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Resumo

A importancia do estudo de novos farmacos para o tratamento da tuberculose se justifica por
essa ser uma das doengas infecciosas mais mortais no mundo. O aparecimento de cepas
resistentes aos farmacos é uma preocupacdo constante que apenas pode ser diminuida por
meio do estudo de novas moléculas e melhores esquemas terapéuticos. Neste projeto
avaliamos 18 novos compostos benzofuroxanos com potencial inibitério contra o
Mycobacterium tuberculosis. Dos 18 inicialmente avaliados, 11 foram selecionados por
apresentarem valores de concentragdo inibitoria minima (CIMgy) < 5 uM e indices de
seletividade > 10. Esses 11 compostos foram avaliados frente 10 isolados clinicos resistentes
de M. tuberculosis, bactérias em estado intramacrofagico e quanto ao espectro de atividade.
Todos os benzofuroxanos foram ativos contra isolados clinicos resistentes, apresentaram boa
atividade frente bactérias intramacrofagicas e foram classificados como compostos de
espectro de acdo estreito. Os 2 melhores compostos selecionados de acordo com o potencial
frente a isolados resistentes (TBs 10 e 13) foram avaliados em experimento de infeccédo e
tratamento in vivo com camundongos Balb/c. Os resultados obtidos foram promissores,
demonstrando efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano além da comprovacdo da nédo-
toxicidade e biodisponibilidade. Também apresentaram efeito sinérgico in vitro quando
associados com a rifampicina (farmaco da terapia de TB). Finalmente, o composto lider
selecionado no experimento in vivo (TB 10) foi avaliado quanto ao seu potencial inibitorio
frente bombas de efluxo, ndo sendo um inibidor dessa classe de proteinas. Efeitos da
exposicdo do M. tuberculosis ao TB 10 também foram morfologicamente observados por
meio de microscopia eletronica de varredura, observando-se alteragdes de parede
caracteristicas de estresse celular e um mutante resistente foi identificado para posterior
analise genotipica por meio de sequenciamento. Concluimos que a sintese dessa nova série de
compostos culminando na escolha do benzofuroxano TB 10 foi significativa visto que
conseguimos encontrar uma nova molécula com forte atividade inibitoria in vitro e in vivo,
alta seguranca e biodisponibilidade além de potencial sinérgico com outros farmacos da
terapia j& utilizados o que aponta para um potencial novo composto indicado para o

tratamento da tuberculose.

Palavras-chave: Mycobacteriumtuberculosis, benzofuroxanos, tuberculose.



Abstract

The importance of studying new drugs for the treatment of tuberculosis is justified by the fact
that this is one of the deadliest infectious diseases in the world. The emergence of drug-
resistant strains is a constant concern that can only be reduced through the study of new
molecules and better therapeutic regimens. In this project we evaluated 18 new benzofuroxane
compounds withpotential against Mycobacterium tuberculosis. Of the 18 initially evaluated,
11 were selected for having minimum inhibitory concentration (MICgo) values <5 puM and
selectivity indices > 10. These 11 compounds were evaluated against 10 resistant clinical
isolates of M. tuberculosis, bacteria in an intramacrophagic state and activity spectrum. All
benzofuroxanes were active against resistant isolates, showed activity against
intramacrophagic bacteria and were classified as compounds with a narrow spectrum of
action. The 2 compounds selected according to their potential against resistant isolates (TBs
10 and 13) were evaluated in an in vivo model of infection with Balb/c mice. The results
obtained were very promising, demonstratinga good inhibitory effect on bacterial growth, in
addition to proving non-toxicity and good bioavailability. They also showed synergistic effect
in vitro when associated with rifampicin (TB therapy drug). Finally, the compound selected in
the in vivo experiment (TB 10) was evaluated for its inhibitory potential against efflux pumps,
not being an inhibitor of this class of proteins. Effects of exposure of M. tuberculosis to TB
10 were also morphologically observed by means of scanning electron microscopy, observing
cell wall changes characteristic of cellular stress and a resistant mutant was identified for
further genotypic analysis by means of sequencing. We conclude that the synthesis of this
new series of compounds culminating in benzofuroxane TB 10 was very significant since we
were able to find a new molecule with strong inhibitory activity in vitro and in vivo, high
safety and bioavailability in addition to synergistic potential with other drugs in the therapy
already used, which points to a potential new compound indicated for the treatment of

tuberculosis

Keywords: Mycobacteriumtuberculosis, benzofuroxan, tuberculosis.
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1. Introducao

A Tuberculose (TB) provocou em 2020 cerca de 1,3 milh&o de mortes ao redor do mundo
e 10 milhdes de novos casos de infeccdo foram notificados. Evidenciado por esses numeros, a
TB é considerada a principal causa de morte provocada por um Unico agente infecciosoe uma
das principais provocadas por resisténcia antimicrobiana (SHARIQ et al., 2022; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021, 2022).

A relevancia do estudo da TB ainda se reitera pelo fato de que aproximadamente ¥ da
populacdo mundial apresenta uma infec¢do primaria latente provocada pelo seu principal
agente infeccioso, o bacilo Mycobacterium tuberculosis (BEHR et al., 2021).

Toda sua epidemiologia, viruléncia, patogeniae tratamento serdo apresentados a seguir.

1.1. Epidemiologiada Tuberculose

De acordo com os mais recentes dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) em seu Global Tuberculosis Report 2021, o numero de casos de TB ao redor do
mundo chegou a aproximadamente 10 milhdes em 2020.

Pela primeira vez, em 10 anos, a notificacdo de novos casos diminuiu em 18%, chegando
a um total contabilizado apenas em 2012, de 5,8 milhGes. Essa grande diminuicdono nimero
de novos casos diagnosticados justifica-se pelo efeito da pandemia de coronavirus 2019
(COVID-2019). Com o foco no controle da infecgédo e tratamento do COVID-19, a prestacao
de servigos de salude para diagnoéstico e tratamento da TB foram prejudicadas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021; YADAV etal., 2022)

Uma grave consequéncia da diminui¢do do diagndstico e tratamento foi o aumento do
nimero de mortes provocadas pela doenca. Comparando-se com o ano anterior, 2020

apresentou um aumento de aproximadamente 100 mil mortes ao redor do mundo, um ndmero
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gue vai na contramdo da tendéncia anteriormente conhecida ja que, desde 2005, uma
diminuicdo ano-a-ano era observada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Esse cenario pds-pandemia anseia, portanto, de um maior de nimero de estudos e
programas para controle da infeccédo e disseminagdo da TB, incluindo a melhora nas formas

de tratamento e prevencao da transmissao.

1.2. Mycobacteriumtuberculosis

Identificado por Robert Koch em 1882, o bacilo M. tuberculosis € o principal agente
causador da TB dentre os membros do complexo M.th. que podem provocar a doenga em
humanos, sendo eles: M. bovis, M. microti, M. canettii e M. africanum. E um pat6geno
intracelular facultativo que possui a capacidade de sobreviver e se multiplicar dentro das
células macrofagicas, podendo assim evadir da acio imunoldgica (DAFFE; ETIENNE, 1999;
FORRELLAD etal., 2013; MIGLIORI et al., 2007; NILLER et al., 2017).

De crescimento lento, com tempo de geracédo de aproximadamente 20 horas in vitro e
in vivo, ndo se classifica exclusivamente como uma bactéria Gram-negativa e é
principalmente identificada por meio da técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen por ser um
bacilo alcool-acido resistente (KOCH; MIZRAHI, 2018; VASAVA et al., 2009).

Essa particularidade para o método de coloracdo ocorre devido, principalmente, aos
lipideos de sua parede que lhes confere uma caracteristica de baixa permeabilidade a
compostos hidrofilicos além de serem essenciais para sua patogénese e viruléncia
(FORRELLAD et al., 2013; JANKUTE et al., 2015; QUIGLEY et al., 2017).

Como pode-se observar na Figura 1, sua membranae parede celular se apresentam em
estruturadiferente das demais bactérias, principalmente pela presenca dos acidos micolicos e

glicolipideos na regido externa (QUIGLEY et al., 2017).
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Figura 1. Imagem esquematica representando a estruturadamembranae parede celular
micobacteriana. (BROWN et al., 2015).

Esses acidos micolicos se ligam a camada de arabinogalactano e essa ao
peptidoglicano, que é associado a membrana por meio das lipoproteinas. No M. tuberculosis,
sdo encontrados trés diferentes tipos de acidos micdlicos, os alfa, ceto e metoxi-acidos

micélicos, apresentados na Figura 2 (BROWN et al., 2015; JANKUTE et al., 2015).

Acidos micoélicos em Mycobacterium tuberculosis
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Figura 2. Estruturaquimicados acidos micolicos presentes na parede celular do M.
tuberculosis (JANKUTE et al., 2015).

Vaérios antimicrobianos utilizados na terapia possuem como mecanismo de acdo a

inibicdo da sintese de alguma porcdo da membrana ou parede celular micobacteriana, o que
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demonstrasua grande importancia. Dentre os mais utilizados com a¢do na parede e membrana
celular estdo a isoniazida (INH), o etambutol (ETH) e a etionamida (ETA) (BELISLE et al.,
1997; JANKUTE et al., 2015).

Intrinseco ao bacilo é a resisténciaaos antimicrobianos -lactdmicos, por apresentarem
enzimas [B-lactamases de amplo espectro (BlaC), responsaveis pela inativacdo do grupo
farmacoférico desses farmacos. N&o apresenta mecanismos de transferéncia genética
horizontal e nenhum plasmideo é conhecido (DAFFE; ETIENNE, 1999; ELINGS et al., 2020;
KOCH; MIZRAHI, 2018).

Sistemas de secrecdo também sdo observados em micobacterias, apresentandorelagao
com sua viruléncia. O sistema de secrecdo conhecido como ESAT6 — 1 é responsavel pela
secrecdo das proteinas ESAT6 (ESXA) e CFP1 (ESXB) reconhecidas como antigenos
dominantes durante a infeccdo. Além disso, ESAT6 possui a capacidade de desestabilizar e
lisar membranas, permitindoao M. tuberculosis, por exemplo, evadir o lipossomae se replicar
no citoplasma macrofégico e ainda facilita sua disseminacéao pelo epitélio pulmonar e outros
tecidos (CHAI et al., 2020; FORRELLAD et al., 2013; XU et al., 2007).

Outro mecanismo importante presente em sua parede sdo as bombas de efluxo.
Relacionadas a resisténcia aos antimicrobianos em M. tuberculosis foram identificadas
bombas pertencentes as superfamilias ABC (ATP binding cassette superfamily), MFS (major
facilitator superfamily), SMR (small multidrug resistance) e RND (resistance nodulation
division superfamily). Essas bombas com atividade inespecifica acabam por expulsar
farmacos antimicrobianos de seu citoplasma e, dessa maneira, impedem sua acao
(BALGANESH et al., 2012; RODRIGUES; CRAVO; VIVEIROS, 2020; VAN BAMBEKE,
2003).

Todas essas caracteristicas descritas demonstram a grande capacidade evolutiva do M.

tuberculosis, se esquivando do sistema imunoldgico do hospedeiro e resistindo as investidas
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farmacoldgicas amplamente utilizadas (HENRY BOOM; SCHAIBLE; ACHKAR, 2021).
Devido a isso, 0 estudo desse microrganismo e seus mecanismos de viruléncia e resisténcia
precisam sempre ser revisados de forma a possibilitar a criagdo de estratégias de inibigéo de

sua disseminagao.

1.3. Transmissdo e Patogenia

A infeccdo por M. tuberculosis ocorre atraves das vias aéreas, pela formacdo de
aerossois que sdo expelidos pelo doente ao tossir. Num segundo individuo, as bactérias
presentes nessas goticulas alcancam os alveolos pulmonares e ali promovem uma infecgdo
primaria (PEDDIREDDY; DODDAM; AHMED, 2017; ZUIGA et al., 2012).

Na Figura 3 a seguir, podemos acompanhar de forma ilustrativa todo o ciclo de
transmissao e patogenia da doenca de acordo com as etapas descritas no texto.

Assim, com a infeccdo iniciada, as células imunoldgicas presentes no tecido,
principalmente os macréfagos alveolares, promoveréo a fagocitose do bacilo e o recrutamento
de mais células inflamatorias para o pulmdo. A ativacdo do sistema imune inato nessa etapa
priméria da infeccdo leva ao envolvimento dos linfonodos proximais e o surgimento do
complexo de Ghon (MOULE; CIRILLO, 2020; NUNES-ALVES et al., 2014; SINIGAGLIA
etal., 2020).

Em individuos imunocompetentes, o sistema imunoldgico promovera um controle da
infeccdo, que pode levar a calcificacdo do tecido ou ainda & formagdo de um granuloma
formado por macrdfagos, neutrofilos e células T e B promovendo a geragdo de um estado
ndo-replicante das bactérias. O paciente permanece assintomatico porém infectado, numa
situagédo de TB latente (TBL), que ocorre em aproximadamente 90-95% dos casos e acomete

Y2 da populagdo mundial (MOULE; CIRILLO, 2020; NILLER et al., 2017; SCHOREY;
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SCHLESINGER, 2016; SINIGAGLIA et al., 2020; TANG; JOHNSTON, 2017; TURNER et

al., 2017).
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Figura 3. Representacdo esquematica da transmissdo e patogenia da TB. Fonte: Nature Reviews
(NUNES-ALVES et al., 2014).

Porém, em aproximadamente 5-10% dos casos, em individuos imunocomprometidos
ou por declinio da imunidade natural, a doenca se manifesta. Os granulomas, que
anteriormente continham a disseminacdo do bacilo, agora se tornam locais com alta

concentracdo micobacteriana e que, na maioria das vezes, ndao sofre com a acdo dos
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medicamentos. Além disso, o M. tuberculosis é capaz de burlar o sistema imunoldgico,
sobrevivendo e se multiplicando dentro das células macroféagicas, por atividade do sistema de
secrecdo ESAT-6-1 descrito anteriormente (CHAI et al., 2020; SCHOREY; SCHLESINGER,
2016; VOSKUIL et al., 2003).

A replicacdo bacilar dentro do granuloma e dentro dos macréfagos promovera lise
celular e extravasamento do material citoplasmatico, levando ao surgimento de uma leséo
necroticatecidual e um espalhamento da infeccdo. Nesse cenario, 0 M. tuberculosis consegue
se disseminar pelo organismo via sistema linfatico e circulatério, gerando novo nucleo de
infeccdo no préprio pulmao em regides apicais ou ainda a TB extrapulmonar (CARDONA,
2018; MOULE; CIRILLO, 2020).

Nesse momento o paciente encontra-se entdo com a doenca ativa e transmissivel,
iniciando um novo ciclo patogénico. Para controle da infeccdo, apenas o tratamento
medicamentoso e melhorias nas condicBes de saude do paciente podem ajudar na reversao

e/ou melhora do quadro.

1.4. Tratamento

O tratamento padrdo estabelecido para os pacientes diagnosticados com TB ativa
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 por 2 meses, seguido por mais 4 meses de tratamento com RFP e INH (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Para os casos de TB latente, o principal esquema de tratamento estabelecido se faz
com a utilizacdo de INH em doses diarias por um periodo de 6 meses (WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2019)
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De acordo com a OMS, de 6 milhdes de pacientes em 2015, 0 acesso ao tratamento
aumentou de forma significativa para 7,1 milhdes de pessoas em 2019, um aumento que
chegou a representar 71% dos pacientes diagnosticados ao redor de todo o mundo. De
maneira exemplar, o Brasil superou esse numero em 2019, pois pode garantir acesso ao
tratamento para 80% dos pacientes diagnosticados (WHO, 2020).

Infelizmente, esses dados supostamente ndo se mantiveram em 2020 e 2021 devido a
situacdo pandémica. Acredita-se que 0 acesso ao diagndstico e tratamento da TB apresente
quedas acentuadas devido a diminuicdo do acesso promovida pela quarentena global (WHO,
2020).

A diminuicdo do acesso ao tratamento associada ao abandono do mesmo por parte dos
pacientes, pode acarretar o surgimento de cepas resistentes e, dessa forma, o tratamento
padrdo previsto que se configura de 6 meses, acaba se prolongando ainda mais, por no
minimo 2 anos.

Nesses casos de infeccdo por cepas resistentes, o esquema modifica-se de forma
abrangente. Para que seja efetivo, é preciso que se classifique a resisténcia da cepa em questdo
e, em janeiro de 2021, a OMS atualizou a defini¢do para cepas resistentes de acordo com as
caracteristicas de resisténcia apresentadas na tabela 1 a seguir (WHO, 2021).

A nova classificacdo definiu que cepas pré-XDR-TB sdo cepas MDR-TB com
resisténcia a qualquer farmaco da classe das fluoroquinolonas e, cepas XDR-TB ainda
apresentam resisténciaa pelo menos um dos farmacos do Grupo A, que sdo os farmacos mais
potentes utilizados para o tratamento de segunda-linha, sendo eles: levofloxacina,
moxifloxacina, bedaquilinae linezolida (WHO, 2021).

Essa classificacdo das cepas foi desenvolvida com o intuito de aprimorar os esquemas
de tratamento e ofertar aos pacientes diagnosticados melhores esquemas de acordo com

caracteristicade resisténciada infeccdo apresentada (WHO, 2021).
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Tabela 1. Classificagdo das cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis.

Classificacdoda | Resistentea | Resistentea Resistente a Resistente aos
cepa de Mtb RFP INH qualquer FLQ | farmacos do grupo A
RR- TB X
MDR - TB X X
Pré- XDR -TB X X X
XDR -TB X X X X

Siglas: Mtb: Mycobacterium tuberculosis; RFP: rifampicina; INH: isoniazida; FLQ: fluoroquinolonas; AMG:
aminoglicosideos; FArmacos grupo A: linezolida, levofloxacina, bedaquilinae moxifloxacina; RR: resistente a
rifampicina; MDR: multidrogas resistentes; XDR: extensivamente resistente.

1.5. Justificativa e Hipotese

Considerando a atual situacdo epidemioldgica da TB no mundo, as caracteristicas
patogénicas e evolutivas do bacilo e ainda o crescente aparecimento de cepas resistentes aos
farmacos ja utilizados, este trabalho foi delineado e desenvolvidoa partir da sintese de novos
compostos benzofuranos que, previamente, ja apresentaram excelente atividade contra 0 M.
tuberculosis.

A partir dos resultados obtidos anteriormente em nosso grupo, por Dos Santos Fernandes e
Souza et al. (2017), foram desenvolvidos 31 novos compostos benzofuroxanos a partir da
estrutura molecular do composto BZ8 apresentado na Figura 4 (DOS SANTOS

FERNANDES et al., 2017).

Composto BZ8

Figura 4. Composto BZ8. Fonte: (DOS SANTOS FERNANDES et al., 2017)
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O composto BZ8 apresentou-se como o mais ativo frente a M. tuberculosis em suas
anélises in vitro e, posteriormente, in vivo, dentro de uma grande colecdo previamente
sintetizada. De acordo com os autores, ele apresentou valores de Concentracdo Inibitéria
Minima (ClIMgo) de 1,10 e 6,62 uM frente M. tuberculosis em estado ativo e ndo-replicante,
respectivamente. Foi ativo ainda contra cepas mono-resistentes e promoveu a esterilizacao
pulmonar apds tratamento por 29 dias em camundongos Balb/c (administrado em
microemulséo via-oral, 5x/semana, 200 mg/kg/animal em volume de 200 uL) (DOS SANTOS
FERNANDES et al., 2017).

Apesar do grande potencial apresentado pelo BZ8, melhorias poderiam ser obtidas e, por
meio da sintese de uma nova série de compostos, estabelecemos a hipdtese de que novos
benzofuroxanos derivados do BZ8 poderiam ser mais ativos frente a bactérias em estado
replicante e ndo-replicante e ainda apresentar atividade frente isolados multirresistentes e que
fossem ainda mais seguros, estaveis e biodisponiveis (considerando uma administracdo direta
in vivo).

Dos 31 compostos previamente sintetizados, 18 apresentaram valores de CIMg, frente a
cepa padrdo de M. tuberculosis HzzRv em concentracdo inferiora 25 ug/mL e, por isso, foram

escolhidos para o desenvolvimento deste projeto de pesquisa.

2. Objetivos

3. Materiais e Métodos

4 Resultadose Discussao
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5 Conclusao

A busca de novos farmacos para o tratamento da tuberculose se justifica devido a
problematica da resisténcia aos antimicrobianos e o aumento do numero de casos e 0bitos
notificados nos dltimos anos.

O estudo do potencial dos compostos benzofuroxanos desenvolvido nesse projeto foi
amplo e profundo visto que buscamos avaliar suas atividades in vitro aplicando diferentes
técnicase in vivo como formade prever seu mecanismo de acao.

Dos 18 compostos inicialmente avaliados pudemos observar diversas melhorias em seus
potenciais bioldgicos frente a M. tuberculosis se comparados ao seu composto precursor, 0
BZ 8. Principalmente se avaliarmos os resultados obtidos para o composto lider denominado
TB 10, que apresentou as melhores respostas mediante as anélises realizadas em cada etapa do
trabalho.

As melhorias apresentadas correspondem a todas as suposicfes criadas em nossa hipotese:
encontrar um composto que apresentasse maior potencial inibitorio frente cepa padrdo de M.
tuberculosis Hs7Rv, atividade inibitoria contra isolados clinicos multirresistentes e ainda
melhor biodisponibilidade in vivo.

A maior vantagem dentre as descritas se deu pela capacidade do TB 10 em inibir bactérias
com perfil de maltiplas resisténcias aos farmacos da terapia padrao da tuberculose. Sendo essa
uma das principais problematicas entorno do tratamento, encontrar um novo composto com
esse perfil é de grande valia.

Além de promissor nesses cenarios, 0s compostos apresentaram valores de indice de
seletividade satisfatorios, demonstrando baixa citotoxicidade invitro e alta seguranca in vivo,

como observado ap0ds tratamento diario em altas doses.
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In vivo ainda foram capazes de inibir consideravelmente o crescimento do M.
tuberculosis sensivel sem a necessidade de protecdo que garantisse sua estabilidade estrutural,
como o BZ8 anteriormente requeria.

O composto TB 10 apresentou também atividade sinérgica quando em associa¢do com a
RFP, estreito espectro de acdo e ainda serd avaliado quanto ao seu mecanismo de agdo por
meio de analise de dados de sequenciamento genémico.

Acreditamos, portanto, que com o descobrimento do mecanismo de a¢éo estaremos diante
de um novo e promissor composto que tem forte potencial para se tornar um farmaco

componente de esquema de tratamento efetivo contra M. tuberculosis sensivel e resistente.
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