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Resumo

O tratamento disponivel contra a tuberculose € composto por uma combinacéo de
medicamentos antimicobacterianos, isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida
para casos de tuberculose sensivel a medicamentos. No entanto, o regime de
tratamento é longo, com duragdo de seis meses ou mais, e associado a efeitos
colaterais toxicos. Este trabalho busca, baseado em trabalhos anteriores do grupo,
aprofundar o estudo sobre o Complexo ([Fe(fen)s]?*) como um possivel candidato a
farmaco contra a tuberculose e outras micobactérias nao tuberculosas (MNT). Para
tanto, experimentos in vitro foram realizados para avaliagao da atividade do complexo
frente as diferentes micobactérias; o mecanismo de agao foi determinado através do
Sequenciamento Completo do Genoma de mutantes espontaneamente resistentes e
a eficacia in vivo foi avaliada em modelo experimental de camundongos BALB/C. Para
M. tuberculosis os resultados obtidos mostram que o Complexo ([Fe(fen)s]?*) possui
sinergismo a farmacos de primeira linha além de ter melhora em sua atividade em
concentragoes fisiologicas de NaCl. Mutagdes encontradas no genoma de mutantes
resistentes apontam que o Complexo atua em processos relacionados a sintese de
parede bacteriana, resultado que foi corroborado pela avaliagdo da morfologia celular
apo6s exposicao ao tratamento por microscopia eletrénica de varredura (MEV). In vivo,
o Complexo mostrou-se altamente efetivo ndo sendo observado crescimento
bacteriano apds tratamento de camundongos infectados com M. tuberculosis. Os
casos de doencas, causadas pelas chamadas MNT vem aumentando a cada ano. O
tratamento dessas infecgdes € por vezes mais longo do que da tuberculose. O
Complexo ([Fe(fen)s]?*) foi ativo contra trés isolados clinicos de MNT. No ensaio de
cinética bacteriana, ele teve comportamento bactericida contra a cepa padrao de M.
abscessus. Em sintese, os resultados obtidos sugerem que o Complexo ([Fe(fen)s]?*)
pode representar uma alternativa promissora no arsenal terapéutico contra a
tuberculose e infecgdes por micobactérias ndo tuberculosas, oferecendo uma
abordagem inovadora e potencialmente mais eficaz para o tratamento dessas
doencas.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, Complexo ([Fe(fen)s]?*), tuberculose.



Abstract

The available treatment for tuberculosis consists of a combination of antimycobacterial
drugs, including isoniazid, rifampicin, ethambutol, and pyrazinamide for drug-sensitive
cases of tuberculosis. However, the treatment regimen is lengthy, lasting six months
or more, and is associated with toxic side effects. This study aims, based on previous
work from the group, to deepen the investigation into the Complex ([Fe(fen)s]?*) as a
potential drug candidate against tuberculosis and other non-tuberculous mycobacteria
(NTMs). To achieve this, in vitro experiments were conducted to assess the complex's
activity against different mycobacteria; the mechanism of action was determined
through Whole Genome Sequencing of spontaneously resistant mutants, and in vivo
efficacy was evaluated in a BALB/C mouse experimental model. For M. tuberculosis,
the results indicate that the Complex ([Fe(fen)s]?*) exhibits synergy with first-line drugs
and shows improved activity at physiological concentrations of NaCl. Mutations found
in the genome of resistant mutants suggest that the Complex acts on processes related
to bacterial cell wall synthesis, a result corroborated by the evaluation of cellular
morphology after treatment through scanning electron microscopy (SEM). In vivo, the
complex proved to be highly effective, with no observed bacterial growth after treating
mice infected with M. tuberculosis. Cases of diseases by NTMs have been increasing
each year. The treatment for these infections is sometimes longer than that for
tuberculosis. The Complex ([Fe(fen)s]?*) was active against three clinical isolates of
NTM. In the bacterial kinetics assay, it exhibited bactericidal behavior against the
standard strain of M. abscessus. In summary, the results obtained suggest that the
Complex ([Fe(fen)s]?*) may represent a promising alternative in the therapeutic arsenal
against tuberculosis and infections by non-tuberculous mycobacteria, offering an
innovative and potentially more effective approach to treating these diseases.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, ([Fe(phen)s]**) Complex, tuberculosis.
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1. Introdugao

O género Mycobacterium € um dos géneros bacterianos mais antigos definidos.
Ele constitui o unico género dentro da familia Mycobacteriaceae, da ordem
Actinomycetales. O nome do género faz alusdo a aparéncia semelhante a fungos das
culturas de micobactérias em meios liquidos (do grego "mycos", fungo). Elas sao
definidas como bacilos, ndo moveis, aerdbicas ou microaerofilicas, ndo formadoras
de esporos e resistentes a acido-alcool (RASTOGI; LEGRAND; SOLA, 2001). As
micobactérias formam um género bastante vasto e heterogéneo, contendo 172
especies e 13 subespécies com nomenclatura reconhecida, e novas espécies sao
frequentemente descritas. A grande maioria das micobactérias sdo organismos do
ambiente que podem vir a causar doenga e sao conhecidas como Micobactérias ndo
tuberculosas (MNT), no entanto, o género também contém dois dos patégenos mais
temidos na histéria humana: M. tuberculosis e M. leprae (HUSSAIN, 2007).

Esta primeira parte da introdugdo € dedicada a algumas caracteristicas comuns
deste género diverso, enquanto os capitulos seguintes abordarao especificamente o

Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) e as MNT.

Devido a sua estrutura de parede celular, por exemplo, todas as micobactérias
exibem um alto nivel de resisténcia a agentes antimicrobianos, como desinfetantes
quimicos e antibioticos (RASTOGI; LEGRAND; SOLA, 2001; FALKINHAM, 2009). A
parede celular das micobactérias € um dos fatores responsaveis pelo crescimento
lento caracteristico desses organismos. Mesmo as espécies referidas como
micobactérias de crescimento rapido levam até sete dias para formar colbénias
maduras em meios soélidos (HOWARD; BYRD, 2000; RASTOGI; LEGRAND; SOLA,
2001). Dado que a parede celular das micobactérias € uma das caracteristicas mais

notaveis deste género, a proxima sec¢ao deste capitulo é dedicada a esse assunto.

1.1 A parede celular micobacteriana

A parede celular das micobactérias € uma das mais complexas de todas as
paredes celulares bacterianas e confere muitas de suas caracteristicas distintivas,
incluindo a caracteristica de resisténcia ao alcool-acido e a resisténcia natural a muitos
antibioticos, ao género Mycobacterium (CHATTERJEE, 1997; COLE et al., 1998). Sua

estrutura esquematica é representada na Figura 1. As camadas mais internas do
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envelope celular das micobactérias, ou seja, a membrana citoplasmatica e a camada
de peptidoglicano, sao muito semelhantes a parede celular de bactérias gram-
positivas. A camada de peptidoglicano é cercada por uma camada de
arabinogalactano composta por uma macromolécula de polissacarideo ramificado,
constituida por arabinose e galactose. Essa estrutura serve como ancoragem para um
dos componentes mais importantes da parede celular das micobactérias; uma densa
camada de acidos micolicos de cadeia longa. Os acidos micolicos sdo acidos graxos
alifaticos compostos por duas cadeias, uma curta com 22-26 atomos de carbono e
outra longa com 50-56 atomos de carbono. Além dessa estrutura basica, as cadeias
de acidos micolicos podem conter cadeias laterais metiladas, grupos metoxi, ligagcdes
insaturadas e anéis ciclopropano (KOLATTUKUDY et al., 1997; KAUR et al., 2009).
Os anéis ciclopropano contribuem para a viruléncia das micobactérias ao proteger
0 organismo contra derivados toxicos de oxigénio, e sua ocorréncia esta associada a
espécies patogénicas (CHATTERJEE, 1997; KOLATTUKUDY et al., 1997). A camada
de acidos micolicos é cercada por outra camada de acidos graxos de cadeia longa
composta por trealose dimicolatos e sulfolipidios, que exerce uma série de efeitos na
interacdo hospedeiro-patégeno, notadamente interferindo na fagocitose e na resposta
imune inata (KAUR et al., 2009). As cadeias de carbono dos acidos micolicos e dos
lipidios externos se intercalam em certa medida, formando uma estrutura semelhante
a um ziper (ZUBER et al., 2008). Os micésides, moléculas complexas geralmente
pertencentes a classe de peptidoglicolipidios, sdo encontrados na parte externa do
envelope das micobactérias. Por fim, a parede celular das micobactérias contém o

lipoarabinomanano, um polissacarideo ramificado.

Figura 1 — Parede celular micobacteriana. As paredes celulares das micobactérias consistem em
finas camadas de peptidoglicano e arabinogalactano, e uma espessa camada de acidos micélicos.
Glicolipidios e porinas também s&o encontrados nessas paredes celulares, assim como o
lipoarabinomanano, que é ancorado a membrana celular pelo diacilglicerol. Esta parede celular
envolve uma unica membrana lipidica.
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1.2 Tuberculose, um problema de saude global

1.21 Epidemiologia

A tuberculose encontra-se entre as doengas infecciosas que mais matam no
mundo. Além do aspecto agressivo da doenga em individuos com a infecgéo ativa,
calcula-se que cerca de um quarto da populagdo mundial, cerca de dois bilhdes de
pessoas, esteja atualmente infectado com Mycobacterium tuberculosis, seu principal
agente etioldgico, mas nao apresentam a forma ativa da doencga. Globalmente, em
2022, 7,5 milhdes de pessoas foram diagnosticadas e oficialmente notificadas como
novos casos de tuberculose. Isso representou um aumento em relagéo ao nivel pré-
COVID (7,1 milhées em 2019), 16% acima do nivel de 2021, 28% acima do nivel de
2020 e o maior numero para um unico ano desde que a OMS iniciou 0 monitoramento
global da tuberculose em meados da década de 1990 (WORLD HEALTH
ORGANITATION, 2023).

Em trés das seis regides monitoradas pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) - Mediterraneo Oriental, Sul da Asia Oriental e Pacifico Ocidental - observou-
se um pequeno declinio no nimero absoluto de casos, enquanto regides como Africa
e Europa apresentaram uma diminuicdo mais acelerada. A regido das Américas

mostra-se a mais preocupante visto que apresenta um lento aumento na incidéncia
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devido, em especial, a uma tendéncia de alta no Brasil desde 2016 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

1.2.2 A historia da tuberculose

A tuberculose € uma doenga muito antiga e tem acompanhado a humanidade por
varios milénios. Ela é mencionada em textos médicos antigos da China, india, Egito e
Grécia (DANIEL, 2006), e o DNA de micobactérias foi encontrado em mumias egipcias
(ZINK et al., 2007) e mais recentemente em uma mumia pré-colombiana no Peru
(KONOMI et al., 2002). A partir do século 17, casos de tuberculose pulmonar
aumentaram vertiginosamente na Europa até se tornar a principal causa de morte em
adultos nos séculos 18 e inicio do 19; as taxas de mortalidade nas cidades norte-
americanas correspondiam as observadas nas capitais europeias (DANIEL, 2006).
Em resposta a magnitude avassaladora da doenga, a tuberculose, muitas vezes
chamada de “consumo” na época, foi romantizada e aparece em muitas obras
literarias desse periodo. A partir do final do século 19, a epidemia comecgou a diminuir
e as taxas de mortalidade por tuberculose comecaram a reduzir na Europa e na
América do Norte (BUIKSTRA, 2005). O tratamento convencional da tuberculose

antes dos antibidticos era baseado em ar fresco, alta altitude e sanatérios.

Em 1865, Jean-Antoine Villemin estabeleceu que a tuberculose era de fato uma
doenca infecciosa e, em 1882, Robert Koch finalmente conseguiu isolar o patégeno
da tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, também conhecido como bacilo de Koch.
Quase 40 anos depois, Albert Calmette e Camille Guérin realizaram a primeira
vacinagao contra a tuberculose (usando M. bovis atenuado) e logo depois, a BCG
(Bacilo Calmette-Guérin) foi amplamente usada para imunizar criangas na Franga e
em outros lugares. Finalmente, a descoberta da estreptomicina, o primeiro antibiético
que exerce atividade bactericida contra M. tuberculosis em 1944, tornou possivel o

tratamento eficaz da tuberculose.

1.2.3 A patogénese

Atuberculose é uma doenga infecciosa causada pelo bacilo M. tuberculosis e outros

membros do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) tradicionalmente dividida
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entre suas formas ativa (infecciosa e sintomatica) e latente (ndo infecciosa e
assintomatica). No entanto, essa classificagdo indica apenas os dois extremos do
espectro da doencga. Sabe-se atualmente que parte da populagao infectada pode vir a
apresentar uma forma infecciosa ativa com quadro clinico inconclusivo e até mesmo
auséncia de sintomas, sendo classificada como tuberculose subclinica (KENDALL,;
SHRESTHA; DOWDY, 2021). Juntas, as formas subclinica e os casos de tuberculose
latente formam um grande reservatério de M. tuberculosis, tornando a erradicagao da
tuberculose uma meta dificil de ser atingida.

A transmissao da tuberculose ocorre quando uma pessoa com a doencga ativa
expele bacilos de M. tuberculosis em goticulas microscépicas (1-5 ym de didmetro)
de saliva ou pela tosse, por exemplo. Essas goticulas sdo suficientemente pequenas
para permanecerem no ar por varias horas, o que também permite que alcancem os
alvéolos sem serem retidas pelo sistema mucociliar. A tuberculose é uma doenga que
tipicamente se desenvolve nos pulmdes (tuberculose pulmonar) mas que pode afetar
outros orgaos (tuberculose extrapulmonar). Ao serem inalados, os bacilos se
depositam nos alvéolos terminais onde sao inicialmente encontrados e fagocitados
por macrofagos e outras células dendriticas. Dentro dos macrofagos, M. tuberculosis
€ capaz de sobreviver e se multiplicar, sendo este seu primeiro nicho intracelular
(SMITH, 2003; PHILIPS; ERNST, 2012).

Células imunes que carregam bacilos podem ser transportadas para além da
barreira alveolar, causando uma infeccéo sistémica. Em individuos saudaveis, esse
pode ser o fim da infec¢gao, com a erradicagao precoce da bactéria anteriormente ao
desenvolvimento da resposta imune adaptativa, que ocorre de 2 a 8 semanas apos a
infecgdo (VERRALL et al., ; ARNVIG; YOUNG, 2012; KANABALAN et al., 2021).

Quando a infecc¢do progride, a ativagao dos macrofagos juntamente com a resposta
imune adaptativa resulta na fusdo fagossomo-lisossomo e na liberagdo de uma grande
quantidade de citocinas pré-inflamatérias que, apesar de consolidarem a resposta
imune do hospedeiro, causam inflamagao e danos ao tecido pulmonar. A tuberculose
ativa desenvolvida através de uma infecgao primaria ou de reativacao de uma infeccéo
latente € caracterizada pela replicagdo ativa de M. tuberculosis e pela necrose do
tecido pulmonar causada pela resposta pro-inflamatéria excessiva do hospedeiro
(O’'GARRA et al., 2013; KUMAR et al., 2019).
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Ainda durante a patogénese, células do sistema imune infectadas comegam a
se agregar e sao centralmente compartimentalizadas por fagécitos de modo a formar
outra caracteristica fundamental da tuberculose: o granuloma. A integridade estrutural
dos granulomas € mantida pelo equilibrio entre a perda e o recrutamento de células
imunes que ocorre em individuos saudaveis, originando um granuloma maduro
(EHLERS; SCHAIBLE, 2013). Sob tais condi¢des, a bactéria entra em um estado
metabolicamente inativo, ou seja, ainda é viavel, mas encontra-se dormente e nao
replicante, que é induzido pelas condi¢ées de hipoxia no interior do granuloma,
levando a forma de tuberculose latente. Em um individuo cujo sistema imunolégico
esta comprometido, a desregulagdo do equilibrio pode ocorrer ao longo do tempo,
levando a reativacdo da tuberculose. A Figura 2 representa graficamente a

patogénese e a formagéo do granuloma.

Figura 2. Patogénese e formagao do granuloma em tuberculose. A infeccdo com M. tuberculosis
pode resultar um espectro variado de desfechos. A infecgéo primaria se origina com a inalagéo de
bacilos de M. tuberculosis para o interior dos pulmdes. Apds a fagocitose, uma lesdo pulmonar pode
vir a se formar. Durante a infecgao ativa, os macroéfagos infectados iniciam uma resposta inflamatéria,
recrutando células do sistema imunolégico inato para que a infecgédo seja contida em um granuloma.
Ainfecgdo pode ser encerrada pela resposta imune ou em resposta ao tratamento. Alternativamente,
a infecgdo pode permanecer estavel, em estado latente, por muitos anos. Em um episédio de
reativagcao da tuberculose, a infec¢gao pode progredir para a cavitagdo de granulomas, levando a
liberagao de bacilos de M. tuberculosis nas vias aéreas
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1.3 Diagnéstico e tratamento

Atualmente, o método mais difundido para detectar a tuberculose latente é o
teste cutaneo de tuberculina. Ele € baseado em uma reacido de hipersensibilidade
tardia a injecdo intradérmica de tuberculina, uma preparagcdo de antigenos de M.
tuberculosis que indica a existéncia de imunidade mediada por células contra
micobactérias (COLE et al., 1998; AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000). E
importante notar que um resultado positivo no teste cutdneo n&o necessariamente
indica infecg&o por tuberculose, uma vez que a vacinagao com BCG ou o contato com
certas micobactérias nao tuberculosas também resultam no desenvolvimento de
imunidade mediada por células contra micobactérias. Por outro lado, a
imunossupressao (causada por medicamentos imunossupressores ou pelo HIV, por
exemplo) resultara em uma reacdo de hipersensibilidade mais fraca (AMERICAN
THORACIC SOCIETY, 2000). Uma alternativa ao teste cutaneo de tuberculina é o
ensaio de liberacao de interferon-y (IGRA). Este ensaio in vitro, disponivel em
diferentes versodes, mede a liberagcao de interferon-y a partir de células T em resposta
a exposicao a antigenos especificos de M. tuberculosis (LALVANI et al., 2001).

A tuberculose pulmonar geralmente causa anormalidades (ou seja, nédulos,
infiltrados ou cavidades) na radiografia de térax, no entanto, especialmente pacientes
soropositivos para o HIV com tuberculose ativa podem apresentar resultados
radiograficos imperceptiveis (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000). Para validar
o diagndstico de tuberculose, € necessario confirmar a presenga de M. tuberculosis
em uma amostra do paciente. Para a tuberculose pulmonar, os testes bacteriolégicos
sdo mais comumente realizados usando o escarro, mas outras amostras, como
lavagens gastricas ou aspirados brénquicos, também sdo usados. Se houver suspeita

de tuberculose extrapulmonar, a amostra sera adaptada ao local da suposta doenca.

O método bacteriolégico mais rapido e amplamente utilizado para confirmar a
tuberculose é o cultivo das micobactérias a partir da amostra clinica. Com um limite
de detecgao de 10 UFC/mL, este método € muito mais sensivel do que a microscopia
de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). Além disso, o teste de sensibilidade a
medicamentos requer o cultivo da cepa infectante. Para cultivar micobactérias a partir
de uma amostra clinica, a amostra € homogeneizada e descontaminada e inoculada
em meio de cultura sdlido (Léwenstein-densen ou Middlebrook 7H10 ou 7H11) ou

liquido (Middlebrook 7H9 ou 7H12), tornando-se seletivo pela adigdo de antibidticos.
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Meios liquidos tém a grande vantagem de proporcionar um crescimento muito mais
rapido das bactérias. Tipicamente, o crescimento micobacteriano é detectavel apos 1-
3 semanas no meio liquido, enquanto as colénias no meio solido se tornam visiveis
somente apods 3-8 semanas. Com base no resultado positivo do cultivo, a espécie de
micobactéria do isolado é identificada. Além disso, estdo disponiveis ensaios com
sondas de acido nucleico que permitem a identificacdo dos membros do MTBC, bem
como 39 espécies de MNT (GenoType® MTBC e Mycobacterium CM/AS, Hain

Lifescience GmbH, Nehren, Alemanha).

Arecuperacéao de M. tuberculosis (ou outro membro do MTBC) de uma amostra
clinica confirma o diagndstico de tuberculose. Atualmente, o tratamento de primeira
linha disponivel contra a tuberculose é composto por uma combinacdo de
medicamentos antimicobacterianos, geralmente consistindo em isoniazida (INH),
rifampicina (RIF), etambutol (ETH) e pirazinamida (PZA) para casos de tuberculose
sensivel a medicamentos (OMS, 2017). No entanto, o regime de tratamento € longo,
com duragéo de seis meses ou mais, e associado a efeitos colaterais toxicos (TWEED
et al., 2018). Em casos de resisténcia, outros farmacos sado considerados, como sera
detalhado no tépico a seguir. O emprego da poliquimioterapia é preferencial como
tratamento pois reduz rapidamente a carga micobacteriana, limitando a morbidade,
mortalidade e transmissdo da doenca; tem como alvo a populacdo micobacteriana

persistente e minimiza o risco de resisténcia a medicamentos (LEE et al., 2020).

Os farmacos de primeira e segunda linha foram desenvolvidos ha mais de 50
anos, durante a “época de ouro dos antibidticos”. A bedaquilina (BDQ), (Sirturo,
TMC207), foi o primeiro farmaco a surgir com um novo mecanismo de agao apos um
longo periodo, sendo aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) em 2012 e,
entdo, introduzida na terapia de cepas resistentes pela OMS (OSBORNE, 2013).
Ensaios clinicos envolvem a introducédo da bedaquilina na terapéutica, assim como a
associagao de novas geracdes dos farmacos de primeira linha, diminuicao do tempo
de tratamento e substituigbes dos farmacos injetaveis (BELARD et al., 2015). A
delamanida foi aprovada pela Agéncia Europeia de Medicamentos em 2014,
apresentando um potencial efeito bactericida contra M. tuberculosis (RYAN; LO,
2014). Também em 2014, a Pretomanida foi aprovada pela FDA para o tratamento de
tuberculose resistente ao tratamento preconizado (FDA”, 2014 ). Ja a Linezolida foi

aprovada pela FDA em 2000 para o tratamento de infecgdes resistentes causadas por
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bactérias gram-positivas. Em 2003, os primeiros resultados in vitro da atividade da
linezolida contra M. tuberculosis sensivel ou resistente aos farmacos de primeira linha
foram publicados e ao longo dos anos, outros estudos foram realizados até que em
2013 Lee e colaboradores demonstraram o seu uso para o tratamento de tuberculose
extensivamente resistente com resultados de um ensaio clinico (TATO et al., 2006;
MIN et al., 2013). Desde entéo, ensaios clinicos vém sendo realizados na busca pela
melhor adequagédo desses novos antibidticos em termos de dosagem, duracdo de

tratamento e combinacdes a serem ofertadas

1.4 Resisténcia

M. tuberculosis pode desenvolver resisténcia a antibidticos através de varios
mecanismos como: a) Mutacdes: A bactéria pode adquirir mutagdes genéticas que
alteram o alvo do antibidtico, tornando-o menos eficaz; b) Bombas de efluxo: M.
tuberculosis possui bombas de efluxo que podem bombear antibiéticos para fora de
sua célula, reduzindo a concentragado da droga em seu interior; ¢c) Enzimas: A bactéria
pode produzir enzimas que inativam os antibiéticos, tornando-os menos eficazes; d)
Formacgéo de biofilme: biofiimes sdo comunidades de bactérias cercadas por uma
matriz protetora. Os biofilmes podem proteger a bactéria dos antibidticos, dificultando
o tratamento; e) Tolerancia a antibidticos: M. tuberculosis pode entrar em um estado
de dorméncia, no qual é menos metabolicamente ativo e menos suscetivel a
antibioticos (AL-SAEEDI; AL-HAJOJ, 2017).

Esses mecanismos de resisténcia podem ocorrer isoladamente ou em
combinagao, levando a cepas multirresistentes de M. tuberculosis. O aumento dessas
cepas € uma preocupacao crescente de saude publica. Outro fator interessante é que
M. tuberculosis ndo carrega elementos moveis, sendo suas mutag¢des todas

cromossomais.

A classificacdo das cepas de M. tuberculosis resistentes & baseada nos
farmacos de primeira (RIF e INH) e segunda linha fluoroquinolonas (FLQ) e farmacos
injetaveis: cepas rifampicina-resistentes (RR-TB), multi-farmaco resistentes (MDR-
TB), resistentes a rifampicina e isoniazida; pré-extensivamente resistentes (XDR-TB),
apresentam resisténcia adicional a fluoroquinolonas (PRASAD; SRIVASTAVA, 2013;
CHAUDHARI et al., 2016) e totalmente resistentes (XDR-TB), séo as cepas pré-XDR-
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TB com resisténcia adicional a bedaquilina e/ou linezolida. Essa classificacdo é
utilizada nas estimativas globais de casos de tuberculose (RIBEIRO, ; SEAWORTH,;
GRIFFITH, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). A Figura 3 mostra o

manejo do tratamento de acordo com a suscetibilidade da cepa ao tratamento.

MDR e XDR-TB sao responsaveis por altos niveis (43%) de falha no tratamento
(WHO, 2020). Devido ao limitado avangco na descoberta de medicamentos para
tuberculose, apenas trés novos compostos: bedaquilina, delamanida e pretomanida,
foram desenvolvidos e aprovados para uso clinico nas ultimas quatro décadas
(TIBERI et al., 2018). Para cumprir os objetivos da “End TB estrategy” da OMS, sao
urgentemente necessarios medicamentos e regimes de tratamento mais seguros,
eficazes e eficientes. Em agosto de 2021, havia 25 compostos antimicobacterianos
nas fases 1, 2 e 3 de ensaios clinicos. Entre esses encontram-se dezesseis novos
compostos, incluindo dois que receberam aprovagao regulatoria acelerada, um que
foi recentemente aprovado pela FDA para uso exclusivo antifungico e antibacteriano
e o reposicionamento de seis compostos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Figura 3. Cascata de tratamento contra a tuberculose
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Fonte: adaptado de (DECROO et al., 2020).
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1.5 Pesquisa de novos farmacos - Complexos metalicos

No ambito da busca por novos medicamentos, diversas abordagens sao
empregadas, incluindo o desenvolvimento de novas classes de farmacos, a sintese
de analogos de medicamentos e o reposicionamento de farmacos, que envolve atribuir
um novo uso a compostos ja conhecidos e comercializados (PAVAN et al., 2011; LAW
et al., 2013). Esta tese representa a continuidade a pesquisa do grupo (SOLCIA et al.,
2021), propondo a reutilizagdo do complexo metalico ([Fe(fen)s]?*), que até ent&o nao

foi descrito como farmaco.

Estudos mostram que complexos metalicos, particularmente aqueles contendo
metais de transicdo como ferro, cobre e cobalto, tem potencial para serem utilizados
como antibiéticos, podendo agir por uma variedade de mecanismos, incluindo
interferéncia com enzimas bacterianas, geracado de espécies reativas de oxigénio,
rompimento da membrana celular bacteriana e inibigdo da replicagdo do DNA
bacteriano (DORKQV et al., 2008; PANDYA et al., 2022).

Embora o uso de complexos metalicos como antibioticos seja promissor, ainda
ha muitos desafios a serem superados incluindo o desenvolvimento de complexos
metalicos com alto indice de seletividade para bactérias, além de melhorar a
farmacocinética e a farmacodindmica desses compostos para torna-los mais eficazes

para uso como antibioticos.

A fenantrolina (fen) € uma molécula ligante altamente competente na
coordenagao com diversos metais e exibe uma notavel atividade anti fungica in vitro
a 37°C (COYLE et al., 2003). A sua complexagao com o ferro resulta na formagao do
complexo ([Fe(fen)s]?*), que foi o foco desse trabalho (Figura 4). O uso da fenantrolina
tem sido amplamente explorado ao longo de décadas devido a sua versatilidade
quimica, apresentando uma excelente combinacdo de propriedades estruturais e
quimicas, além de ser biologicamente ativa, com atividade antifungica documentada
(BOTTEGA et al.,, 2016). Além dessas caracteristicas, esse composto quimico é
facilmente adquirido comercialmente, soluvel em agua e possui baixo custo, fatores

relevantes ao considerar seu potencial contra a tuberculose.
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Figura 4. Estrutura quimica do Sulfato de tris-(1,10-fenantrolina)ferro(ll) - ([Fe(fen)s]?*)

Fonte: pubchem. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/24848008.

Neste cenario, o trabalho de Solcia e colaboradores (SOLCIA et al., 2021),
desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em tuberculose da UNESP, aponta o
complexo ([Fe(fen)s]?*) como um promissor candidato a farmaco para o tratamento da
tuberculose, sendo ativo e seletivo contra M. tuberculosis sensivel, em cepas
resistentes ao tratamento convencional e em bacilos em estado nao replicante,
apontando para agao em tuberculose latente. Ensaios de verificagdo de atividade
intracelular mostram resultados do complexo semelhante a rifampicina,com uma
inibicdo de aproximadamente 60% do crescimento bacteriano em dose igual a duas

vezes a sua CIM..

Ainda no trabalho de Solcia, verificou-se que o complexo nao possui perfil
mutagénico, apresenta baixa citotoxicidade frente a linhagens celulares (macrofagos
J774A.1, fibroblastos MRC-5 e hepatdcitos HepG2) e estreito espectro de acéo, sendo
altamente seletivo para inibicdo de micobactérias. O complexo ([Fe(fen)s]?*)
incorporado a um Sistema Lipidico Nanoestruturado (SLN) do tipo microemulsionado
mostrou-se biodisponivel 2h apdés a administracdo, com pico de concentracao
plasmatica apds 6 horas. O complexo nao apresentou toxicidade aguda quando
administrado via oral em doses de 300 e 2000 mg/kg por 14 dias em camundongos
BALB/c

A incorporagdo do complexo ([Fe(fen)s]?*) a um SLN, visa aumentar a
estabilidade, melhorar sua biodisponibilidade e, possivelmente, potencializar a agao
do composto, reduzindo a dosagem e os possiveis efeitos colaterais. Em um novo

trabalho desenvolvido por Machado esse sistema foi caracterizado, tendo sido testada
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sua estabilidade de armazenamento e em diferentes meios de cultura e pHs,
apresentando caracteristicas interessantes que favoreceriam a circulagcdo do
SLN+([Fe(fen)3]?*) no organismo (MACHADO, 2021).

Frente ao exposto, o complexo metalico ([Fe(fen)s]?*) representa uma proposta
interessante a ser considerada para o tratamento da tuberculose, sendo de baixo

custo, facil acesso e apresentando bons resultados preliminares.

1.5 Modelos animais na pesquisa de novos farmacos contra a tuberculose

O avanco na pesquisa em tuberculose tem dependido bastante de modelos de
infeccdo em animais, o que permite aos pesquisadores compreender a patogénese,
progressao da doenca e a biologia interativa entre patdégeno e hospedeiro. Além disso,
os modelos animais desempenharam um papel fundamental na avaliacdo da eficacia
e toxicidade de medicamentos e vacinas antes de sua utilizagdo em ensaios clinicos
em humanos. Uma analise da literatura no banco de dados NCBI revelou que
aproximadamente 35% dos artigos de pesquisa sobre tuberculose citaram o uso de
modelos de infeccdo em animais em seus estudos (ZHAN et al., 2017). Camundongos,
porquinhos-da-india, coelhos, primatas ndo humanos e peixes-zebra sdo os animais
mais comumente utilizados na pesquisa da tuberculose. Apesar de mimetizar um ou
mais aspectos da doenga, como sinais clinicos, progressdo da doenga, patologia e
respostas imunoldgicas, cada modelo tem suas limitagdes biologicas. Além disso,
desafios mais amplos associados ao uso de animais em pesquisa precisam ser
superados, como regulamentagao ética, custo, tempo, cuidados e a necessidade de
instalagdes especializadas para animais. Portanto, nenhum modelo unico é perfeito
para todos os usos pretendidos.

Os camundongos sao os animais mais popularmente utilizados na pesquisa da
tuberculose, devido ao seu pequeno tamanho, facilidade de manejo e custo
relativamente baixo (FONSECA et al., 2017). Como animais experimentais
amplamente utilizados, sua fisiologia, imunologia e genética sdo extensivamente
caracterizadas (BUCSAN et al., 2019). Camundongos (C57BL/6 ou BALB/c)
infectados pelo trato respiratorio por M. tuberculosis podem desenvolver uma doenca

pulmonar crénica com duragao de até seis meses (YANG et al., 2021).
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Historicamente, os modelos de camundongos forneceram uma abundancia de
informacgdes sobre as interagdes imunolégicas entre o M. tuberculosis e 0 hospedeiro,
desempenhando um papel fundamental na identificacdo do papel dos linfécitos T
(ORME; COLLINS, 1983). Os camundongos estdo entre os modelos animais mais
sofisticados na pesquisa, com a disponibilidade de linhagens puras e heterogéneas,
knockout de genes e camundongos humanizados, possibilitando a realizagcdo de
modelagens mais complexas da doenga e estudos direcionados ao hospedeiro (YANG
et al., 2021). Outro atrativo desse modelo é a grande variedade de reagentes
imunoldgicos disponiveis para uso em ensaios funcionais (ZHAN et al., 2017).

Apesar de sua popularidade, ha desvantagens no uso de camundongos como
modelo para a tuberculose. A progressao da doenga em camundongos pode variar
amplamente de acordo com a cepa/dose de infeccdo aplicada e a cepa de
camundongo utilizada (YANG et al.,, 2021). Avaliar a gravidade da doencga é
desafiador, pois os camundongos infectados nao apresentam sintomas clinicos
Obvios, como ocorre em humanos, até as fases posteriores da infecgao (por exemplo,
perda de peso, qualidade da pelagem, alteracbes comportamentais, irritagdo e
inflamac&o localizada) (BOUTE et al., 2017; NEMETH et al., 2020). As cepas puras
mais amplamente utilizadas, C57BL/6 e BALB/c, nao desenvolvem granulomas como
observado em humanos. Em vez disso, eles formam lesdes difusas, ndo caseosas e
nao necréticas (KRAMNIK; BEAMER, 2016).

Embora existam modelos de infecgcado alternativos, mais éticos, como os de
peixe-zebra e moscas-das-frutas, esses modelos requerem o uso de espécies de
micobactérias substitutas, como Mycobacterium marinum, e podem apresentar
respostas distintas das induzidas por M. tuberculosis. Dessa forma, ha uma demanda
por modelos alternativos de M. tuberculosis que possam reproduzir aspectos cruciais
da doenga, incluindo a formagao de granulomas, que € uma caracteristica distintiva
da tuberculose em seres humanos (VAN LEEUWEN; VAN DER SAR; BITTER, 2002;
DIONNE; GHORI; SCHNEIDER, 2003; PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018).

Nos ultimos anos, a larva do inseto Galleria mellonella tornou-se um modelo
popular para estudar a patogénese de bactérias Gram positivas e negativas e
patdgenos fungicos (TSAI; LOH; PROFT, 2016; PEREIRA et al., 2018), tendo sido
descrita em relagdo a mais de 65 patdégenos bacterianos e fungicos, com mais de

1500 artigos registrados no NCBI PubMed apenas na ultima década. A utilizagcado da



26

G. mellonella como modelo de infecgédo se deve a diversas propriedades vantajosas.
O complexo sistema imunolégico inato da G. mellonella compartilha alta semelhanca
estrutural e funcional com a dos mamiferos e apresenta diversas vantagens em
relagdo a modelos convencionais como a manutencdo das larvas e seu tamanho
reduzido, permitindo facil manuseio e dosagem precisa de patéogenos e/ou
medicamentos; (ASAI et al., 2020, 2022).

Em trabalho de 2019 desenvolvido no laboratério do Professora Paul Langford
e da Dr. Sandra Newton, da Imperial College, em Londres, Asai e colaboradores
descrevem um novo modelo de infeccao de larvas de G. mellonella com bactérias do
complexo M. tuberculosis para triagem de compostos contra tuberculose, usando
larvas infectadas com Mycobacterium bovis BCG lux bioluminescente (ASAI et al.,
2019). Outro obstaculo a ser superado na pesquisa de tuberculose é a necessidade
de ser realizada em laboratério de nivel biosseguranga 3 (NB3). Em um novo trabalho
publicado em 2020, Asai e colaboradores apresentam um modelo de infeccéo
utilizando o duplo mutante auxotrofico AleuDApanCD da cepa H37Rv de M.
tuberculosis.

No Laboratorio de Pesquisa em Tuberculose da Unesp de Araraquara sao
realizadas diversas parcerias com laboratérios de Quimica Medicinal para triagem de
novos compostos contra a tuberculose, além dos compostos aos quais sdo estudados
um Novo uso, como € o caso deste projeto. Para a triagem, em sua maioria, 0s ensaios
realizados se restringiam a testes in vitro. O modelo de infeccéo e tratamento em G.
mellonella traria uma abordagem in vivo inicial enriquecedora, alavancando os
resultados e a discussao acerca dos resultados obtidos e possibilitando um melhor
aproveitamento de tempo e de recursos financeiros.

Assim, parte do trabalho apresentado nesta tese foi realizado na Imperial
College, em parceria com o Professor Paul Langford e a Dra. Sandra Newton, de
forma que o modelo de infeccdo fosse estabelecido também no Laboratério de
Pesquisa em Tuberculose da Unesp de Araraquara. Os resultados obtidos nesse
periodo apontam que, apesar de promissor, 0 modelo de infec¢ao tem limitagdes e
deve ser utilizado com ressalvas a partir da analise inicial da composi¢ao quimica do

seu composto ou farmaco.



27

Conclusao

Os resultados apresentados revelam a promissora atividade do Complexo
contra a cepa BCG lux. Considerando o contexto global da tuberculose, uma doenca
que continua a representar um desafio significativo para a saude publica,
especialmente causada por Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis, as

descobertas destacam a importéncia de explorar novas abordagens terapéuticas.

A sinergia observada com antibiéticos de uso comum, como rifampicina e
pretomanida, é encorajadora, sugerindo que o Complexo pode ser uma adigao valiosa
a terapia existente. A liberagdo controlada do complexo também foi investigada,
mostrando uma taxa de liberagao significativa em condi¢des simuladas do estémago,

indicando uma possivel adequagao para diferentes tipos de infeccdes.

Além disso, a analise do alvo molecular revelou uma possivel interacdo do
complexo com o gene PonA1, associado a sintese da parede bacteriana. A
modelagem estrutural e o docking molecular apontaram para interagdes estaveis entre

o complexo e diferentes bolsos da proteina PonA1.

A observagao de mudancas fenotipicas nas células de M. tuberculosis apos a
exposicao ao complexo, incluindo a perda do formato regular e a presenga de tecido

celular morto, sugere um impacto significativo na morfologia e integridade celular.

Ao avaliar a eficacia in vivo em larvas de G. mellonella previamente infectadas
com BCG lux, os resultados indicam uma auséncia de atividade significativa nas
concentracboes testadas. A hipotese de interacdo complexa entre a infeccdo, a
metabolizacdo do composto pelas larvas e o excesso de ferro presente no complexo
pode ter contribuido para a diminuicdo na taxa de sobrevivéncia larval e o insucesso

do tratamento.

Por outro lado, a atividade do Complexo ([Fe(fen)s]?*) contra M. tuberculosis foi
claramente evidenciada em um modelo murino. Os camundongos tratados com o
complexo apresentaram uma redugéao significativa nas UFC, indicando uma eficacia
superior ao tratamento convencional com isoniazida, um antibiético de primeira linha.
A auséncia de crescimento micobacteriano em ambos os grupos tratados com o
complexo, seja em sua forma livre ou associado a uma matriz lipidica, destaca sua

potencial aplicagdo como um agente anti-tuberculose.
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Em suma, os resultados destacam o potencial do Complexo como um agente
terapéutico eficaz contra M. tuberculosis, promovendo sinergia com antibiéticos
existentes, mostrando atividade em diferentes condicdbes e apresentando
caracteristicas favoraveis de liberagdo controlada. Considerando a crescente ameaca
da resisténcia antimicrobiana, a identificacdo de novos compostos com amplo
espectro de atividade e mecanismos de agao distintos é crucial para enfrentar desafios
continuos no tratamento da tuberculose. Dada a complexidade das interagdes entre
compostos antimicrobianos e cepas bacterianas, estudos adicionais podem ser

necessarios para validar e compreender completamente os resultados observados.
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Capitulo 2
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1. Micobactérias nao tuberculosas

O termo micobactérias nao tuberculosas (MNT) designa todos os membros do
género Mycobacterium que nado fazem parte do complexo M. tuberculosis e M. leprae.
As vezes, também sdo chamados de micobactérias atipicas, micobactérias ambientais
ou micobactérias que nao sejam de tuberculose (MOTT) e formam um grupo muito
vasto e heterogéneo de microrganismos. A caracteristica definidora das MNT é que,
ao contrario do complexo MTBC e M. leprae, elas ndo sao patogenos obrigatorios.
Elas foram isoladas em uma ampla variedade de habitats terrestres e aquaticos, como
poeira, aerossois e biofilmes, bem como sistemas de distribuicdo de agua doméstica
e hospitalar (FALKINHAM, 2002; VAEREWIJCK et al., 2005). Sua ocorréncia
generalizada e persisténcia em sistemas de distribuicdo de agua foram associadas a
capacidade de formar rapidamente biofilmes (HALL-STOODLEY; LAPPIN-SCOTT,
1998), mediados por sua membrana externa hidrofébica. Além disso, a
impermeabilidade da parede celular das micobactérias as torna resistentes a varios
desinfetantes, por exemplo, algumas espécies de micobactérias mostraram ser 330
vezes mais resistentes ao cloro, amplamente usado no saneamento da agua potavel,
do que Escherichia coli (FALKINHAM, 2002; LE DANTEC et al., 2002). Além disso, foi
demonstrado que algumas espécies de micobactérias, especialmente as
potencialmente patogénicas, sdo capazes de sobreviver em amebas de vida livre e as
vezes até em cistos de amebas, o que confere protecdo adicional contra
procedimentos de desinfeccéo para as bactérias (THOMAS; MCDONNELL, 2007).

No laboratério, a maioria das MNT cresce bem a 35°C nos meios de cultura
usados para M. tuberculosis (Middlebrook 7H11, 7H9, LJ etc.). Existem, no entanto,
algumas excecgdes; M. xenopi € mais termofilico, atingindo o crescimento ideal a 42°C
— 45°C, enquanto outras espécies, como M. ulcerans, M. marinum ou M.
haemophilum, preferem temperaturas em torno de 30°C (WALLACE; BROWN;
GRIFFITH, 2003).

As MNT foram reconhecidas como patdgenos humanos em potencial na
década de 1930, mas nao despertaram muito interesse de pesquisa até que suas
frequéncias de isolamento aumentassem drasticamente no contexto da epidemia de
AIDS. Avancos recentes na terapia antirretroviral resultaram em uma diminuicdo da
incidéncia da doenga pelo complexo de M. avium (MAC) disseminada em pacientes

com AIDS; no entanto, a taxa de doenca pulmonar por MNT parece estar aumentando
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(WAGNER; YOUNG, 2004; PREVOTS; MARRAS, 2015). Nas ultimas décadas, foram
relatados aumentos nas frequéncias de isolamento de MNT em muitas partes do
mundo (HENRY et al.,, 2004; MOORE et al., 2010; PREVOTS; MARRAS, 2015).
Mudangas na populagdo em geral, como o envelhecimento, 0 aumento no numero de
pessoas usando imunossupressores ou o0 aumento na prevaléncia de doencgas
pulmonares predisponentes, bem como uma maior conscientizagdo dos médicos em
relacdo as MNT e uma diminuicdo na imunidade cruzada devido a queda da
tuberculose em paises desenvolvidos, também s&o apontados como possiveis fatores
contribuintes para esse aumento observado (WAGNER; YOUNG, 2004; VAN INGEN
et al., 2009; MOORE et al., 2010; PREVOTS; MARRAS, 2015).

1.2 MNT como patégenos oportunistas

Varias espécies de MNT podem atuar como patégenos oportunistas. Elas tém
sido implicados em uma variedade de doengas, como infec¢cdes de pele e tecidos
moles, infeccdes de ossos e articulagdes, doengas pulmonares, linfadenite, infecgdes
relacionadas a corpos estranhos (por exemplo, infec¢des relacionadas a cateteres) e
bacteremia em pacientes com AIDS, entre outros (WAGNER; YOUNG, 2004; VAN
INGEN et al., 2009). A doenga por MNT estd comumente associada a fatores
predisponentes como imunossupressdo, doenca (pulmonar) subjacente ou
traumal/cirurgia (WAGNER; YOUNG, 2004). A doencga disseminada por M. avium
constituia uma causa importante de morbilidade e mortalidade em doentes terminais
com AIDS antes da introdugao da profilaxia com claritromicina e da terapéutica anti-
retroviral altamente ativa (HORSBURGH et al.,, 2001; KARAKOUSIS; MOORE;
CHAISSON, 2004). Embora a apresentagao desta doenga tenha diminuido fortemente
como resultado dos avancos na terapia da AIDS, outras doengas micobacterianas
estdo em ascensdo (WAGNER; YOUNG, 2004).

1.3 Doengas pulmonares

Apesar da falta de estudos populacionais que documentem a prevaléncia da
doenca pulmonar por MNT, estas infecgdes sao consideradas cada vez mais comuns.
Em paises industrializados, a doenca pulmonar é a manifestacao clinica mais comum
da doenga por MNT, sendo organismos do MAC os agentes etiolégicos mais comuns.

Infelizmente, muitos estudos néo identificaram os isolados MAC ao nivel da espécie.
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Descobriu-se recentemente que M. avium e M. intracelulare, as duas principais
espécies do MAC, exibem uma patogenicidade distintamente diferente. Embora M.
avium seja responsavel pela grande maioria das infecgées por MAC disseminadas em
pacientes com AIDS, M. intracelulare apresenta um maior potencial patogénico para
causar doenga pulmonar em pacientes nao-HIV. M. kansasii, M. xenopi e M.
abscessus também sao frequentemente associadas a doenga pulmonar (WAGNER;
YOUNG, 2004; WINTHRORP et al., 2012; PREVOTS; MARRAS, 2015); esta ultima é
particularmente preocupante em doentes como fibrose cistica (JONSSON et al.,
2007).

A doenca pulmonar por MNT esta frequentemente associada a doencas
pulmonares estruturais, como doencga pulmonar obstrutiva crdnica, bronquiectasia,
pneumoconiose, tuberculose prévia, cancro do pulmdo ou, como mencionado
anteriormente, fibrose cistica (HENRY et al., 2004; GRIFFITH et al., 2012a). Além
disso, M. intracelulare exibe uma predisposicdo para causar doenca pulmonar em
mulheres na pds-menopausa sem quaisquer fatores de risco ébvios (HAN et al.,
2005). Ao contrario da tuberculose, o diagndstico de doenca pulmonar por MNT nao
pode ser estabelecido apenas baseado no isolamento de MNT de uma unica amostra
pulmonar. Varios critérios clinicos e microbiolégicos devem ser atendidos para
diagnosticar validamente a doenga pulmonar por MNT e extensas diretrizes foram

publicadas sobre esse assunto.

O diagnéstico de doengas causadas por MNT é também um fator de
complicagao ja que essas bactérias sdo encontradas comumente no ambiente e pelo
alto numero de espécies detectadas, mais de 170. Frente a esse cenario, € notavel
que mais pesquisas devem ser realizadas para que doengas causadas por MNT

possam ser diagnosticas e tratadas de forma mais eficiente.

1.4 Infecgoes de pele e de tecidos moles

Numerosas espécies de MNT foram relatadas como implicadas em doencas
cutaneas ao longo dos anos. Entre os patdgenos cutaneos mais frequentes, além do
M. ulcerans, esta o M. marinum, um parente préximo do M. ulcerans, causando
“granuloma de piscina” ou “granuloma de aquario”, afetando tipicamente os membros
e apresentando-se como papula violeta solitaria (WAGNER; YOUNG, 2004,

GRIFFITH et al., 2012a), como pode ser observado na Figura 1. As micobactérias de



33

crescimento rapido (RGM) M. fortuitum, M. abscessus e M. chelonae também estéo
frequentemente envolvidas em infecgdes de pele e tecidos moles. Tais infecgdes séo,
na maioria dos casos, precedidas por lesdes que rompem a pele e permitem a entrada
de bactérias e normalmente apresentam-se como uma infec¢ao localizada. Apds
fratura exposta ou outros traumas que impliquem a inoculagao da bactéria, todas as
trés espécies também podem causar infec¢gdes de ossos, articulagdes ou tenddes
(BROWN-ELLIOTT; WALLACE, 2002; WAGNER; YOUNG, 2004; GRIFFITH et al.,
2012a).

Figura 1 - Disseminacao linfangitica nodular esporotricoide caracteristica do
Mycobacterium marinum

Fonte: (FRANCO-PAREDES et al., 2019)

Em pacientes sob tratamento imunossupressor, foi observada doenca cutanea
disseminada. Esta apresentagdo da doencga constitui a forma mais frequente da
doenca por M. chelonae. Além disso, no ambiente clinico, estas trés espécies de RGM
tém estado envolvidas em abcessos poés-injecao, infe¢cdes de feridas cirurgicas e
infecbes relacionadas com cateteres (BROWN-ELLIOTT, WALLACE, 2002;
WAGNER; YOUNG, 2004).

5. Conclusao

Os resultados desta pesquisa destacam o potencial do Complexo
([Fe(fen)s]*) como um agente antimicrobiano ativo contra micobactérias nao

tuberculosas (MNT). Inicialmente, o complexo mostrou atividade contra diferentes
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cepas de MNT, incluindo M. abscessus, M. abscessus subespécie massiliense, M.

abscessus subespécie bolleti e M. fortuitum.

Além disso, o estudo revelou que o Complexo ([Fe(fen)s]?*) age sinergicamente
com a amicacina contra isolados clinicos de M. abscessus e M. abscessus subespécie
bolleti. Essa sinergia é particularmente relevante, considerando a complexidade do
tratamento de infec¢gdes causadas por MNT, que frequentemente requer terapias

prolongadas e combinagdes de agentes antimicrobianos.

O Complexo ([Fe(fen)s]?*) ndo apresentou atividade contra biofiimes de MNT. A
resisténcia de biofiimes é uma caracteristica desafiadora associada a infeccbes
persistentes e recorrentes, o que destaca a necessidade de estratégias adicionais ou

combinagdes terapéuticas para abordar esse aspecto da patogénese das MNT.

O Complexo ([Fe(fen)s]**) exibiu comportamento bactericida contra a cepa
padrdao ATCC de M. abscessus e isolados clinicos de M. abscessus e M. abscessus
subespécie bolleti. Esses resultados sugerem que o complexo pode oferecer uma

abordagem eficaz para o tratamento de infecgdes causadas por essas cepas de MNT.

Em suma, embora o Complexo ([Fe(fen)s]?*) tenha apresentado promissora
atividade antimicrobiana contra MNT, incluindo sinergia com a amicacina, a auséncia
de atividade contra biofiimes destaca a complexidade do desafio terapéutico
associado a essas infecgdes. Estratégias adicionais e investigagcbes mais
aprofundadas sao necessarias para explorar totalmente o potencial terapéutico desse

complexo.
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