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Resumo

Tuberculose (TB) ¢ a doenca infecciosa que mais mata pessoas no mundo, atingindo 9,6
milhdes de pessoas em 2014, e o mais agravante neste cenario ¢ a emergéncia das cepas
resistentes aos antibidticos disponiveis ao tratamento. Com o objetivo de encontrar novas
moléculas potenciais anti-TB, em parceria com o Laboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento
de Farmacos, uma biblioteca de moléculas foi sintetizada baseadas nos nucleos furoxanicos e
benzofuroxanicos. A concentragdo inibitéria minima e citotoxicidade das moléculas desta
biblioteca foram determinadas. Para avaliar o perfil das trés moléculas que mais se
destacaram (14c, PJ5 e PJ21), utilizamos a metodologia da cinética bactericida. As moléculas
l4c e PJ21 apresentaram efeito bactericida superior a antibidticos ja empregados na terapia. A
molécula PJ 5 ¢ bacteriostatica e € a que apresenta o maior indice de seletividade, por este
motivo foi selecionada para ser avaliada em combinagdo com antibidticos ja empregados na
terapia anti-TB. Os resultados da combinagdo com farmacos, foi de efeito sinérgico com
isoniazida, rifampicina e amicacina, e um efeito bactericida precoce com MOX, em que em
pouco tempo de exposicao, o indculo foi totalmente eliminado pela agdo da combinacdo de
antibidticos. Como a terapia anti-TB ¢ sempre uma politerapia, antibidticos que apresentam
efeito sinérgico quando combinados com outros se destacam como potenciais futuros
farmacos. O efeito potencializador, observado para o PJ5, talvez possa ser observado em

outras moléculas da mesma classe quimica.



Abstract

Tuberculosis (TB) is an infectious disease that kills more people in the world, 9.6 million
people affected by 2014, and 1.5 million deaths. The major aggravating factor in this scenario
is the emergence of antibiotic-resistant strains available for treatment. To find new potential
anti-TB molecules, in partnership with the Laboratory of Research and Development of
Medicines, a library of molecules based on the furoxanic and benzofuroxanic nuclei was
synthesized. A minimal inhibitory concentration and a cytotoxicity of the molecules of this
library were determined. To evaluate the profile of the three most prominent molecules (14c,
PJ5 and PJ21), a bactericidal kinetics methodology was used. The molecules 14c and PJ21
had a bactericidal effect superior to the antibiotics used in the therapy. The PJ 5 molecule is
bacteriostatic and has the highest index of selectivity, so it was selected to be evaluated in
combination with antibiotics used in anti-TB therapy. The results of the combinations were a
synergistic effects with isoniazid, rifampicin and amikacin, and an early bactericidal effect
with MOX, and the inoculum was completely eliminated with all combination of PJ5 with
antibiotic. Anti-TB therapy is always a drugs association, antibiotics that have a synergistic
effect when combined with others stand out as potential future drugs. The potentiating effect
observed for PJ5 suggests that it can be observed with other molecules of the same chemical

class.
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Introducéo

Tuberculose

Tuberculose (TB) é atualmente a doenga infeciosa que mais mata pessoas no
mundo, superando o HIV. Trata-se de uma doenca infecciosa bacteriana causada
principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis e que atinge principalmente os pulmoes,
mas que pode se disseminar por outros 6rgaos. Em 2014 segundo a Organizacdo Mundial da
Satude (OMS), 9,6 milhdes de pessoas contrairam esta doenca no mundo, e destes 1,5 milhdo
morreu devido a doenga (1,1 milhdao HIV-negativo e 0,4 milhao HIV-positivo) (OMS, 2015).

No ranking mundial o Brasil ocupa a 18" posi¢do em relagdo ao nimero de
infectados com TB, em 2015, foram 75.526 casos notificados (MINISTERIO DA SAUDE,
2016). Quando a doenca se instala o esquema terapéutico basico empregado para o
tratamento, no Brasil, ¢ composto por uma fase intensiva (2 meses de Rifampicina (RFP),
Isoniazida (INH), Pirazinamida (PZA) e Etambutol (ETB)) seguido de uma fase de
manutengio (4 meses de RFP ¢ INH) totalizando seis meses de tratamento (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011). H4 cinquenta anos surgiu a terapia multidrogas para tratar TB que foi
largamente empregada para responder a emergéncia da resisténcia aos antibidticos (OMS,
2010).

Dos 75.526 casos de TB notificados no Brasil, 12.337 foram casos recidivos de
TB, ou seja, aqueles que ja receberam algum tratamento € ndo obtiveram sucesso, € este
numero representa 16,3% do total. A falha no tratamento ocorre, principalmente, devido ao
abandono da terapia antes do periodo determinado, ou seja, ndo se obtém a cura e apo6s um
periodo a doenga volta a se manifestar ou devido a resisténcia aos antibioticos utilizados, o
que se agrava ainda mais quando ndao ha adesdo ao tratamento. A OMS preconiza que o

percentual de abandono da terapia deva ser menor que 5%, no entanto no Brasil, em média,
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11% dos pacientes abandonam o tratamento, com excecdo do Acre e do Amapad que
apresentam percentuais menores que 5% (OMS, 2015) (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A classificagdo da resisténcia ¢ feita com base nos antibidticos de primeira linha
(RFP e INH) ou de segunda linha (fluoroquinolonas e antibioticos injetaveis). MDR-TB sao
cepas classificadas como multidroga resistentes, que sao resistentes a pelo menos dois
antibioticos de primeira linha para o tratamento: RFP e INH. Ja as cepas XDR-TB sao
chamadas de extensivamente resistentes e classificadas assim quando ha resisténcia a RFP,
INH, a uma fluoroquinolona (por exemplo: ofloxacino (OFX), levofloxacino (LFX),
moxifloxacino (MOX) e gatifloxacino (GFX)) e pelo menos um anibidtico injetavel de
segunda linha (por exemplo: amicacina (AMK), canamicina (KAN) ou capreomcina)(OMS,
2010).

Estima-se que, no mundo, 3,3% dos novos casos de TB e que 20% das recidivas
sdo casos de MDR-TB. Casos recidivos sdo pacientes que ja receberam algum tratamento,
mas ndo foram curados, por ineficacia do tratamento ou por abandono da terapia. A figura 1
mostra a distribuicdo mundial dos casos de MDR-TB, segundo a OMS. Dentro desta
problemadtica, devemos destacar que muitos paises sdo classificados como: dados ausentes, ou
seja, a situacdo real pode ser ainda mais grave que a relatada, ja que nem todos os paises tém
os dados epidemioldgicos necessarios (OMS, 2015).

Em relagdo as XDR-TB, estas cepas ja foram relatadas em 105 paises e estima-se
que 9,7% das MDR-TB sejam na verdade XDR-TB, mas que ndo foram corretamente
diagnosticadas, provavelmente por limitacdes técnico-cientificas e financeiras dos sistemas de
saude. Na figura 2, apresenta-se a distribuicdo mundial dos casos confirmados
laboratorialmente de XDR-TB, observa-se que alguns paises ndo tiveram cepas XDR-TB

confirmadas laboratorialmente e que alguns paises ndo apresentaram dados de casos de XDR-
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TB, novamente, podendo subestimar a real situagdo dos casos de XDR-TB no mundo (OMS,

2015).

Figura 1. Porcentagem de novos casos de TB diagnosticados como MDR.

Percentage of new TB cases with MDR-TB?

(Fonte: OMS , 2015)

Figura 2. Numero de novos casos de TB laboratorialmente confirmados como XDR.

(Fonte: OMS , 2015)
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Além dos isolados clinicos XDR-TB, no Ird em 2009, foram relatados 15 isolados
clinicos resistentes a INH, RFP, estreptomicina (STP), ETB, PZA, etionamida (ETH), acido
para-aminosalicilico, cicloserina, OFL, AMK e ciprofloxacino. Estes isolados clinicos foram
classificados como totalmente resistente a antibidticos (TDR-TB) mostrando que as
alternativas terapéuticas disponiveis estdo cada vez menos eficientes (VELAYAT, et al.,
2009).

Os mecanismos desenvolvidos pelos microrganismos para evadir dos antibioticos
empregados no tratamento sdo classificados em quatro: 1. Modificagcdo do alvo do antibiotico;
2. Modificagdo da via de ativacao ou metabolizacao dos antibioticos (especialmente relevante
para os pro-farmacos); 3. Reducdo da permeabilidade dos antibioticos (devido a alta
lipofilicidade da parecede celular micobacteriana ou a agdo de bombas de efluxo) ou 4.
Inativacao dos antibidticos por a¢do enzimatica (COHEN, et al., 2014).

A modificagdo molecular dos alvos terapéuticos € consequéncia de muta¢des no
DNA bacteriano. Sendo assim, serdo descritos os mecanismos de agdo e as principais
mutacoes associadas a resisténcia para os quatro antibidticos escolhidos para este trabalho
INH e RFP, que sdo antibioticos de primeira linha, e MOX e AMK, que sao de segunda linha.
As estruturas moleculares destes antibidticos estdo apresentadas na figura 3.

Uma importante definicdo quanto aos antibidticos ¢ em relagdao ao seu mecanismo
de acdo, que pode ser bactericida, ou seja, aquele capaz de matar os microrganismos, ou
bacteriostatico que ¢ aquele capaz de impedir a multiplicagdo dos microrganismos
(TORTORA, et al., 2010).

A RFP apresenta um efeito bactericida em bactérias replicantes e em bactérias
com baixo metabolismo (referente ao estdgio de laténcia que o bacilo passa dentro do

macrofago) (MITCHISON, 1979). RFP ¢ um inibidor da subunidade B da RNA polimerase
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dependente de DNA, entdo a transcricdo ¢ prejudicada pela acdo da RFP, bem como a
tradugdo, que ¢ a sintese de proteinas baseada no RNA (YAMADA, et al., 1985).

Figura 3. Estruturas moleculares dos farmacos isoniazida, rifampicina, amicacina e

moxifloxacino.
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(Fonte: autora).

A resisténcia a RFP ¢ causada por mutagdes no gene rpoB que codifica a
subunidade B da RNA polimerase. Essas mutagdes resultam em uma proteina com uma
conformagdo alterada e com reduzida afinidade com o antibidtico. As principais mutacdes

descritas sdo nas posi¢oes 531, em que uma serina pode ser substituida por leucina, glutamina
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ou triptofano e, na posicdo 526, uma histidina pode ser substituida por tirosina, acido
aspartico, arginina, asparagina, prolina ou glutamina. Adicionalmente, ja foram descritas
mutagdes nas posicoes 533, 522, 518, 516, 513, 511, entre outras resultando em resisténcia a
RFP (TELENTI, et al., 1993).

A RFP pertence a classe das rifamicinas. Rifabutina, rifapentina e rifalazil sao
antibidticos que pertencem a mesma classe. Para cepas com mutagdes nos codons 531 e 526,
observa-se uma resisténcia cruzada para todas as rifamicinas. Entretanto, o mesmo ndo ¢
observado para mutagdes no codon 516 que resultam em resisténcia a RFP e rifapentina, mas
ndo a rifabutina e rifalazil (WILLIAMS, et al., 1998).

A INH ¢ um proé-farmaco dependente da ativacdo pela enzima KatG (uma enzima
catalase peroxidase codificada pelo gene katG). Com a agdo da KatG, a INH libera radicais
hidrazil isonicotinico e acil isonicotinico que se ligam a nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD) formando adutos. Estes adutos se ligam e inibem a enzima carreadora enoil-acil
redutase dependente de NADH. Esta enzima ¢ chamada de InhA (codificada pelo gene inhA)
e ¢ responsavel pela sintese de acidos micolicos, pois faz a elongacdo das cadeias de acido
graxo. Os acidos micodlicos sdo os maiores lipideos do envelope celular micobacteriano
(MARRAKCHI, et al., 2000).

A mutacdo mais frequente que leva a resisténcia a INH ¢ a mutacao no cédon 315
em katG, em que uma serina pode ser substituida por treonina (93,4%), asparagina,
isoleucina, arginina ou glicina. Esta mutacdo esta presente em 64% de todos os casos de
1solados clinicos fenotipicamente resistentes. Mutacdes nas posi¢des 306, 316, 309, 311, 299,
275, 328, 155 e 110 também ja foram reportadas como responsaveis pela resisténcia a INH
(SEIFERT, et al., 2015).

A segunda causa mais frequente de resisténcia a INH ¢ a mutagdo no gene inhA,

sendo que podem ocorrer mutagdes tanto na regido promotora quanto na regido codificadora
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do gene. Mutagdes na regido promotora levam a uma superexpressdo de InhA, enquanto
mutacdes na regido codificadora levam a um bloqueio da ligacdo do aduto (INH+NAD).
Mutagdes no gene inhA, considerando tanto a regido promotora quanto codificadora, estdo
presentes em cerca de 19% dos casos de resisténcia fenotipica a INH e pode acontecer nas
regides -15 (mais frequente), -8,-47 ou -17 da regido promotora ou pode ser em 94, 21,194, 3,
258 ou 190 na regiao codificadora do gene (SEIFERT, et al., 2015).

A regido intergéncia de ahpC-oxyR ¢é a regido promotora de ahpC e mutagdes
nesta regido ja foram reportadas em mutantes resistentes a INH, pois causam uma
superexpressdo deste gene. ahpC codifica a ezima alquil hidroxiperoxido redutase. Bacilos
que possuem o gene katG mutado, e consequentemente com a enzima KatG alterada, tem um
desbalango nas espécies reativas de oxigénio, podem ter uma mutagdo em ahpC para
compensar a falta da atividade antioxidante de KatG. Esta muta¢do, em ahpC, ¢ menos
frequente em isolados clinicos resistentes a INH, no entanto, ela pode acontecer
simultaneamente com outras em inhA ou katG (SHERMAN, et al., 1999) (SHERMAN, et al.,
1996) (KELLEY, et al., 1997).

MOX, utilizada neste trabalho e as demais fluoroquinolonas, como: levofloxacino,
ciprofloxacino e gatifloxacino, atuam inibindo a enzima DNA girase, que atua durante a
replicacdo do DNA e ¢ fundamental para que esse processo acontega. A DNA girase tem duas
subunidades A e B, que sdo codificadas respectivamente pelos genes gyrA e gyrB (COLE, et
al., 1998). Mutacdes nos codons 88, 90, 91 e 94 de gyrA podem resultar cepas resistentes a
fluoroquinolonas. Alguns exemplos de mutacdes que levam a um alto nivel de resisténcia sdo:
a troca de uma alanina por uma valina na posi¢dao 90, e a troca de um aspartato por uma
glicina, asparagina ou alanina na posicao 94 (TAKIFF, et al., 1994). Mutacdes apenas no gene

gyrB também sdo detectadas, mas sua relacdo com a resisténcia a fluoroquinolonas nao ¢



16

totalmente estabelecida, no entanto ja ¢ bem descrito que a associagdo de mutagdes em gyrA e
gyrB conferem niveis maiores de resisténcia (LI, et al., 2014)..

Os aminoglicosideos, como a AMK, utilizada neste trabalho, KAN e
estreptomicina, ligam-se a subunidade 30S do ribossomo micobacteriano inibindo a sintese
proteica (PALOMINO, et al., 2014). Mutagdes no gene ITs, que codifica o RNA ribossomal
levam a resisténcia a esta classe de farmacos. AMK apresenta um alto nivel de resisténcia
cruzada com KAN, a mutacdo mais frequente que leva a esta resisténcia ¢ troca de uma
adenina por uma guanina na regido 1400 no rRNA 16S (ALANGADEN, et al., 1998).

Uma enzima acetiltransferase (codificado pelo gene eis, que ¢ uma proteina
intracelular relacionada a sobrevivéncia (enhanced intracellular survival protein)) é capaz de
modificar estruturalmente os aminoglicosideos reduzindo sua afinidade com o ribossomo.
Mutagdes na regido promotora de €is, e que levam ao aumento na expressdo dessa proteina,
tem sido descritas como responsdveis por um baixo nivel de resisténcia a AMK e
principalmente a KAN (ZAUNBRECHER, et al., 2009) (JNAWALL, et al., 2013).

7-metilguanosina metiltransferase, codificada pelo gene gidB, modifica residuos
de guanina no RNA ribossomal 16S. Mutagdes no gene gidB que levam a perda de fungdo
desta enzima alteram a molécula do 16S e sua conformacao, consequentemente reduzindo a
afinidade de ligagdo dos aminoglicosideos e por isso resultam em resisténcia aos farmacos
desta classe (OKAMOTO, et al., 2007).

Hé4 mais de 40 anos ndo eram desenvolvidos novos medicamentos para o
tratamento de TB, a ultima classe que havia sido desenvolvida era a das rifamicinas, que
inclui um dos principais fdrmacos empregados no tratamento, a RFP. Recentemente, foi
introduzido um novo farmaco no mercado: a Bedaquilina, cujo nome comercial € Sirturo®, no
entanto, antibidtico ainda estd em Teste Clinico de Fase IIl e deverd ser usada para tratar

apenas casos de MDR-TB e XDR-TB, embora também tenha acdo para cepas sensiveis. Este
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medicamento apresenta alta toxicidade e deve ser utilizado como ultimo recurso no
tratamento, com o objetivo de reduzir a selecao de cepas resistentes (LEIBERT, et al., 2014).

A bedaquilina (BDQ) ¢ uma diarilquinolona que atua ligando-se a um dominio
transmembrana da enzima Adenosina Trifosfato Sintase (ATP Sintase) presente na parede do
M. tuberculosis, interrompendo a rotagdo central da bomba de prétons, e por consequéncia,
interrompendo a producdo de ATP pela bactéria, sendo este um novo mecanismo de acao de
farmacos anti-TB. A BDQ tem atividade contra varias espécies de micobactérias e embora
seja um farmaco novo, ja se observa resisténcia através da mutacao dos aminoacidos 63 e 66,
que quando mutados impedem a ligagdo do farmaco em seu alvo que ¢ o aminoacido
61(ANDRIES, et al., 2005) (PETRELLA, et al., 2006) (LEIBERT, et al., 2014).

Diante deste cendrio de emergéncia de cepas resistentes aos fairmacos disponiveis
para o tratamento, destaca-se a necessidade da descoberta de novos farmacos e de
combinagdes mais ativas tanto de novos compostos quanto dos farmacos ja empregados na

terapia (MACINGWANA, et al., 2012).

Compostos Furoxanicos e Benzofuroxanicos

Com o objetivo de sintetizar novas moléculas com potencial anti-TB, em 2011
iniciou-se uma colaboracao com o LAPDESF (Laboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento de
Féarmacos) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. Apds diversos
estudos percebeu-se o potencial de uma determinada classe de compostos que possuia poucos
estudos terapéuticos, assim, uma biblioteca de compostos furoxanicos e benzofuroxanicos
foram desenhados, sintetizados e sua atividade anti-TB avaliada.

Os compostos furoxadnicos e benzofuroxanicos foram idealizados por sua
capacidade de doagdao de oOxido nitrico (NO), devido a presenca do nucleo furoxanico,

conforme a figura 4.
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Os macréofagos usam destas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio para tentar
combater a infec¢do por M. tuberculosis e outras bactérias, pois 0 NO difunde-se para a célula
do parasita dentro do fagolisossomo, onde exerce efeitos citotoxicos através de inumeros
mecanismos (VOSKUIL, et al., 2003 ) (GASCO, et al., 2004).

Além disso, os compostos doadores de NO tem a atividade farmacologica de
atenuar a aderéncia dos leucdcitos e de estimular a enzima soluvel Guanilato Ciclase na

resposta imunolégica citotdxica por leucocitos (CERECETTO, et al., 2005).

Figura 4. Esquema geral de sintese dos compostos furoxanico.
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(Fonte: Fernandes, et al., 2016b modificado)

Os compostos furoxanicos ja tem algumas atividades biologicas identificadas,
como por exemplo: atividade antimicobacteriana (HERNANDEZ, et al., 2013), antichagasica

(SERAFIM, et al., 2014) e antileishmania (DUTRA, et al., 2014 ).
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A sintese da biblioteca de compostos furoxanicos foi baseada em hibridizagdo
molecular, conforme descrito na figura 4 (FERNANDES, et al., 2016a e FERNANDES, et al.,
2016Db).

A atividade antimicobacteriana in vitro frente ao Mycobacterium tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294) foi determinada através do método do Rezasurin microtiter assay
(REMA), no qual se utiliza microdiluicdo em placas de 96 pocos e utiliza-se a resazurina
como revelador da viabilidade celular. Desta forma se determina a concentracdo inibitoria
minima (CIMgg), ou seja, a menor concentracdo do composto capaz de inibir 90% do
crescimento bacteriano (PALOMINO, et al., 2002). Valores de CIMy, abaixo de 10 pg/mL
sao considerados promissores.

O indice de citotoxicidade (ICsp) também foi determinado por um método de
microdilui¢ao em placas de 96 pocos e utilizando resazurina como revelador de viabilidade
celular. O 1Csy representa a menor concentracdo de composto capaz de manter 50% das
células vidveis, desta forma, quanto maior esta concentragdo, menos toxico ¢ o composto
(PAVAN, et al.,, 2010). Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizadas duas linhagens
celulares MRC-5 (célular normais derivadas de tecido pulmonar humano) e J774A.1 (células
macrofagicas de murinos) (FERNANDES, et al., 2016b).

Com os valores da CIM e do ICs, calcula-se o indice de seletividade (IS =
IC50/CIM90). As moléculas que apresentarem IS maior ou igual a 3 sdo consideradas
promissoras, pois indica que a concentragao em que o composto nao exerce efeito citotoxicos
¢ trés vezes superior a que concentragdo que inibe o crescimento micobacteriano (ORME,
2001).

Os valores de concentragdo inibitoria minima (CIM), indice de citotoxicidade (ICs) e

indice de seletividade estao apresentados na tabela 1.
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A molécula 14c, apresentada na figura 5, foi considerada a molécula mais

promissora desta classe, por apresentar uma CIM de 1,03 uM e IS maior que 10.

Tabela 1. Concentragdo inibitéria minima, indice de citotoxicidade e indice de seletividade

para os derivados furoxanico.

Composto CIMyo (uM)  ICso (uM) MRC-5 IS ICso (uM) J774A.1 IS

4a >62.0 ND ND ND ND
4b >62.0 ND ND ND ND
4c >62.0 ND ND ND ND
8a >62.0 ND ND ND ND
8b >62.0 ND ND ND ND
8c 11.82 623.44 52.74 408.97 34.78
14a 8.60 34.40 3.78 10.75 1.25
14b 1.61 30.10 14.13 4.30 3.00
l4c 1.03 43.01 20.29 10.75 11.98

ND = ndo determinado
(Fonte: Fernandes, et al., 2016b).
Figura 5. Molécula 14c (E)-4-(4-((2-isocotinoilhidrazona)metil)fenoxi)-3-(fenilsulfonil)-

1,2,5-oxadiazil 2-oxido).

(Fonte: FERNANDES, et al., 2016b)
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Além dos derivados furoxanicos outra classe de compostos foi sintetizada, no
entanto esta classe nao possui o nucleo furoxanico, mas sim um nucleo benzofuroxanico, que
da nome a classe. Os dados obtidos referente a esta classe ainda ndo foram publicados, por
isso, neste trabalho sdo apresentados apenas os dados referentes as moléculas utilizadas. O

esquema de sintese estd apresentado na figura 6.

Figura 6. Esquema de sintese para obten¢ao dos derivados furoxanicos.

CHO CHO

i H !
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(PJ21) (PJ5)

i) NaN3, DMSO, 75 °C, 1h; ii) tolueno, refluxo, 2h; iii) etanol, isoniazida ou 4-aminobenzidrazida,
acido acético, 12h, t.a.

(Fonte: FERNANDES, 2016a)

Todas as moléculas foram caracterizadas por determinagdo da faixa de fusdo,
analise de espectrofotometria de absor¢do no infravermelho e ressonancia magnética nuclear
utilizando H' e C". A pureza dos compostos foi avaliada por cromatografia liquida de alta
pressdo e a analise elementar encontrada foi superior a 99% (FERNANDES, et al., 2016a)
(FERNANDES, et al., 2016b).

Da série das moléculas benzofuroxanicas, as denominadas PJ21 e PJS5,
apresentadas na figura 7, foram as que mais se destacaram, conforme apresentado na tabela 2

(Dados nao publicados).



22

Tabela 2. Concentrag¢do inibitéria minima, indice de citotoxicidade e indice de

seletividade das duas moléculas benzofuroxanicos PJ5 e PJ21 (Dados nao publicados).

Peso molecular CIMy, CIMyy IC50 VERO IC50 VERO
Composto
(g/mol) (ng/mL) (M) (ng/mL) (uM)
PJ5 297,26 8,3 27,92 >500,00 1682,03
PJ 21 283,24 5,84 20,62 84,30 297,63

Figura 7. Molécula PJ 5 ¢ PJ 21, respectivamente.

NZS
L\Q/ﬂ . H N o~ __N*
TV Lo

- N

(Fonte: FERNANDES, 2016b)

Dos dados apresentados, as moléculas PJ5 e PJ 21 (derivados benzofuroxanicos) e
l4c (derivado furoxanico) destacam-se por apresentarem alto IS, ou seja, sua concentragao
capaz de inibir o crescimento micobacteriano ¢ menor que a concentracado em que apresenta
efeitos citotoxicos.

Além de encontrar moléculas com potencial anti-TB e com baixa toxicidade ¢
importante que estas moléculas ndo interajam negativamente com outros farmacos
empregados no tratamento, pois a terapia anti-TB utiliza mais de um antibidtico com o
objetivo de prevenir a emergéncia de cepas resistentes e melhorar a eficacia do tratamento, de
forma a minimizar o tempo e os efeitos toxicos do tratamento (MACINGWANA, et al.,

2012). Utilizando a metodologia de cinética bactericida ¢ possivel determinar se uma
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molécula apresenta efeito bactericida ou bacteriostatico e se ha um efeito sinérgico, aditivo ou

indiferente quando farmacos sao combinados.

Desenvolvimento

Objetivos

Objetivos Gerais

Avaliar a cinética bactericida de trés moléculas com potencial anti-TB e avaliar se
a combinacdo de uma delas com antibidticos ja empregados na terapia anti-TB apresenta

interagdo sinérgica.

Objetivos Especificos
e Avaliar a cinética bactericida de trés compostos potenciais anti-TB (PJ5, PJ21
e l4c);
e C(lassificar sua agao em bactericida ou bacteriostatico;
e Selecionar a molécula com maior indice de seletividade (PJ5) para avaliar sua
cinética bactericida em combinagdo com RFP, INH, AMK ¢ MOX;
e C(lassificar a interacdo de PJ5 com os farmacos em efeito sinérgico, indiferente

ou antagonico.

Material e método

A fim de avaliar o perfil bactericida de um fdrmaco ou combinacdes de farmacos
¢ utilizada a metodologia de cinética bactericida, em que um inoculo bacteriano € exposto a
um farmaco ou combinagdo de farmacos e ¢ analisado o decaimento do niumero de unidades

formadoras de colonia (UFC) de acordo com o tempo.
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Material

Farmacos

As solugdes de INH e AMK foram preparadas em agua e filtradas para
esterilizacdo, ja as solucdoes de RFP, MOX, 14c, PJ5 e PJ21 foram preparadas com
dimetilsulfoxido. Todas as solucdes foram preparadas a 10 mg.mL™, congeladas a -20°C ¢
diluidas nas concentra¢des necessarias no momento do uso.

As concentragdes utilizadas foram duas vezes maior que a CIMy, determinada
pelo ensaio de REMA (padronizado por PALOMINO, et al., 2002), a saber: AMK = 0,25
pg.mL'l; RFP = 0,008 ug.mL'l; INH = 0,10 ug.mL'l; MOX = 0,354 ],Lg.mL'l; 14c = 0,96

pg.mL'l; PJ21 =11,68 ug.mL'1 e PJ5=16,6 pg.mL'l.

Bactéria
A suspensdo de bacilos M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) ¢é preparada a
partir de um indculo em escala McFarland igual a 1,0 (Utiliza-se o densitometro DEN-1,
Biosan, comprimento de onda = 565+15 nm) diluido 20 vezes. Desta forma a concentracdo
inicial de bactérias deve ser proxima a 10° UFC.mL"' (LUNA-HERRERA, et al., 1995)

(BHUSAL, et al., 2005).

Meétodo

Foram utilizados erlenmeyers de 125mL, contendo um volume de 50mL da
suspensao bacilar, onde se adicionaram os antibioticos sozinhos € em combinagdo com o PJ5,
e utilizou-se um erlenmeyer apenas com a suspensao bacteriana, sem adi¢ao de farmaco, que
¢ o controle de crescimento do experimento. Foram incubados a 37°C em shaker ¢ aliquotas

foram regularmente recuperadas a cada 48h durante 14 dias.
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Fez-se uma diluicao seriada decimal e aliquotas de 100 puL de cada dilui¢ao foram
semeadas em placas contendo em agar 7H10 suplementado com OADC (meio sélido para
contagem de UFC). As placas foram incubadas por um periodo de até 30 dias a 37°C, com
5% de COg, para contagem das colonias. O experimento foi realizado em triplicata bioldgica e
os resultados expressos em Logjo UFC.mL"' (média aritmética e desvio padrio). Com os
valores obtidos tragou-se uma curva representando o nimero de bactérias vidveis em Log

UFC.mL" (ordenada) em funcio do tempo de exposi¢io em dias (abscissa).

Combinagdes de farmacos que reduziram a quantidade de micobactérias em 2 ou
mais Log UFC.mL", em relacdo ao farmaco mais ativo, foram consideradas sinérgicas.
Combinagdes de fairmacos que reduziram a quantidade de micobactérias em menos que 2
Logio UFC.mL" foram consideradas aditivas ou indiferente. Caso a redu¢do da morte na
combinacio de farmacos tenha sido 2 vezes menor que a contagem de Log;o UFC.mL™" do

antibiotico sozinho, considera-se um efeito antagonico (PILLAIL et al., 2005).

Resultados e Discussao

1. Comportamento cinético de 14c, PJ5 e PJ21

O grafico 1 apresenta o tempo de morte dos compostos PJ 5, PJ 21 e 14¢ contra
M. tuberculosis.

Pode-se observar que o PJ 21 destaca-se pela sua rapida acdo bactericida,
eliminando totalmente o inoculo inicial. J& o composto 14c apresentou uma reducdo do
namero de UFC.mL™" mais acentuada entre o sétimo e décimo primeiro dia de contato. E por

fim, o PJ5 apresentou um perfil semelhante aos antibidticos bacteriostaticos.
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Gréfico 1. Curva de morte dos compostos PJ5, PJ21 ¢ 14c¢ de acordo com o tempo.
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2. Comparacgdo do comportamento cinético dos compostos 14c, PJ5 e
PJ21 com antibio6ticos empregados na terapia anti-TB

Comparando estes compostos inéditos com antibidticos ja empregados na terapia
conforme os graficos 2, 3 e 4, pode-se observar que dentro das condi¢cdes experimentais e das
concentragoes utilizadas as moléculas benzofuroxanicas e a molécula furoxanica apresentam
perfis de morte semelhantes ou superior aos farmacos.

Dentro dos farmacos utilizados neste trabalho, o composto 14¢ se assemelha mais
a MOX que ¢ um antibiotico bactericida da classe das fluoroquinolonas.

O fato da molécula 14c apresentar uma reducao do in6culo mais acentuada até o
sétimo dia e em seguida uma manutengio de 1 Log;oUFC.mL", pode sugerir que a molécula
nao foi degrada e conteve o crescimento bacteriano durante todo o tempo de exposi¢ao.
Extrapolando para uma aplicagdo in vivo esta agdo poderia sugerir um efeito prolongado desta

nova molécula antibiotica.
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Gréfico 2. Comparagédo entre a molécula 14¢ e os farmacos utilizados como controle (AMK,

RFP, INH e MOX).
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Ngwane e colaboradores, sintetizaram uma série de compostos derivados da 2
(5H)-furanona. O composto que mais se destacou dentro da série foi nomeado de 14. A
cinética bactericida deste composto mostrou um efeito bacteriostatico em 8 pg.mL™, um
efeito bactericida a 128 pg.mL" e na concentragio de 2 pg.mL™ ndo teve agdo contra o
crescimento micobacteriano. O efeito bactericida foi considerado como uma reducgdo de
aproximadamente 3 Log oUFC.mL™" a partir do inéculo inicial apés dez dias de experimento e
que se manteve até o vigésimo primeiro dia apds o inicio do experimento, enquanto as
moléculas 14c e PJ21 apresentaram efeito bactericida em concentragdes menores: 0,96
pg.mLe 11,68 pg.mL™” respectivamente (BAKKER-WOUDENBERG, et al., 2005).

J& o PJ5 apresentou uma acdo bacteriostatica, semelhante a INH, dentro das
condi¢des experimentais. Farmacos bacteriostaticos tem grande importancia na terapia anti-
TB, pois embora ndo tenham a capacidade de eliminar o bacilo, contribuem para aumentar a
eficdcia do tratamento, visto que sempre o tratamento envolve uma combinagdo de farmacos,

por exemplo, os farmacos etambutol, que atua inibindo a sintese de arabinogalactano da
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parede celular (TAKAYAMA, et al., 1989) e D-cicloserina, que interfere na sintese do
peptidoglicano da parede celular por ser estruturalmente semelhante ao aminoacido D-alanina

(ZHANG, 2005) também sao farmacos bacteriostaticos empregados no tratamento de TB.

Gréfico 3. Comparagdo entre a molécula PJ5 e os farmacos utilizados como controle (AMK,

RFP, INH e MOX).
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O composto PJ21 apresentou um efeito bactericida e eliminou de 6,73+0,18
LogloUFC.mL'1 em 48 horas de contato, mostrando-se superior aos quatro antibidticos
utilizados como controles, considerando as concentrag¢des utilizadas.

Em um estudo feito com a BDQ, utilizando as concentracdes de 3xCIM, 30xCIM
e 300xCIM (CIM = 0.03 rng.rnl'1 (ANDRIES, et al., 2005))) a partir de um in6culo inicial de
6 LOgmUFC.mL'1 e durante 18 dias, observou-se que com 3xCIM ndo houve redugdo do
indculo bacteriano, mas sim um discreto crescimento nos primeiros dias e atingindo o
maximo de crescimento no décimo quinto dia de experimento com aproximadamente 8,5
LOgloUFC.mL'l. Com a concentragdo de 30xCIM houve morte bacteriana, com as menores

contagens nos ultimos quatro dias de experimento com aproximadamente 3,5Log;qUFC.mL™".
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Com a concentracdo de 300xCIM, o indculo foi reduzido ao limite de deteccdo do método de

2 Log oUFC.mL™" no décimo quarto dia de experimento (KOUL, et al., 2014).

Gréfico 4. Comparagio entre a molécula PJ21 e os farmacos utilizados como controle (AMK,

RFP, INH e MOX).
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Comparando os resultados obtidos por Koul e colaboradores para a BDQ com o
PJ 21 (concentragdo utilizada = 11,68 pg.mL™), o efeito bactericida de PJ 21 foi superior

eliminando totalmente o inéculo micobacteriano no terceiro dia de experimento.

3. Comportamento cinético da combinag¢do de PJ5 com antibioticos

empregados na terapia anti-TB
O composto PJ5 ¢ a molécula que apresenta o maior IS, no entanto, em relacao
aos outros, foi a que demonstrou pior comportamento cinético, diante disso, questionamos se
a combinacdao dele com outros antibioticos poderia potencializar a sua atividade, ja que a
terapia anti-TB é sempre uma politerapia. O fato de esta molécula ter o maior IS, indicando

sua menor toxicidade, e apresentando efeito sinérgico quando combinadas com antibioticos
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indica que ela poderia ser incluida a terapia com maior seguranga ao paciente. Visto que além
de atividade anti-TB, ¢ essencial que novos candidatos a antibioticos sejam seguros.

Os resultados da combinacao do PJ5 com os farmacos RFP, INH, AMK ¢ MOX
estao nos graficos 5, 6, 7 e 8, respectivamente.

Segundo a classificagdo descrita, combinagdes que apresentarem uma reducao de

Log;oUFC.mL ™" maior que 2 se comparado com o mais ativo sio consideradas sinérgicas.

Graéfico 5. Cinética bactericida de PJ 5 em combinac¢do com RFP.
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A RFP apos os 14 dias de experimento apresentava 4,37+0,72 LogmUFC.mL'l, 0
PJ5 sozinho apresentava 5,26+0,50 Log;o Log;QUFC.mL", enquanto a combinagio PJ5+RFP
apresentou efeito bactericida, ou seja, ndo houve crescimento de colonias, logo esta
combinagdo foi classificada como um efeito sinérgico.

Observa-se que até o sétimo dia de experimento, ocorre um decaimento das
contagens de UFC na presenca de RFP, e a partir do sétimo dia as contagens de UFC voltam a

aumentar, o que poderia ser explicado por um aumento na tolerancia do indculo a presenca do

farmaco.
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Esta tolerancia poderia ser explicada pela acdo de bombas de efluxo que iriam
reduzir a concentragdo citoplasmatica do farmaco (resisténcia fenotipica) ou pela selecao de
mutantes naturalmente resistentes gerados por mutagdes genéticas espontaneas (resisténcia
genotipica). No trabalho de Steenwinkel e colaboradores, em 2010, ap6s o experimento de
cinética de seis dias, amostras foram selecionadas e plaqueadas em meios contendo
antibiotico, antibidtico mais inibidor de bombas de efluxo (reserpina), somente a reserpina
(em concentra¢ao que ndo inibia o cresciemnto micobacteriano) e em meio de cultura apenas
com o objetivo de analisar o mecanismo de resisténcia destas amostras. Das coldnias que
cresceram nos meios contendo antibidtico, avaliou-se a presenga de mutacdes genéticas por
meio do kit GenoType MTBDR plus e MTBDR sl (Hain Lifescience GmbH, Nehren,
Germany).

Das 10 colonias selecionadas resistentes a RFP, todas apresentaram mutagdo no
gene rpoB (seis colonias com mutacdo His526Tyr e duas colonias com uma mutagdo
desconhecida no mesmo coédon, uma colonia com a mutagao Ser531Leu e outra colonia com
mutacao desconhecida no codon 531 ou 533) (STEENWINKEL, et al., 2010).

Ja das amostras selecionadas resistentes a INH, nenhuma apresentou mutacao nos
genes katG e inhA, mas trés das dez col6nias selecionadas apresentaram dele¢des no gene
katG, concluindo que a subpopulagdo resistente a acdo do farmaco em sua maioria nao
apresenta mutagdo nos genes do alvos dos farmacos, sugerindo que se trata de uma resisténcia
fenotipica. Este sugestdo foi confirmada pelo fato que as amostras ndo cresceram nas placas
contendo INH+reserpina, demonstrando que o inibidor de bombas de efluxo foi capaz de
reverter a sensibilidade das amostras ao farmaco (STEENWINKEL, et al., 2010).

Ainda no trabalho de Steenwinkel e colaboradores, observou-se que com a
concentracao de 0,0075 mg.L'] de RFP, semelhante a utilizada neste experimento de 0,008

ng.mL™’ e houve o mesmo decaimento inicial de 5,699 Log;oUFC.mL" (inéculo inicial) para
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aproximadamente 4 Log;oUFC.mL", sendo que a menor concentracio de RFP capaz de
eliminar totalmente o inéculo foi de 8 mg.L™.

A combinagdo de RFP (0,0032 mg.L™") com INH (0.064 mgL™), que é empregada
no tratamento de TB, em 6 dias de experimento, apresentou uma redu¢ao do inoculo inicial de
5,18 LogUFC.mL" para aproximadamente 4 Log;UFC.mL". Dentro das condicdes
empregadas no estudo, pode-se considerar que a combinagdo de RFP+INH foi inferior a
combinagdo de RFP+PJ5 (BREDA, et al., 2015).

Um efeito sinérgico foi observado nas combinacdes de PJS+INH (Grafico 6) e
PJ5+AMK (Gréfico 7), pois ap6s os 14 dias de experimento, observou-se uma contagem de
6,34+0,76 LoglOUFC.mL'1 para INH e de 8,13+0,76 LogloUFC.mL'lpara AMK, enquanto as
combinagdes apresentaram efeito bactericida no quinto dia de experimento. Sendo PJ5
sozinho foi mais ativo que INH ¢ AMK contra o crescimento micobacteriano apresentando
uma contagem de 5,26+0,50 Log;oUFC.mL", se comparado com a contagem, depois de 14
dias de experimento, de INH e AMK.

A INH ¢ um farmaco cuja acdo ¢ dose-dependente e apresenta efeito
bacteriostatico (STEENWINKEL, et al., 2010). Além do efeito bacteriostatico deste
antibiotico, pode-se sugerir que ao final de 14 dias de exposicdo a INH, as micobactérias
restantes sejam mais tolerantes a INH, devido a acdo de bombas de efluxo ou devido a
alteragdes genéticas que resultem em contagens de UFC proximas as do inicio do
experimento, como mencionado anteriormente no trabalho de STEENWINKEL e

colaboradores.
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Graéfico 6. Cinética bactericida de PJ 5 em combina¢do com INH.
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Gréfico 7. Cinética bactericida de PJ 5 em combina¢do com AMK.
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Embora AMK sozinha ndo foi capaz de reduzir o indculo micobacteriano, sua

combinagdo com PJ5 foi capaz de eliminar o indculo dentro de 48h de exposi¢ao.
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AMK, dentro das condi¢des experimentais utilizadas, ndo apresentou inibi¢ao do
crescimento micobacteriano, provavelmente, a concentracdo de farmaco utilizada (0,25
ng.mL™) foi inferior a necesséaria para tal inibi¢do, visto que a a¢do deste antibidtico é dose-
dependente (STEENWINKEL, et al., 2010). Além disso, como a concentracao tomada por
base foi de duas vezes o valor da CIM determinada pelo método do REMA, deve-se destacar
que as condigdes experimentais sdao distintas, j& que no método do REMA utilizam-se
microplacas de 96 pocgos e o volume de cada pogo ¢ de 200 pL e ¢ um ensaio estatico,
enquanto o ensaio de curva de morte utiliza o volume de 50 mL de in6culo bacteriano em
erlenmeyer e ¢ feito sob agitacdo, de forma a favorecer a oxigenacdo do meio e,
consequentemente, a multiplicagdo bacteriana.

Segundo Steenwinkel e colaboradores, com a concentragdo de 0,25 pg.mL" de
AMK, houve crescimento bacteriano de 5,699 Log; UF C.mL" (in6culo inicial) para
aproximadamente 8 LogloUFC.mL'l, em seis dias de exposi¢do, mas com a concentracdo de
0,5 pg.mL™ ja pode-se observar reducdo do indculo bacteriano para 4 LogoUFC.mL" no
mesmo intervalo de tempo. A concentragdo de AMK necessaria para a eliminagao de 100%
do indculo, apds seis dias de exposi¢do, foi de 16 pg.mL™".

J& a combinacdo de MOX+PJ5 apresentou um efeito indiferente, pois nas
concentragdes testadas e dentro deste intervalo de experimento, tanto MOX sozinho quanto
MOX combinado com PJ5 apresentaram efeito bactericida. Apesar de em 15 dias o resultado
obtido seja um efeito indiferente, pode-se observar no grafico que a combinagdo MOX+PJ5
em apenas cinco dias foi capaz de eliminar totalmente o indculo micobacteriano, enquanto
MOX sozinha, s6 apresentou este efeito no décimo quinto dia de experimento, sendo que o
decaimento da contagem de UFC foi mais acentuado entre o primeiro € o sétimo dia do

experimento.
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Gréfico 8. Cinética bactericida de PJ 5 em combinagdo com MOX.

MOX+PJ5
10- .
{!I { -e- Controle Positivo

g { {
= v PJ5
o 64
9 o ~x- MOX
:é Jd i
g { I ¥ MOX+PJ5
— ‘e

0 5 10 15 20
Tempo (dias)

Este efeito ¢ chamado de atividade bactericida precoce, ou seja, o antibidtico
reduz a carga bacteriana nos primeiros dias de contato ou tratamento, além disso, pode-se
observar que quando combinados PJ5+MOX apresentaram a atividade bactericida precoce
ainda melhor, reduzindo a carga bacteriana em um intervalo de tempo menor. MOX ¢ a
fluoroquinolonas mais ativa contra M. tuberculosis in vitro e sua atividade bactericida precoce
ja foi relatada por Pletz e colaboradores em que MOX reduziu em 0.273 Log;oUCF.mL™" por
mL de escarro por dia, no intervalo de cinco dias da contagem de UFC em pacientes com TB

(DIACON E DONALD, 2014).

Concluséo

A partir da cinética bactericida dos compostos benzofuroxanicos e furoxanico
pode-se comprovar seu potencial anti-TB, seja com atividade bactericida, para 14c e para
PJ21, ou com atividade bacteriostatica para PJS5.

Com este estudo, podemos afirmar que o PJ5 pode ser utilizado na

poliquimioterapia de TB ja que apresenta uma interagdo positiva com quatro dos principais
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antibioticos empregados no tratamento e, além disso, como observou-se um efeito sinérgico
nas combinagdes de PJ5 com RFP, INH e AMK, podendo, entdo, concluir que o PJ5 ¢ capaz
de potencializar efeito destes antibidticos, mostrando-se um composto altamente promissor.
Pode-se ainda inferir que resultados semelhantes podem ser obtidos com a
combinagdo de outros compostos furoxanicos ou benzofuroxanicos, ja que sdo moléculas
pertencentes & mesma classe quimica e apresentam com excelente atividade contra o bacilo e

alto indice de seletividade.
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