 

resistência bacilar (DA SILVA et al., 2011; DE KNEGT et al., 2017). 

Um novo fármaco ideal para o tratamento da TB será um composto capaz de eliminar o 

bacilo em condições extra e intracelulares, em replicação ativa ou em estado não-replicante, 

que atue contra cepas resistentes, com alto potencial de penetração além de não apresentar 

toxicidade celular, exibir estreito espectro e que seja efetivo em um curto período 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 químicas 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 química medicinal, portanto, vem de encontro às necessidades biológicas para o 

desenvolvimento de moléculas com potencial antimicrobiano. Na Tabela 1 abaixo, podemos 

observar as quatro hidrazonas em suas estruturas e nomes químicos, massa molecular e outras 

informações relevantes. 

Essas hidrazonas foram previamente estudadas por Pavan e colaboradores e 

selecionadas por apresentarem grande capacidade de inibição do crescimento do bacilo em 

baixas concentrações, além de apresentarem um alto índice de seletividade quando testadas em 

células macrofágicas por 24h (PAVAN et al., 2010a). 

Sendo a estrutura da INH uma hidrazida do ácido isonicotínico, podemos observar que 

as moléculas hidrazonas 14, 15 e 16 são estruturas baseadas na estrutura química de INH e 

apresentam diferenças após o grupamento hidrazida enquanto que a molécula 18 é uma 

modificação da estrutura da 16, que sofreu a substituição do anel piridínico, 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, concentração inibitória mínima (CIM90) frente M. tuberculosis H37Rv, índice 

de citotoxicidade (IC50) frente células macrofágicas J774A.1 e índice de seletividade (IS). 

Estrutura 

molecular 

 

 
  

Nome 

Monobenzoil 

cetona isonicotinoil 

hidrazona 

 

Monoacetil cetona 

isonicotinoil 

hidrazona 

N-(di(2-piridil) 

metileno) 

isonicotino 

hidrazida 

N-(di(2-piridil) 

metileno) tiofeno-2-

carbohidrazida  

Referência 14 15 16 18 

MM 281,31 g/mol 219,24 g/mol 303,32 g/mol 308,36 g/mol 

cLogP* 1.65 0.10 2.58 3.17 

MIC90 3,13 g/mL 6,25 g/mL 3,13 g/mL 1,56 g/mL 

IC50 1250 g/mL 1250 g/mL 625 g/mL 625 g/mL 

IS 399 200 200 401 

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

ChemBioDraw Ultra 14.0. 

 

 Portanto, compreendendo a situação da TB no mundo, o ciclo patogênico da doença e 

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

intramacrofágico) e com o objetivo de responder às necessidades para a descoberta de novos 

fármacos (toxicidade, espectro de atividade e mecanismo de ação), as hidrazonas foram testadas 

frente ao M. tuberculosis em diferentes condições experimentais afim de se avaliar seus 

possíveis potenciais como novos fármacos bem como estudar seus mecanismos de ação. 
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5. CONCLUSÃO 
 

 A Tuberculose continua, a cada dia, provocando mortes ao redor de todo o mundo. Seu 

tratamento, apesar de efetivo, apresenta-se obsoleto frente às 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 química da isoniazida. 

 Após as análises iniciais, conseguimos verificar que todas essas hidrazonas apresentam 

atividade inibitória frente o Mycobacterium tuberculosis em seus dois principais estados 

metabólicos: replicante e não-replicante. Essa característica absolutamente vantajosa já nos 

dava indícios do potencial desses compostos, que foram capazes de inibir o bacilo de forma 

mais satisfatória que a INH, incapaz de inibir a bactéria não-replicante. 

 Após a avaliação da citotoxicidade e cálculo do IS pudemos determinar que as 

hidrazonas de número 14 e 16 seriam as mais promissoras do grupo, por apresentarem valores 

de IS > 10 e, ainda, efeito bactericida frente à micobactéria e estreito espectro de atividade. 

 Já frente as bactérias intramacrofágicas, a hidrazona 14 despontou, apresentando 

atividade similar à RFP, o que foi decisivo para que esta hidrazona fosse escolhida como 

composto líder e, assim, foi avaliada em seu mecanismo de ação. 

 Dessa forma, avaliamos a capacidade da hidrazona 14 em inibir o funcionamento das 

bombas de efluxo e a síntese dos ácidos micólicos e, em ambas metodologias, não encontramos 

resultados positivos da inibição. 

 Também realizamos avaliação da atividade inibitória da hidrazona 14 frente à cepa de 

Mycobacterium smegmatis para, posteriormente, avaliar sua capacidade em inibir a síntese de 

proteínas. Entretanto, esse composto não foi ativo, e o ensaio não pôde ser realizado. 

 Dessa forma, concluímos que a hidrazona 14 é um composto inovador, de excelente 

atividade antimicobacteriana, que apresenta um novo mecanismo de ação, diferente do 

apresentado pela INH e que supostamente age em estrutura exclusiva apresentada pelo M. 

tuberculosis, isso porque seu espectro de ação é estreito, não atuando inclusive frente à M. 

smegmatis, sendo seu alvo molecular uma estrutura não conservada estre as espécies 

bacterianas. 
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