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Resumo

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

tratamento da tuberculose.

Palavras-chave: Mycobacteriumtuberculosis, benzofuroxanos, tuberculose.



Abstract

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

tuberculosis

Keywords: Mycobacteriumtuberculosis, benzofuroxan, tuberculosis.
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1. Introducao

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

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

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

1.1. Epidemiologiada Tuberculose

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

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

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

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

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

de tratamento e prevencao da transmissao.

1.2. Mycobacteriumtuberculosis

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

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

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

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

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

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

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

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

Vaérios antimicrobianos utilizados na terapia possuem como mecanismo de acdo a

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

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

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

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

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

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

sua disseminagao.

1.3. Transmissdo e Patogenia

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

e/ou melhora do quadro.

1.4. Tratamento

O tratamento padrdo estabelecido para os pacientes diagnosticados com TB ativa
constitui-se da utilizacdo concomitante de quatro antimicrobianos: rifampicina (RFP),
etambutol (ETH), pirazinamida (PZA) e isoniazida (INH), administrados em Unica dose, uma
vez ao dia por 2 meses, seguido por mais 4 meses de tratamento com RFP e INH (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.5. Justificativa e Hipotese

Considerando a atual situacdo epidemioldgica da TB no mundo, as caracteristicas
patogénicas e evolutivas do bacilo e ainda o crescente aparecimento de cepas resistentes aos
farmacos j4 utilizados, este trabalho foi delineado e desenvolvido a partir da sintese de novos
compostos benzofuranos que, previamente, ja apresentaram excelente atividade contra o M.
tuberculosis.

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

FERNANDES et al., 2017).

Composto BZ8

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

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

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

escolhidos para o desenvolvimento deste projeto de pesquisa.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliacdo da atividade in vitro de 18 novos compostos benzofuroxanos frente a M.

tuberculosis, avaliagdo in vivo dos compostos mais promissores e determinacdo do

mecanismo de acao.

2.2 Objetivos especificos

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIMgy) dos 18 novos compostos
benzofuroxanos pelo método de REMA frente cepa padréo sensivel de M. tuberculosis
(Hs7Rv);

Determinar o Indice de Citotoxicidade (ICso) dos 18 novos compostos benzofuroxanos
frente fibroblastos pulmonares MRC-5 e macrofagos murinos J774A.1;

Determinar o indice de Seletividade (IS) destes compostos a fim de estabelecer os
mais promissores para testes posteriores, sendo escolhidos aqueles cujo valor de IS >
10 (1S=IC50/CIM90);

Determinar a CIMgo frente isolados clinicos de M. tuberculosis monorresistentes,
multirresistentes (MDR-TB) e extensivamente resistentes (XDR-TB);

Avaliar a atividade dos compostos frente M. tuberculosis em estado intramacrofagico;
Determinar o espectro de acdo dos compostos frente diferentes cepas bacterianas
Gram-positivas e negativas, outras micobactérias e frente Candida albicans;

Avaliar o efeito da combinagé@o dos melhores compostos com a rifampicina;
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Avaliar o potencial inibitério dos compostos mais promissores in vivo por meio da
infeccdo e tratamento de camundongos Balb/C;

Avaliar possivel mecanismo de ac¢do por inibi¢do de bombas de efluxo;

Avaliar possivel mecanismo de agédo por alteracdes de parede celular apds diferentes
tempos de exposi¢do ao composto por meio de Microscopia Eletronicade Varredura;
Selecionar mutante resistente do composto lider para posterior sequenciamento

gendmico.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Sintese dos compostos benzofuroxanos

Todos os compostos benzofuroxanos foram sintetizados e fornecidos pelo grupo do
Prof® Dr. Jean Leandro dos Santos, do laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FERNANDES et al., 2021).

3.2 Cultivo das cepas de Mycobacterium spp.

A cepa micobacteriana padrdo de M. tuberculosis utilizada para a grande parte dos
experimentos foi a cepa Hs7Rv, ATCC 27294, sensivel aos farmacos da terapia padréo de TB.

Para os testes de REMA com isolados clinicos de M. tuberculosis, foram utilizadas
estirpes oriundas de pacientes tratados no hospital Clemente Ferreira entre os anos de 2007 e
2009. Foram avaliados 10 diferentes isolados clinicos com diferentes perfis de resisténcia.

Também foram utilizadas cepas de Mycobacterium bovis TMC1011 (ATCC 35734) e
Mycobacterium smegmatis mc?155 (ATCC 700084).

Todas as cepas foram armazenadas em freezer -80 °C e, para utilizagdo, foram
cultivadas em meio Middlebrook 7H9, suplementado a 10% com OADC (acido oleico,
albumina, dextrose e catalase) a 37 °C sob agitacdo por um periodo de 7 a 20 dias. Para o
experimento, o caldo em cultivo encontrava-se numa turbidez minimade 1 Mc Farland e, para
tanto, cada uma das cepas apresentou diferentes tempos para o alcance da concentracdo

necessaria.
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3.3 Determinacéo da concentracdo inibitoriaminima (ClMgo) frente M. tuberculosis em

estado metabdlico ativo - REMA

A atividade anti-M. tuberculosis dos compostos foi determinada pelo método REMA
(Resazurin Microtiter Assay) descrito por Palomino e colaboradores (2002). As solugdes
estoques dos compostos foram preparadas em DMSO a 10 mg/mL e diluidas em caldo
Middlebrook 7H9 (Difco) suplementado com OADC, para a obtencdo de concentragdes de
0,09-25ug/mL. RFP, solubilizada em DMSO e INH, solubilizada em agua, foram utilizadas
como controle do experimento em concentragdes de 0,004-1,0 ug/mL por serem farmacos
padrdo da terapia. Uma suspensdo de M. tuberculosis H37Rv, cultivada como descrito
anteriormente, foi ajustada para 10° UFC/mL e foram adicionados 100 pL do indculo a cada
poco de uma microplaca de 96 pogos juntamente com 100 pL dos compostos nas
concentragdes descritas. As placas foram incubadas em estufa durante 7 diasa 37 °C e 5% de
CO,. No setimodia, foram adicionados 30 uL de resazurinaa 0,01%, solubilizadaem agua. A
fluorescéncia dos pocgos foi lida ap6s 24 h utilizando-se o leitor de placas Cytation 3
(Biotek®). A Concentracdao inibitoria minima (ClIMgo) foi definida como a menor
concentragdo na qual houve 90% de inibicdo do crescimento das bactérias (PALOMINO et

al., 2002).

3.4 Determinacdo do indice de citotoxicidade (ICsp) frente células macrofagicas

(J774A.1) e fibroblastos pulmonares (MRC-5).

Nos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas células MRC-5 (ATCC CCL-171) e

J774A.1 (ATCC TIB-67), descongeladas e cultivadas em meio DMEM (VitrocelI®) e RPMI
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(Vitrocell®), respectivamente, enriquecidos com 10% de soro fetal bovino e acrescidos de
sulfato de gentamicina (50 mg/L) e anfotericinaB (2 mg/L).

As células foram cultivadas em garrafas e incubadas a 37 °C com 5% de CO; até
atingir a confluéncia celular. Um volume de 2,5 x10° células/mL de MRC-5 e 1,0 x10°
células/mL de J774A.1 foram semeados em microplaca de 96 orificios, com volume final de
100 uL, incubadas por 24 h a 37 °C com 5 % CO- para permitir a adesdo celular. Apos este
periodo, os compostos foram acrescentados as placas num intervalo de diluicdo de 0,39-100
ug/mL com incubagdes de 24 h para ambos os tipos celulares e ainda 72 h para os macréfagos
a 37 °C e 5 % de CO, em meios ausentes de antibidtico e antimicotico.

Foram adicionados 50 puL de 0,01 % de resazurina (solubilizada em agua destilada e
estéril) e, apos 3 h, foi realizada a leitura da fluorescéncia utilizando-se o leitor Synergy H1
(Biotek®). O valor de ICs foi definido como a menor concentracdo dos compostos em que 50

% das células permaneceram viaveis (PAVAN et al., 2010).

3.5 Determinacdo do indice de seletividade (1S)

O IS (indice de seletividade) é calculado por meio da divisdo do valor de ICsg obtido
frente a linhagem celular MRC-5 pelo valor de CIMg frente a M. tuberculosis. Compostos
que apresentem valores de IS maiores ou iguais a 10 sdo considerados promissores pois
demonstram que a toxicidade apresentada pelo composto é 10x maior frente a cepa bacteriana

em comparacao as celulas eucaridticas (CAMPOS et al., 2020).

3.6 Avaliacéo frente isolados clinicos resistentes
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Para a determinacdo da CIMg, frente as cepas clinicas resistentes de M. tuberculosis
foi realizada a metodologia de REMA, conforme método apresentado anteriormente. Como
controles foram utilizados RFP, INH, linezolida (LNZ), amicacina (AMK) e gatifloxacina
(GAT)/ moxifloxacina (MOX) nas mesmas concentragdes dos compostos (0,09 - 25 mg/mL).

Para a classificacdo das cepas clinicas como mono-resistentes a INH (Mono INH),
MDR-TB (cepas multidrogas resistente) ou XDR-TB (cepas extensivamente resistentes)
foram utilizados valores de cutt-of previamente determinados por Heysell e colaboradores
(2015) nos quais, valores de CIMgo maiores que 2,4 uM, 3,6 uM , 6,8 uM e 4,9 uM para RFP,
INH, AMK e GAT/MOX respectivamente, indicam cepas resistentes a estes farmacos
(HEYSELL et al., 2015).

Para resisténcia a linezolida, consideramos valores maiores que 1 pg/mL ( 2,96 uM)

de acordo com a OMS (KADURA et al., 2020).

3.7 Avaliacdo do Espectro de Atividade

3.7.1 Avaliacéo frente bactérias Gram-positivas e negativas

A anélise dos compostos benzofuroxanos frente diversas espécies bacterianas foram
realizada em parceriacom o laboratério de Pesquisa em Bacteriologiae Genética Bacteriana,
sob coordenacdo do Prof.° Dr. Leonardo Neves de Andrade, da USP (Universidade de Sé&o
Paulo) de Ribeirdo Preto.

A metodologia utilizada baseou-se nas recomendagfes da EUCAST (2020),
utilizando-se caldo Mueller Hinton Il para maior parte das bactérias em estudo e, quando
frente a bactérias fastidiosas, realizou-se a suplementacdo do meio com sangue lisado de

cavalo e b-NAD (Caldo MH-F) de acordo com as recomendacgdes do BrCAST.
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3.7.2 Avaliacao frente M. smegmatise M. bovis

Para a avaliacdo da CIM dos compostos benzofuroxanos frente outras cepas do género
Mycobacterium, a metodologiado REMA foi realizada com pequenas alteragées.

Para a preparacdo do indculo em caldo Middlebrook 7H9 (Difco) suplementado com
OADC, as solugdes foram incubadas até escala n. 1 de Mac Farland e diluidas em 1:100 para
utilizacdo. Os tempos de incubagdo também foram diferentes entre as cepas devido as
diferencas entre os tempos de multiplicacdo de cada espécies. Para M. bovis, o periodo de
incubacdo e exposi¢do dos compostos foi de 7 dias, seguido de 24h de incubacdo para reacéo
do revelador e, para M. smegmatis, devido ao seu rapido crescimento, o periodo de incubacgao
e exposicdo aos compostos foi de apenas 48 horas, com incubacéo para leitura da resazurina
de 12 horas (FORBES et al., 2015).

Os resultados apresentados sdo a média de trés ensaios independentes e representam a

menor concentracdo de composto capaz de inibir 90% do crescimento dessas micobactérias.

3.7.3 Avaliacéo frente Candida albicans (ATCC 90028)

Para avaliagdo do potencial inibitério dos compostos benzofuroxanos, realizamos um
teste de microdiluicdo em placa frente cepa de Candica albicans, de acordo com a
metodologiaa seguir.

Inicialmente, um cultivo foi realizado em agar Sabouraud e, apds 48h de incubacéo,
colénias foram coletadas para preparacdo do inéculo em caldo. Para tal, 20 mL de caldo
Sabouraud dextrose foram aliquotados em falcons de 50 mL e raspado de levedura da placa
inicial foi adicionado. A solucdo foi incubada por 48h a 37 °C, sem agitacdo, até a utilizacéo.

Para o experimento, avaliamos a concentracdo por meio de fluorescéncia a 530 nm,
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adequando para valores de absorbanciaentre 0,1 e 0,15, correspondentea 1 x 10® UFC/mL e 0
indculo foi diluido para 2 x 10° UFC/mL para utilizacio (RODRIGUEZ-TUDELA et al.,
2001).

Em uma microplaca de 96 orificios, caldo Sabouraud foi distribuido com os
compostos numa diluicdo seriada de 0,39 a 100 ug/mL. Apds 48h de incubacdo nas mesmas
condic¢0es anteriores, foi realizada a leitura da absorbanciaa 570 nm e aplicacdo da resazurina
com seguida leitura de fluorescénciaa 530/590nm.

Os resultados apresentados sdo a média de dois ensaios independentes e os valores
representam a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de 90% das células de

levedura.

3.8 Avaliacdo da atividade intramacrofagica

A atividade intramacrofagica foi determinada através da infeccdo in vitro de
macrofagos por bactérias M. tuberculosis HszRv. As celulas macrofagicas J774A.1 foram
cultivadas, semeadas em placa de 24 pocos (5 x 10° células/mL) e incubadas por 24h a 37 °C,
atmosfera a 5% CO; até a obtencdo de confluéncia celular. Apds este periodo foi realizada a
fagocitose das bactérias por meio da aplicacdo de 1,0 x 10 UFC/mL de in6culo de M.
tuberculosis, por um periodo de 2h. Apos a incubacdo, realizou-se a adi¢do de solucédo de
amicacina a 200 ug/mL para esterilizagdo do meio extracelular. Para a confirmacdo da
infeccdo, foram lisadas as células de dois pocos da placa com Triton 0,1% (Sigma®) e esse
volume foi plaqueado em &gar Middlebook 7H10 para analise da infeccéo pré-tratamento.

A analise da atividade inibitoria dos compostos frente as bactérias intramacrofagicas
foi realizada através da adicdo de 1 mL de solugcdo em valores iguais ou multiplos (5x e 10x)
ao valor da CIMgyo (dependendo do IS apresentado pelo composto). Como controle, foi

utilizada RFP nas mesmas condi¢des. A placa de 24 pogos, contendo as células e o
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tratamento, foi incubada por 72h até a lise dos macréfagos e plaqgueamento do volume
sobrenadante em meio s6lido Middlebook 7H10 suplementado com OADC.

As placas foram incubadas por um periodo de 20-30 dias, a 37 °C e 5% de CO-, para a
contagem de UFC/mL. O resultado é apresentado como a média de trés ensaios independentes
e demonstrard a porcentagem de inibicdo do crescimento das micobactérias intracelulares

apos 72h de tratamento (SOLCIA et al., 2021).

3.9 Avaliacédo do efeito combinatério entre compostos benzofuroxanos com a RFP

Com a finalidade de avaliar o potencial sinérgico ou antagbnico entre 0s compostos
mais promissores e a RFP realizamos a avaliagdo dos compostos em combinacao por meio da
técnica de checkboarder.

Inicialmente realizamos a diluicdo seriada do composto teste em meio liquido
Middlebook 7H9 no sentido vertical (linha A até linha H) entre as colunas 1-10, num volume
de 50 uL. Essas concentragfes foram determinadas tomando como base o valor da CIM g
previamente determinada para ambos os compostos pelo método de REMA respectivamente.

Aplicamos meio de cultura (100 uL) na coluna 11 (controle de crescimento bacteriano)
e (200 pL) na coluna 12 (controle negativo).

Em outra placa realizamos a diluicdo seriada do farmaco RFP em meio liquido
Middlebook 7H9 no sentido horizontal (Colunas 1-10) em todas as linhas, considerando seu
valor de CIMgo.

Realizamos a transferéncia de 50 uL de solucdo de RFP da placa de diluigéo para a
placa de experimento contendo 0 composto teste, respeitando 0os pogos respectivos, de formaa

obter um volume final de 100 uL. em todos dos pocos entre as colunas 1 e 10.
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Foram acrescentados 100 pL de solugdo de Mycobacterium tuberculosis (5 x 10°
UFC/mL) em todos os pocos das colunas 1-11 e a placa foi incubada por 7 dias a 37 °C e 5%
CO,. Apos incubagdo, 30 pL de solucdo de rezasurina (0,01 %) foi acrescentada a todos os
pocos da placa e foi realizadaa leitura da fluorescénciaapds 24h.

Por meio da fluorescéncia, realizamos a analise do resultado utilizando a féormula
descritaa seguir. Classificamos o efeito da combinagdo dos compostos em: sinérgico (valores
< 0,5), neutro (de 0,5 a 4,0) ou antagbnico (> 4,0), de acordo com Caleffi-Ferracioli e

colaboradores (2013).

FICI = |CIM farmaco 1 combinado | CIM farmaco 2 combinado
CIM farmaco 1 CIM farmaco 2

Onde FICI= indice de concentracdo inibitéria fracionada e CIM= concentracdo
inibitéria minima para 90% do crescimento bacteriano (CALEFFI-FERRACIOLI et al.,

2013).

3.10 Avaliacdo do potencial inibitdrio de M. tuberculosis Hz7Rv in vivo

Por meio de inoculacdo intranasal (20 uL) de uma suspensdo de M. tuberculosis Hz;Rv
(1,5 x10° UFC), camundongos Balb/C fémeas foram infectados e tratados para a avaliacdo da
atividade inibitoria dos compostos lider, utilizando-se como controle do experimento o
farmaco da terapia padrdo RFP.

Os camundongos infectados foram divididos em 9 grupos, sendo eles repeticdes de
tratamento para uma analise dupla: Grupos RFP A e B; B1 (benzofuroxano 1) A e B; B2

(benzofuroxano 2) A e B e controles de veiculo A e B. Além destes, um grupo para controle
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da infeccéo (CI) foi separado. Os grupos Controle continham 4 animais enquanto 0s grupos
tratados, 5 animais.
A figura 5 abaixo apresenta, em ordem cronoldgica, o desenvolvimento do

experimento e o nimero de dias entre cada etapa executada.

Inicio do tratamento e
eutanasia contrale (CI})

(O ELER BEEUGEIEN | 14 dias Infecgdo dos animais 11 dias

Dia O Dia 14 Dia 25

28 dias |

Eutanasia dos grupos A
{controle e tratados)

Eutanasia dos grupos B

81 dias (controle e tratados)

Dia 53 Dia 134

Figura 5. Esquema cronoldgico do experimento in vivo

Apos 14 dias da infeccdo dos animais, iniciamos o tratamento. Todos 0s camundongos
receberam um volume de dose de 500uL de suspensao, sendo utilizado como solvente/veiculo
6leo de girassol, numa concentracdo de composto a 200mg/kg/animal numa frequéncia de
5x/semana. Aos animais do grupo controle foi administrado apenas o veiculo, no mesmo
volume. Para adequacéo da dose, todos os animais eram pesados semanalmente e a suspensao
era preparada de acordo com a média de peso de cada um dos grupos. Neste dia também
foram eutanasiados os animais do controle de infeccéo (Cl).

A eutandsia dos animais foi realizada por aprofundamento de anestesia, utilizando-se
solucdo de cetamina e xilazina por injecdo intraperitoneal. Os pulmdes foram coletados e
armazenados em frascosde 2 mL contendo solucéo de PBS 1x estéril com esferas de cerdmica

(Lysing Matrix D — MP Biomedicals) e macerados no FastPrep™ seguindo-se as
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recomendacdes de procedimento de acordo com o fabricante (6,0 m/seg, 40 seg) em duas
repeticoes.

O volume macerado foi entdo diluido seriadamente e plaqueado (100 uL) em meio sélido
Middlebrook 7H11 suplementado com OADC 10%. As placas foram entdo armazenadas em
estufa de CO, (5%) a 37°C até contagem das unidades formadoras de colénia (UFC/mL).

Os animais dos grupos A foram eutanasiados apds 4 semanas de tratamento, de acordo
com a descricéo anterior e seus pulmdes foram submetidos ao mesmo procedimento de lise e
plagueamento. Os animais dos grupos B foram mantidos em biotério NB3 e eutanasiados ao
final dos 81 dias e os pulmdes foram coletados e utilizados de acordo com a descri¢éo prévia.

A contagem das UFC/mL apds 60 dias foi realizada a fim de determinar o potencial
inibitério dos compostos avaliados em comparag¢do com o controle sem tratamento e ainda
controle com farmaco da terapia.

Este protocolo experimental foi desenvolvido utilizando-se como base o trabalho de

Mourik e colaboradores (MOURIK et al., 2018).

3.11 Ensaio de aciimulo de brometo de etidio

Como forma de investigar a capacidade dos compostos benzofuroxanos em inibir a
atividade das bombas de efluxo, realizou-se a técnica de acumulo de brometo de etidio (EtBr).
De acordo com a metodologia descrita por Caleffi-Ferraciolli e colaboradores, um
indculo de M. tuberculosis foi ajustado para uma concentracdo em DOgoo de 0,4 e 100 pL
dessa solucdo foi adicionado aos pogos de uma microplacade 96 pogos. Foram acrescentad os
ainda, em concentragdes iguais a ¥4 CIMgg, 50 uL de EtBr e 50 uL do composto a ser testado.

Como controles foram utilizados verapamil e RFP (CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2016).
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A placa foi incubada em leitor de placas, Cytation H1, e a fluorescénciafoi lida a cada 3
min, pelo periodo de 1 hora, resultando em 21 pontos de uma curva analitica em grafico de
fluorescéncia relativa com relacdo ao tempo e através das curvas obtidas foi possivel

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

3.12 Avaliacido de membrana celular por Microscopia Eletronicade Varredura

Para avaliar possiveis alteracdes na parede celular micobacteriana apds exposicao aos
compostos benzofuroxanos, realizamos a observagéo de cultivos expostos a 1x e 2x a CIM
por periodos de 24 a 72h em microscopio eletronico de varredura.

Cultivos de M. tuberculosis num volume de 5mL a 10° UFC/mL foram inoculados com
0 composto benzofuroxano e controles sem tratamento, INH e ETH nas condigdes descritas.

Apos incubacgdo a 37 °C sob agitagdo, os cultivos foram centrifugados por 10min a 3000
rpm e lavados com PBS 1x para retirada do meio de cultura. Fixador Karnovisk foi
adicionado e as amostras foram armazenadas em geladeira overnight. Retirado o fixador, a
amostra foi coberta com tampdo cacodilato e armazenada até analise (CALEFFI-
FERRACIOLI etal., 2016).

As amostras foram enviadas e analisadas sob responsabilidade da Prof Dra Sonia Nair
Bad, do Laboratdrio de Microscopia e Microanalise do Instituto de Biologia da Universidade

de Brasilia (UnB).

3.13 Selecdo de mutante resistente e extracdo de DNA

A fim de selecionar o mutante resistente ao melhor composto benzofuroxano

identificado, foram preparadas placas de 4gar Middlebrook 7H11 suplementadas com OADC
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contendo concentragfes variadas de composto (0,78 a 25 ug/mL) nas quais foram plaqueados
100 uL de um indculo bacteriano a 10° UFC/mL. As placas foram incubadas a 37°C e
atmosferaa 5% de CO; até observacdo de crescimento bacteriano.

Consideramos um mutante resistente a colonia que pudesse apresentar crescimento em
valores maiores que a CIMgo pré-estabelecida pelo método de REMA.

Apobs o crescimento do mutante, o procedimento de extracdo de DNA seguiu por meio
de coleta da col6nia isolada em microtubo contendo 250 pL de tampéo TE (10 mM) e beads
de vidro. A colbnia foi desfeita em vortex por 5 min e o contetdo liquido foi transferido de
frasco. Foram acrescentados 20 uL de acetato de sodio (3 M) e 440 uL de etanol 96%,
seguindo para o vortex por mais 10 segundos e incubacéo a -20°C por 1 hora.

O conteudo foi centrifugado a 13000 rpm por 15min e o sobrenadante foi retirado,
seguindo-se com adicdo de etanol 70% (1 mL) por 1 min e remocdo total do liquido com
secagem. O pellet foi ressuspendido em 50 uL de agua millig e o tubo foi aquecido a 55°C
por 10 min com 3 ciclos de vortex de 10 segundos (ALDOUS et al., 2005).

A concentragdo e qualidade do material extraido foi analisada utilizando
espectrofotdbmetro Nanodrop (ND 2000 — Thermo Fischer Scientific) e o material foi

armazenado a -20°C até sequenciamento genémico.
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4 Resultadose Discussao

A Figura 6 a seguir apresenta o fluxograma de trabalho realizado e o nimero de

compostos analisados em cada etapa do processo.

*Determinar CIMg, frente cepa padréo
«Avaliar citotoxicidade
*Calcular IS

18

compostos

+Atividade intramacrofagica
Atividade CIMg, frente isolados clinicos resistentes
*Espectro de agéo

ik
compostos

*Associagdo com farmaco da terapia (RFP)

«Atividade in vivo

compostos Ml 3% etapa

*Desvendar mecanismo de agao: parede bacteriana e bombas de efluxo

ComPOSto *Selecionar mutante resistente

lider

42 etapa

L i< 4

Figura 6. Fluxograma das analises realizadas com os compostos benzofuroxanos e o nimero total de
compostos analisados em cada etapa.

Os resultados obtidos serdo apresentados respeitando-se as etapas apresentadas no
fluxograma acima, sendo a primeira etapa composta pelas metodologias de REMA,
citotoxicidade e calculo do IS nas quais 18 compostos benzofuroxanos foram avaliados.

Seguiram para a segunda etapa 0os 11 compostos benzofuroxanos selecionados de
acordo com seus valores de CIMy € IS. Esses foram avaliados quanto ao potencial inibitorio
frente bactérias intramacrofagicas, bactérias resistentes e ainda quanto ao espectro de
atividade frente outras espécies bacterianas.

Para a terceira etapa seguiram os 2 compostos que foram mais bem avaliados quanto
ao efeito frente isolados clinicos resistentes. Esses foram testados quando em associa¢cdo com

a RFP e ainda seus potenciais inibitérios in vivo.
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O composto lider foi selecionado e avaliado na quarta e Gltima etapa do trabalho
quanto ao seu potencial em inibir bombas de efluxo e promover alteragfes na parede
micobacteriana. Isolamos também uma bactéria resistente ao composto com o intuito de,
posteriormente, avaliar seu genoma para investigar o alvo da mutacdo relacionada a

resisténciae assim, seu possivel mecanismo de acéo.

4.1 Resultados da avaliacdo do potencial inibitério, citotoxicidade e selecéo dos
compostos mais ativos e sequros

Iniciamos a avaliacdo dos novos compostos benzofuroxanos pelo método de REMA
descrito previamente. Por meio deste experimento foi possivel avaliar o potencial dos
compostos em inibir 90% do crescimento da cepa sensivel de M. tuberculosis Hz7Rv. Os
compostos que apresentaram valores de CIMgo menores ou iguaisa 5 uM foram considerados
0s mais promissores. Os resultados obtidos séo apresentados na Tabela 2 abaixo.

Dentre os 18 compostos mais ativos, apresentaram valores de CIMgp < 5 uM 0s TBs 04,
05, 10, 11, 13, 14, 16, 18, 19, 20 e 29, um total de 11 compostos ou 61% dos benzofuroxanos.

Considerando a hipotese inicialmente apresentada, com o objetivo de se obter
compostos mais ativos do que o BZ8, previamente avaliado por nosso grupo, podemos
destacar os compostos TB 10 e TB 13 como os mais potentes, devido aos valores de CIMgo de
0,09 e 0,70 uM respectivamente.

Relembrando, o composto BZ8 apresentou valor de CIMgo frente M. tuberculosis em
estado metabdlicoativo de 1,10 uM (DOS SANTOS FERNANDES et al., 2017).

Dessa forma, apenas com nossa primeiraanélise, pudemos comprovar que a sintese dos
novos benzofuroxanos foi assertiva, visto que um primeiro objetivo ja foi atingido por meio

do aumento da atividade inibitoria desses novos compostos.



40

Apos a primeira analise do potencial inibitério, avaliamos a citotoxicidade frente as
linhagens celulares de MRC-5 e J774A.1. As células foram expostas aos compostos por 24h
e, apos este periodo, avaliamos a concentragdo necessaria para a inibigdo de 50% das células
inoculadas. Os valores obtidos também sdo apresentados na Tabela 2.

De maneira geral, todos 0s compostos apresentaram-se bastante seguros, com valores de
ICs0>40 uM frente as células macrofagicas (24 h) e maiores que 28 puM frente aos
fibroblastos pulmonares (MRC-5) apds 24h. Apesar de parecerem valores baixos de
concentracdo, o fator mais determinante para a analise da citotoxicidade é o calculo do indice
de seletividade, que considera como promissor 0 composto que apresente valores de IS > 10,
indicando um potencial inibitério pelo menos 10x maior para a bactériado que para as células
eucaridticas avaliadas (CAMPOS et al., 2020). O célculo deste indice foi realizado e os
valores para todos os compostos séo apresentados na Tabela 2.

De maneira resumida, 16 dos 18 compostos avaliados (~89%) apresentaram valores de
IS maiores que 10, sendo que todos os compostos de maior potencial inibitorio frente ao M.
tuberculosis (com valores de CIMgo > 5 uM) se incluem neste grupo. Apenas 0S compostos
TB 09 e TB 15, que previamente j& ndo apresentaram valores de CIMgo muito promissores,
ndo atingiram o valor de IS minimoe, por isso, ndo serdo avaliados nas proximas analises.

Assim, de acordo com os valores obtidos nos experimentos desta primeira etapa,
podemos determinar quais compostos foram escolhidos para a continuacdo dos estudos de
acordo com as determinacdes previamente apresentadas: valoresde CIM <5 uM e IS > 10.

Para a segunda etapa de testes prosseguiram os TBs: 04, 05, 10, 11, 13, 14, 16, 18, 19,
20 e 29, onze dos 18 compostos inicialmente avaliados. Os TBs: 01, 02, 03, 08, 09, 12 e 15
apresentaram valores de CIM maiores que o pré-determinado e, de acordo com o célculo do
IS, os compostos ndo selecionados devido a alta citotoxicidade foram os TBs 09 e 15,

previamente ja descartados devido ao baixo potencial contra o bacilo.



Tabela 2. Valores de concentracdo inibitoriaminima (CIMg) frente Mycobacteriumtuberculosis, concentracao inibitoriafrente células
eucarioticas (Clsp) J774A.1 e MRC-5 e indice de seletividade (IS) dos compostos benzofuroxanos e controles. Os valores sdo

representacdo da média + desvio padrdo de trés ensaios independentes.

Compostos ClIMyg frente a M. tuberculosis ClsoJ774A1 Cls0J774A.1 Clso MCR-5 IS
Hs7Rv (uM) 24h (uM) 72h (uM) 24 h (uM) MRC-5
TB 01 11,75+ 3,19 > 230,71 207,62 + 40,00 > 230,71 > 19,63
TB 02 7,96 + 4,07 > 223,48 114,68 + 37,65 > 223,48 > 28,07
TB 03 6,98 + 3,81 > 215,76 > 215,76 > 215,76 > 30,90
TB 04 2,69+112 > 213,73 185,93 + 48,14 > 213,73 > 79,58
TB 05 3,82+1,36 > 221,52 156,08 + 72,42 > 221,52 > 58,06
TB 08 10,97 £ 3,60 > 197,82 178,01 + 34,31 > 197,82 > 18,04
TB 09 18,19 £ 9,26 181,65 + 22,22 144,35 + 45,58 127,81 + 44,53 7,03
TB 10 0,09 £ 0,04 > 230,24 206,48 + 41,16 180,04 + 86,94 > 2085,24
TB 11 2,22 +1,20 > 229,66 184,07 + 78,97 > 229,66 > 103,28
TB 12 5,22 +2,33 > 279,07 183,82 + 83,97 > 279,07 >53,46,19
TB 13 0,70 £ 0,26 40,83 + 10,72 25,77 + 2,49 57,07 + 48,15 81,38
TB 14 2,563+1,29 > 195,18 45,51 + 21,61 > 195,18 > 77,09
TB 15 31,57 +£9,98 > 216,68 200,74 + 27,61 > 216,68 > 6,86
TB 16 2,89 +1,55 226,42 £ 75,47 182,02 + 71,46 238,15 £ 55,15 82,40
TB 18 1,84+ 0,94 > 223,11 > 223,11 > 223,11 > 121,58
TB 19 2,45 +1,01 > 216,71 36,92 + 3,27 28,14+ 2,71 11,49
TB 20 1,56 + 0,85 > 210,31 > 210,31 > 210,31 > 134,68
TB 29 2,50 +1,08 > 240,16 > 240,13 > 240,13 > 96,15
Rifampicina 0,05+0,01 >121,51 *ND >121,51 >2430,31
Isoniazida 0,95+ 0,44 > 729,18 ND > 729,18 > 1695,77
BZ8** 1,10 ND ND 519,2 472

*ND = nédo-determinado; **Dados publicados por Dos Santos Fernandes et. al, 2017.
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Consideramos promissores 0os compostos com esse valor de CIMgo pois acreditamos
que, quanto maior o potencial inibitério do composto, menor a concentracdo necessaria para
atingirmos o efeito desejado. Assim, considerando o esquema de tratamento preconizado para
cepas sensiveis, que possui duragdo minima de 6 meses, a necessidade de uma menor
concentracdo de composto para obtencdo dos resultados pode diminuir os problemas de
toxicidade, efeitos adversos e ainda de custos para obtencao do farmaco.

Na figura 7 a seguir sdo apresentadas as 11 estruturas quimicas dos compostos
inicialmente mais ativos. Por meio dessas estruturas podemos observar as caracteristicas dos
compostos mais ativos (CIMgy < 2,5 uM) e menos ativos (2,5 < CIMgy < 5 uM) até o

momento.

4.2 Resultados da avaliacdo do espectro de acdo, atividade contra isolados clinicos
resistentes e inibicdo do bacilo intramacrofagico

Na segunda etapa de avaliagdo dos compostos, determinamos o espectro de atividade, a
acdo inibitéria intramacrofagica e frente isolados clinicos resistentes dos 11 compostos
benzofuroxanos previamente designados.

Iniciamos com a apresentacdo dos resultados dos benzofuroxanos mais promissores
frente diferentes cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas (Tabela 3) além de
outras cepas do género Mycobacteriumsp. (Tabela 4) e, por ultimo, frente a levedura Candida
albicans.

Quando avaliados frente a espécie fungica de Candida albicans, nenhum dos compostos
foi capaz de inibir o crescimento da levedura em concentragdes de até 100 ug/mL, mesmo em
duplicata experimental e, por isso, consideramos 0s compostos inativos frente a cepa

leveduriforme de C. albicans.
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Tabela 3. Valores de concentracdo inibitériaminima (CIMgo) dos compostos benzofuroxanos frente diferentes bactérias Gram-positivas e negativas.

Klebsiel!a _ Staphyloco_ccus Enterobacter _
N pneumoniae | Klebsiella | saprophyticus Stap_hylocgc_cus cloacae subsp. Enterobacter Entero<_:occus Enteroco_ccus P_rote_u'?“ Cltrobac_t_er
Espécie subsp._ oxytoca subsp._ epidermidis cloacae aerogenes faecium faecalis mirabilis freundii
pneumoniae CCT 0182 saprophyticus ATCC 14990T ATCC 13883T ATCC 13048T NCTC 7171T ATCC 29212 ATCC 29906T ATCC8030T
ATCC 13883T ATCC 15305

30 min 30 min . . 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min

D gy | (pgimyy | SO WOMD G SOMINGIMO gy | gmy | 2TRIMY ) gy | @omy) | (weim)
TB 04 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB 05 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB 10 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB11 >100,0 >100,0 50,0 1,56 >100,0 >100,0 0,78 6,25 >100,0 >100,0
TB 13 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB 14 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB 16 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB 18 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB 19 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB 20 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
TB 29 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0

RFP 4,0 6,2 0,007 0,001 >100,0 >100,0 >100,0 0,003 16,0 32,0

INH >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0 >100,0
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De acordo com os resultados apresentados frente as diferentes cepas de bactérias Gram -
positivas e Gram-negativas, de forma geral, os compostos benzofuroxanos ndo sao ativos
frente essas espécies avaliadas. Uma excecdo pOde ser observada: o composto TB 11
apresentou potencial inibitério relevante frente 3 das 10 cepas bacterianas testadas,
apresentando valores de ClIMgo menores que 6,25 ug/mL (14,35 uM) para as espécies S.
epidermidis, E. faecium e E. faecalis.

Apesar da atividade do TB 11, dez dos 11 compostos testados podem ser classificados
como compostos de estreito espectro de a¢do por ndo apresentarem atividade contra as cepas
bacterianas testadas, mas apenas agdo inibitoriarestritaao género Mycobacterim sp.

De acordo com a definicdo de Melander e colaboradores (2018), os compostos
antimicrobianos podem ser divididos em dois grandes grupos: antibioticos de amplo espectro
de acdo (quando sdo ativos frente maltiplas espécies) e antibidticos de estreito espectro de
acdo (quando apresentam atividade antibacteriana especifica para algum género ou espécie)
(MELANDER; ZURAWSKI; MELANDER, 2018).

Os antimicrobianos de amplo espectro oferecem algumas desvantagens aos tratamentos
por favorecerem a selecdo e a disseminacao da resisténcia entre varias espécies além de
prejudicarem a microbiota do hospedeiro (MELANDER; ZURAWSKI; MELANDER, 2018).

Para o uso prolongado nos tratamentos frente ao M. tuberculosis é preferivel que os
farmacos tenham um estreito espectro de forma a atenuarem esses efeitos adversos descritos.
Porém, farmacos de amplo espectro como a RFP, ndo serdo descartados desde que seu uso
represente maiores vantagens ao tratamento.

Ainda sobre os resultados frente as diferentes bactérias, ao avaliarmos o valor de CIMgg
apresentado frente as cepas Gram-positivas 0 composto TB 11 apresentou valores de CIMgg

bastante importantes frente as cepas de E. faecium e E. faecalis, de 0,78 e 6,25 ug/mL
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respectivamente. Sao valores consideraveis e importantes devido aos problemas causados por
essas bactérias.

Essas espécies bacterianas sdo conhecidas por serem os agentes de infecgdes
nosocomiais mais comumente isolados no mundo e que apresentam grandes problemas de
resisténcia aos farmacos e diversos fatores de viruléncia, sendo o E. faecium resistente a
vancomicina um dos patdgenos de alta prioridade na busca de novos tratamentos, de acordo
com uma lista publicada em 2017 pela OMS (GAO; HOWDEN; STINEAR, 2018; GORRIE
etal., 2019).

Assim, mesmo que frenteao M. tuberculosis o0 composto TB 11 nédo se destaque como o
farmaco mais potente, é valida a projecdo do mesmo como um possivel composto a ser mais
profundamente estudado frente ao género Enterococcus spp.

Ja frente ao S. epidermidis, o valor de CIMg apresentado pelo composto TB 11 foi de
1,56 pg/mL. Apesar de ser uma especie bacteriana comum ao tecido epitelial humano, ela
pode ser responsavel por graves infeccBes hospitalares, visto que essa espécie oportunista é a
mais comumente encontrada em infeccdes relacionadas a dispositivos médicos de alta
permanéncia como cateteres e, por isso, essa atividade apresentada pode ser bastante
interessante se estudos mais aprofundados forem conduzidos (OTTO, 2009).

Para avaliar de maneira ainda mais especifica a acdo dos compostos benzofuroxanos,
analisamos seu potencial frente as bactérias M. bovis e M. smegmatis e os resultados sdo
apresentados na Tabela 4.

Comparando os valores de ClMgy apresentados frente essas espécies, podemos
identificar que os TBs mais ativos para M. bovis foram: TBs 11, 13 e 29 (com valores de
CIMgo < 5 uM) e, frente ao M. smegmatis, nenhum dos compostos foi tdo ativo e os valores
de ClMgo foram sempre maiores do que 20 uM. Essa diferenca entre os valores de CIM pode

ser explicada devido as similaridades e diferencas entre as espécies.
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Tabela 4. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIMg) dos compostos
benzofuroxanos frente Mycobacterium bovis e Mycobacterium smegmatis em puM.

Compostos M. bovis M. smegmatis
TB 04 45,35 + 11,43 > 53,43
TB 05 7,75+ 7,62 > 55,37
TB 10 27,03 + 14,43 41,07 + 20,05
TB 11 1,56 + 0,29 54,40 + 4,24
TB 13 0,85+ 0,61 24,17 + 13,00
TB 14 > 48,80 34,84 +19,75
TB 16 23,43 +10,12 > 67,50
TB 18 > 55,80 > 55,80
TB 19 17,98 + 10,20 33,11 + 28,25
TB 20 35,22 + 24,54 31,37 + 27,00
TB 29 2,30 +0,81 > 60,03

RFP 0,10 + 0,01 >1,21

Comecaremos pelo M. bovis, que apresenta uma similaridade genética de 99,95% em
comparac¢do ao M. tuberculosis. Essa espécie comumente conhecida por infectar o gado pode
sim estar presente nas infec¢bes humanas de TB e, por isso, deve ser avaliada e identificada.
Isso se da devido a promiscuidade para hospedeiros que essa espécie bacteriana apresenta.
Sua identificacdo é importante principalmente devido ao esquema de tratamento a ser
implementado, visto que M. bovis é universalmente resistente a pirazinamida (PZA) e seu
tratamento tem duracdo minimade 9 meses — visto que a PZA nao é utilizadae, no tratamento
frente a M. tuberculosis promove efeito sinérgico a RFP, o que ajuda no encurtamento do
esquema terapéutico (KANIPE; PALMER, 2020).

Apesar da baixa estimativa por falta de diagndstico adequado, em 2017 foram
notificados 142 mil novos casos e 12,5 mil mortes provocadas por M. bovis ao redor do
mundo. Alguns pontos sobre as diferencas genéticas entre as cepas merecem destaque: (1) M.
bovis ndo apresenta genes diferentes do M. tuberculosis, mas um genoma menor e (2) a
diferenca entre hospedeiros “preferidos” se da por diferengas na expressao génica (KANIPE;

PALMER, 2020).
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Ja a M. smegmatis - que apresenta uma similaridade aproximada de 70% — tém sido
comumente utilizadaem laboratdrios em substituicdo a M. tuberculosis por sua caracteristica
de rapido crescimento e ndo viruléncia (ALTAF et al., 2010; T et al., 2020).

Apesar dessas caracteristicas, € uma cepa que tem sido avaliada quanto sua real atuacdo
na busca por novos compostos ativos para o tratamento de TB, visto que apresenta uma
sensibilidade de apenas 50% com relagcdo a compostos inibidores de M. tuberculosis (ALTAF
etal., 2010).

Assim, considerando as caracteristicas genéticas das cepas avaliadas, podemos justificar
o melhor potencial dos compostos benzofuroxanos frente a M. bovis devido a alta
similaridade genética e, ainda assim, compreender que 0s compostos ndo demonstraram 0s
mesmos valores de CIM por diferencas na expressao génica entre as cepas.

Ja para M. smegmatis, o resultado estd em concordancia com os dados publicados
anteriormente por Altaf e colaboradores (2010) que demonstraram que a cepa apresenta
menor sensibilidade aos farmacos inibidores de M. tuberculosis.

Os compostos benzofuroxanos também foram avaliados frente 10 diferentes isolados
clinicos que apresentaram diversos perfis de resisténcia. Os resultados obtidos s&o
apresentados na Tabela 5 a seguir.

Foram utilizados diversos farmacos controle neste experimento a fim de avaliar o
potencial de resisténcia de cada uma das cepas testadas e, assim, classifica-lasde acordo com
a nova nomenclatura para cepas resistentes de M. tuberculosis.

A classificacdo de cada cepa se deu da seguinte forma: cepas mono-resistentes a INH:
CFs 44 e 184; cepas MDR-TB: CFs 48, 61, 105, 162, 165 e 171 e cepas Prée-XDR-TB: CFs 81

e 169.
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Tabela 5. Valores de concentracdo inibitoriaminima (CIMgo) dos compostos benzofuroxanos frente isolados clinicos de M. tuberculosisem uM.

Classif. Mono INH Mono INH MDR MDR MDR MDR MDR MDR Pré-XDR Pré-XDR
Comp. CF 44 CF 184 CFo61 CF 48 CF 165 CF171 CF 162 CF 105 CF 169 CF81
TB 04 13,04 +14,81 152+1,08 0,75+0,33 40,07+18,89 | 247+2,31 | 52,96 +0,80 > 53,43 > 53,43 > 53,43 33,39+24,64
TB 05 8,93+2091 10,82 + 12,07 4,65+4,23 37,61+14,56 | 0,20+0,00 | 13,88+8,70 | 16,53+11,63 > 55,38 3,66+1,15 6,26 + 6,16
TB 10 471+3,11 0,96 +1,04 0,56 +0,47 22,38 +9,37 1,84+1,73 0,26 +0,05 2,24+147 > 57,26 0,28+0,10 1,68+1,32
TB11 1,09+0,34 0,93+0,73 9,40+9,09 2294+945 | 0,21+0,00 0,93+0,62 1,21+0,61 > 57,42 49,84 +10,73 192+1,55
TB 13 0,52+0,09 0,37+0,15 0,28+0,02 22,76 +13,20 | 0,24+0,00 0,25+0,01 0,26 + 0,00 > 66,78 0,40+0,03 0,27+0,00
TB 14 1,28+0,81 1,17+0,03 10,98+10,09 | 29,55+8,65 | 2,35+2,25 | 36,22+21,78 | 48,80+0,00 > 48,80 > 48,80 3,55+3,32
TB 16 2,01+0,10 1,30+1,11 4,98 + 4,56 36,53+7,15 1,38+0,84 195+1,22 2,20+0,67 > 67,50 1,03+0,001 0,92+0,47
TB 18 0,80+0,00 0,59+0,27 4,84+4,28 26,48 +4,09 1,45+0,03 4,55 +2,57 13,33+0,05 > 55,78 52,97+1,60 3,88+2,78
TB 19 533+2,94 1,24 +0,06 6,90+6,01 22,02 +7,87 1,47 +0,06 0,90+0,30 1,06 +0,40 > 54,18 1,39+0,13 041+0,01
TB 20 23,47+20,73 1,15+0,58 16,80+6,48 | 39,37+1334 | 6,77+543 | 18,23+8,56 48,69+5,51 >52,58 > 52,58 2,18+2,15
TB 29 3,60+0,68 1,84+0,32 1,68+0,78 2286+11,35 | 1,43+0,22 0,44+0,31 0,61+0,17 > 60,03 3,22+0,27 8,67+7,84
LNZ ND ND ND 33,88+1,27 | 095+0,01 0,58+0,02 0,41+0,03 415+0,52 0,95+0,59 0,47+0,32
RFP <0,12 <0,12 > 30,38 > 30,38 > 30,38 > 30,38 > 30,38 > 30,38 6,95+0,19 > 30,38
INH > 182,30 > 182,30 > 182,30 > 182,30 > 182,30 7156+24,71 > 182,30 > 182,30 > 182,30 > 182,30
MO/GA 0,24 +0,00 0,61+0,07 3,37+0,69 3,11+0,36 0,40+0,04 248+1,12 4,69+4,17 0,25+0,01 10,64+4,96 | 41,60+35,81
AMK 1,48+1,12 0,24+0,00 > 42,69 12,27+6,77 | 533+0,95 0,24+0,10 > 42,69 7,54+11,48 0,36 +0,11 19,52 +12,55

*ND: ndo determinado; LNZ: linezolida; RFP: rifampicina; INH: isoniazida; MO: moxifloxacina; GA: gatifloxaxina; AMK: amicacina. Mono INH: cepas
classificadas como mono resistentesa isoniazida; MDR: cepas multidrogas resistente; XDR: cepas extensivamente resistentes.
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De acordo com o mecanismo de acdo da INH que age inibindo a sintese dos acidos
micolicos presentes na parede celular das micobactérias através da inibicdo da enzima InhA,
podemos dizer que os isolados 44 e 184 possuem alteragdes genotipicas ou até mecanismos de
tolerancia que impedem a acdo deste medicamento (ALLIANCE et al., 2008; PINHEIRO et
al., 2014).

Avaliando os resultados apresentados pelos compostos benzofuroxanos frente aos
isolados 44 e 184, podemos dizer que apresentaram excelente atividade pois, considerando
um cut-off de 10 uM (por serem cepas resistentes), 8 dos 11 compostos inibiram ambos 0s
isolados.

Os TBs mais potentes frente esses isolados foram: 10, 11, 13, 14, 16, 18 e 29, com
valores de CIM <5 puM. Podemos ainda supor, que 0 mecanismo de acdo desses compostos
com acdo inibitoria frente a esses isolados, é diferente da INH por ndo apresentarem
resisténcia cruzada.

Sendo as MDRs-TB cepas resistentes a INH e a RFP (que atua inibindo a sintese de
proteinas através da inibicdo da atividade da enzima RNA-polimerase, impedindo a
transcricdo do RNA mensageiro), podemos acreditar que sdo cepas genotipicamente mais
resistentes por conseguirem escapar de 2 mecanismos de acdo completamente distintos
(ALLIANCE etal., 2008).

As cepas MDR podem ainda ser subdivididas em 3 grupos: cepas MDR-TB+0 pois
apresentam resisténcia apenas a INH e RFP (165 e 171); cepas MDR-TB+1 pois também sdo
resistentes a amicacina (61 e 162) e cepas MDR-TB+2 por serem resistentes a amicacina e
linezolida (48 e 105).

A amicacina é um farmaco injetavel pertencente a classe dos aminoglicosideos. Sua
atividade ocorre pela inibicdo da sintese correta de proteinas ao ligar-se ao ribossomo

bacteriano, modificando a estrutura 16S do RNA ribossomal (rRNA), promovendo erros na
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traducdo do RNA mensageiro (MRNA) (DOOKIE et al., 2018; RAMIREZ; TOLMASKY,
2017).

Também atuando na inibicdo de sintese de proteinastemos a linezolida, que age por meio
da ligacdo a subunidade 23S do rRNA inibindo a criagdo do complexo de iniciacdo e
reduzindo o comprimento e a taxa de alongamento das cadeias peptidicas durante a traducao
do mRNA (HASHEMIAN; FARHADI; GANJPARVAR, 2018; PELOQUIN; DAVIES,
2021).

Para as cepas MDR-TB+0 os compostos benzofuroxanos foram bastante ativos, sendo
que 7 dos 11 compostos apresentaram CIM < 10 uM em ambas as cepas. Para MDR-TB+1,
foram 6 dos 11 compostos ativos frente ambas as cepas no valor de CIM mencionado e para
MDR-TB+2, nenhum composto benzofuroxano foi ativo.

Esse é o resultado que mais surpreende quando avaliamos as cepas resistentes. H4 uma
similaridade entre a resisténciaa linezolida e a amicacina com a ndo-inibicao das cepas pelos
compostos benzofuroxanos tornando um ponto de analise bastante importante quanto ao
mecanismo de acdo dos compostos benzofuroxanos pois pode estar relacionado com vias
metabolicas também relacionadas com os mecanismos da linezolida e da amicacina.

Podemos sugerir, a partir dessa analise, que os compostos benzofuroxanos tenham efeito
inibitorio por meio da inibicdo da sintese de proteinas visto que ambos os farmacos, aos quais
os isolados clinicos também foram resistentes, apresentam esse mecanismo de agao.

Maiores informacdes serdo obtidas por meio das proximas analises, principalmente com
os dados da analise do sequenciamento gendmico do mutante.

Voltando a classificacdo dos isolados clinicos, devemos destacar que a classificacdo das
cepas MDR-TB+2 pode ser errbnea ao considerarmos que cepas XDR-TB apresentam

resisténcia a um dos farmacos do Grupo A, ao qual a linezolida se inclui. Porém, neste
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trabalho, as classificamos como MDR-TB por ndo apresentarem resisténcia a nenhuma das
fluoroquinolonas testadas.

N&o podemos esquecer da analise dos benzofuroxanos frente as cepas Pré-XDR-TB (81 e
169). Séo cepas resistentesa RFP, INH e algum farmaco do grupo das fluoroquinolonas, neste
caso moxifloxacino e gatifloxacino. Os compostos benzofuroxanos foram bastante ativos
frente essas cepas e 6 dos 11 compostos inibiram ambas as cepas com valores de CIM < 10
pM.

Por fim, para demonstrar o potencial dos benzofuroxanos frente as cepas resistentes,
apresentamos um grafico de populagéo (Figura 8) no qual, considerando um cut-offde 10 uM
e excluindo as cepas nas quais nenhum composto foi ativo (CFs 48 e 105), podemos observar
0s compostos mais potentes.

Os benzofuroxanos TBs 10, 13, 16, 19 e 29 foram muito potentes frente 6 das 8 cepas
resistentes analisadas neste grafico, apresentando valores de CIM < 10 uM para todas as
cepas. Ainda devemos valorizar os compostos TB 10, TB 13 e TB 16 que apresentaram
valores de CIM < 5 uM nessas condicOes, demonstrando que sdo 0s compostos de maior
potencial inibitério de todo o grupo.

Dessa forma, mais um objetivo foi alcangado com 0s novos compostos: conseguimos
desenvolver novas moléculas capazes de inibir ndo somente cepas mono-resistentes (como o
BZ8) mas cepas multi-resistentes aos farmacos padrao da terapiade TB.

A seguir, apresentamos os resultados da avaliacdo do potencial dos benzofuroxanos
frente as bactérias intramacrofagicas. Os dados da inibi¢do do crescimento obtidos apds 40
dias do plagueamento em meio sélido sdo apresentados no grafico da Figura 9. Foram
avaliados os 11 compostos benzofuroxanos e, como controles, observamos o crescimento de
bactérias intramacrofagicas sem tratamento (controle ndo-tratado) e ainda com a RFP. Os

compostos e a RFP foram avaliados em seus valores de 1x, 5x e 10x o valor da CIMgo.
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Figura 8. Gréfico de populacdo para apresentacdo da concentracao inibitériaminima (CIMgo) em uM dos compostos benzofuroxanos frente 8 cepas clinicas
com diferentes perfis de resisténcia. O ponto de corte no grafico indica um cut-off de 10uM.
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Figura 9. Resultado do crescimento das unidades formadoras de coldnias (UFC/mI) em logl10 ap6s infeccdo e tratamento de macréfagos J774A.1. Controle
ndo-tratado representa 100% de crescimento bacteriano dentro dos macréfagos, linha tracejada indica uma inibicdo do crescimento de 25% e linha continua
representa inibicdo do crescimento em 50%. Os compostos foram avaliados em seus valores de concentracdo inibitéria minimaem 1x, 5x e 10x. Os resultados
da média e desvio padrdo foram obtidos apés triplicata bioldgica. Analise estatistica: One-way ANOVA com pdés-teste de Dunnett, * = p < 0,05 e indica
diferenca estatisticasignificativa com relagdo ao grupo néo-tratado.
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Avaliar a atividade intramacrofagica dos compostos é um fator bastante importante na
busca de um novo medicamento para o tratamento da TB visto que o macrdfago é a primeira
célula imunoldgica que encontra e fagocita o bacilo in vivo e é dentro dele que os principais
mecanismos de viruléncia e replicacdo inicialmente acontecem (CHANWONG et al., 2007,
FERLUGA et al., 2020; KORNFELD; MANCINO; COLIZZI, 1999).

Considerando assim M. tuberculosis como um “parasita intramacrofagico” ¢ bastante
valida a busca por um novo composto que apresente a capacidade de permear a membrana
eucaridtica do macrofago e atingir o bacilo ou ainda que promova a ativacdo do macréfago
pois, dessa forma, uma maior efetividade contra a infeccdo seria alcancada (KORNFELD;
MANCINO; COLIZZI, 1999).

Assim, os benzofuroxanos mais potentes entre os 11 avaliados foram os TBs 14 e 19
que inibiram, em todas as concentracdes, mais de 50% do crescimento dos bacilos
intramacrofagicos, indicando uma reducdo do crescimento bacteriano intracelular de mais de
2 logio UFC/mL apds 72h de exposicao.

Os TBs 13, 16, 18 e 29 apresentaram um efeito inibitorio dose-dependente, aumentando
o0 potencial inibitério conforme houve aumento de dose. Em suas concentragdes de 10x CIM
0s TBs 13 e 18 inibiram 50% do crescimento bacteriano (2 logio UFC/mL) enquanto os TBs
16 e 29 inibiram, pelo menos, 25% da concentragdo bacteriana intracelular, uma diminuicéo
média de 1,05 logio UFC/mL.

Os TBs 04, 05 e 20 apresentaram inibicdo de 1,05 logio em seus valores de CIM
enquanto o TB 10 apresentou este valor de inibicdo do crescimento intracelular apenas em
10x CIMgo. Vale salientar que a CIM para o TB 10 é de 0,04 pug/mL e que 10x a CIM ainda
equivale a uma baixissima concentracdo de 0,4 ug/mL.

A RFP apresentou uma menor inibicdo da atividade intramacrofagica, diminuindo o

crescimento bacteriano em até 0,7 logio UFC/mL em 10x CIMgo. Esse resultado, em
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comparacdo com os benzofuroxanos, ja indica o forte potencial dos novos compostos visto
que, o farmaco padréao da terapiafoi 0 menos eficaz na inibicdo de bactérias intracelulares nas
mesmas condicOes avaliadas.

Esse resultado obtido para a RFP ja era esperado visto que, de acordo com outros
autores gque apresentam seus dados em porcentagem de inibigdo e considerando que 90% de
inibicdo do crescimento corresponde a diminuicdo de 1 logio UFC/mL, a RFP apresentouuma
atividade similar aquela apresentada por Solcia et al. (2021) e Dos Santos Fernandes et al.
(2017) (FERNANDES et al., 2021).

Esse perfil de diminuicdo da atividade inibitéria da RFP frente bactérias
intramacrofagicas ja foi descrito anteriormente frente macrofagos humanos e se justifica pelo
desenvolvimento de tolerancia obtido por ativacdo de bombas de efluxo logo ap6s a infec¢éo
dos macrofagos (ADAMS et al., 2019) .

Os valores de inibicdo intramacrofagica para RFP frente a M. tuberculosis Hs7Rv
intracelulares as células THP-1 também foi bastante similar numa concentracdo de 3ug/mL,
inibindo aproximadamente 0,45 logio UFC apés 4h de exposicdo (MATSUMOTO et al.,
2006).

E importante, neste momento, comparar os valores de inibicdo da atividade
intramacrofagica in vitro dos nossos compostos benzofuroxanos com outros farmacos ja
utilizados e, mais recentemente, aprovados para o tratamento da TB: a delamanida (OPC-
67683) e a pretomanida (PA-824) (MOTAMEN; QUINN, 2020).

De acordo com Matsumoto e colaboradores, a atividade intramacrofagica da
delamanida frente bactérias Hs7Rv intracelulares em células THP-1 diferenciadas foi bastante
relevante e dose-dependente apds 4h de exposicdo (MATSUMOTO et al., 2006). Porém, essa

inibicdo mencionada pelo autor diz respeitoa uma diminuicdo de menos de 0,7 logi0 UFC/mL
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para delamanida numa concentracdo de 1,0 pg/mL, uma diminuicdo do crescimento
intracelular inferior ao potencial apresentado pelos compostos benzofuroxanos.

Neste trabalho ainda € apresentada a avaliagdo da atividade intramacrofagicado PA-824
(pretomanida) que, nas mesmas condic¢des e concentracdo de 1,0 pug/mL, inibiu apenas 0,2
logio UFC (MATSUMOTO et al., 2006).

Assim, ao observar os dados obtidos para os benzofuroxanos podemos destacar que
mesmo 0s compostos com menor inibi¢do, dentre os 11 avaliados, foram mais ativos do que
os farmacos recentemente aprovados para o tratamento da TB.

Esse resultado nos incentiva a pesquisar ainda mais profundamente o potencial e
mecanismo de acdo dessas novas moléculas visto que compostos que apresentem a
capacidade de inibir a proliferacdo bacteriana dentro dos macrofagos devem ser valorizados ja
que essa € a principal célula imunologica a funcionar como um “reservatorio” ideal para a
multiplicacdo micobacteriana, desde o primeiro contato, dentro dos alvéolos pulmonares
(SIA; GEORGIEVA; RENGARAJAN, 2015).

Ao final da segunda etapa de avaliagdo dos compostos, ponderamos a escolha dos mais
promissores considerando a maior problematicarelacionadacom o tratamentoda TB que sdo
as infecgOes provocadas por bactérias resistentes ao tratamento, selecionando para a proxima
etapa 0s compostos com o maior potencial frente aos isolados clinicos.

Somado a isso, consideramos também os baixos valores de CIMgo apresentados frente a

cepa padréo e os compostos escolhidos foram os TBs 10 e 13.

4.3 Resultados da avaliacdo da combinacado de fdrmacos com a RFP e atividade inibitéria
in vivo.
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Na tabela 6 a seguir sdo apresentados os resultados da combinacdo da acdo inibitoria
dos compostos TB 10 e TB 13 em associacdo com a RFP, numa exposicdo frente ao M.

tuberculosis por 7 dias.

Tabela 6. Resultado do efeito da combinagdo dos compostos TB 10 e TB 13 com
rifampicinafrente M. tuberculosis.

Compostos  ClMgisolado  CIMgo combinado FICI Classificacao
(ng/mL) com RFP (ug/mL) do efeito
TB 10 0,04 0,00578/0,00098 0,16 Sinérgico
TB 13 0,26 0,0625/0,00098 0,26 Sinérgico
RFP 0,04
CIMgo= concentra¢do inibitéria minima para 90% do in6culo bacteriano. FICI = indice de

concentracao inibitéria fracionada. RFP = rifampicina.

Avaliamos a combinacdo dos compostos com a intengdo de promover um entendimento
de qual seria o possivel efeito desses farmacos in vivo.

O resultado obtido demonstra que ambos benzofuroxanos apresentam efeito sinérgico
quando em associacdo com a RFP, diminuindo fortemente o valor da CIM de ambos os
farmacos para a inibicao de 90% do indculo bacteriano in vitro.

Esse resultado é bastante importante considerando que o tratamento preconizado para a
TB é composto de uma combinacdo de farmacos com diferentes mecanismos de acdo que
promovem uma melhor atividade contra o bacilo no menor intervalo de tempo possivel e, por
iSs0, 0s novos compostos benzofuroxanos podem ser considerados ainda mais promissores
por seu efeito sinérgico em associagdo com um dos principais farmacos utilizados no
tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Além disso, uma futura avaliacdo desse efeito sinérgico frente a isolados clinicos
resistentes pode levar a uma diminuicdo do perfil de resisténcia dos mesmos como
apresentado por Maltempe e colaboradores quando avaliaram a associacdo de linezolida e

RFP frente isolados clinicos resistentes (MALTEMPE et al., 2017).
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Seguimos com a analise dos TBs 10 e 13 in vivo. Para tal, promovemos a infeccdo de
camundongos Balb/C e o tratamento, seguido de eutanasia dos animais de acordo com a
descricdo apresentada na metodologia.

Avaliamos ainda como 0s animais reagiram apos o término do tratamento, mantendo -0s
por 3 meses para observar um possivel e real efeito de esterilizacdo dos pulmaes.

Durante as 4 semanas de tratamento os animais foram observados quanto aos
parametros comportamentais e, mesmo recebendo doses didrias de compostos e veiculo,
nenhum grupo apresentou varia¢des de comportamento durante todo o periodo além de néo
haver perdas animais. O acompanhamento do peso dos animais (Figura 10) foi realizado
semanalmente para ajuste de dose e o graficoa seguir apresenta o ganho de peso semanal por

grupo ao longo do tratamento.

D 30-
= - RIFA
= - RIFB
§ -+ TB10A
8_ - TB10B
o 15 - TB13A
8 - - TB13B
L -8 CONTROLE A
S 59 -4~ CONTROLE B
g ] ] ) I ]
1 2 3 4 5 6

Semanas

Figura 10. Variacdo do peso dos animais por grupo de tratamento ao longo das 4 semanas.

No grafico da Figura 11 podemos observar as respostas iniciais obtidas logo ap6s o
término do tratamento com os compostos TB 10 e TB 13, comparados ao controle

experimental e a RFP.
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Inicialmente, foram inoculadas 1,5 x 10° UFC por animal no dia da infecgdo. Apés 14
dias, o grupo controle da infecgéo (Cl) foi eutanasiado e pudemos observar que a quantidade
de bactérias presentes nos pulmdes no inicio do tratamento era de 1,4 x 10° UFC (4,2 log0).
Partindo desta concentragdo, realizamos o tratamento dos animais conforme descrito

anteriormente e, apos 4 semanas, realizamos a primeira eutandsiados Grupos A.

Log;o UFC/mL

Figura 11. Grafico em barras da contagem de unidades formadoras de coldnia ap6s 4 semanas de
tratamento. Material plaqueado: macerado dos pulmdes dos camundongos ap0s infeccéo e tratamento.
Cl: controle inicial (14 dias ap6s infeccdo); CPT: controle de veiculo (42 dias apés infecgdo);
Tratamentos TB 10, TB 13 e RFP (rifampicina) Dados obtidos ap6s 28 dias de tratamento e eutanasia
apos 42 dias da infeccdo. Andlise estatistica: One-way ANOVA com poés-teste de Dunnett, * = p <
0,05 e indica diferenca estatistica significativa com relacdo ao grupo CI.

Neste momento obtivemos as concentrac@es bacterianas dos pulmdes dos grupos
controle pds-tratamento (CPT), TB 10, TB 13 e controle de farmaco (RFP).

A concentragdo média de bactérias nos pulmdées dos camundongos para o CPT foi de
1,5 x 10° UFC (3,0 log1o), uma diminuicdo de concentracdo bacterianade quase 100x, ou 1,22

logio.
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Essa resposta do controle sem tratamento ja era esperada visto que o camundongo
apresenta um sistema imune competente que, apds ativado, é capaz de diminuir a
concentragdo das bactérias presentes no tecido pulmonar.

Comparando o CPT com os tratamentos administrados podemos observar uma
diminuicdo de 1,23, 1,45 e 3,0 logio para RFP, TB 13 e TB 10, respectivamente. O potencial
inibitério do TB 10 foi surpreendentemente superior a inibicdo apresentada pela RFP,
enguanto o TB 13 apresentou uma inibicdo bastante semelhante ao fArmaco padrdo da terapia.

Comparando os dados obtidos do experimento in vivo com o composto benzofuroxano
de partida, BZ8, podemos dizer que algumas melhorias ja foram alcancadas: os TBs 10 e 13
foram altamente biodisponiveis, promovendo inibi¢do bacterianamesmo apds administragao
via oral e sem a necessidade de protecdo de uma nanoparticula e, por isso, sdo compostos
mais estaveis e possivelmente mais acessiveis do que o BZ8 em sua forma de administracao.

Além disso o efeito inibitério exibido pelo composto BZ8 foi mantido para o TB 10,
ambos apresentando niveis de crescimento bacteriano indetectaveis, demonstrando que as
melhorias foram obtidas sem perda no potencial farmacologico/inibitorio do composto.

Assim, apés 3 meses do final do tratamento, os animais do Grupo B foram
eutanasiados. Nosso objetivo era avaliar de forma real o potencial de esterilizacdo dos
compostos in vivo, ou seja, avaliar biologicamente o comportamento bacteriano ap6s o
encerramento da administra¢do dos compostos.

Os dados obtidos sdo apresentados na Figura 12 a partir da contagem das UFC/mL
apos 60 dias de crescimento em estufa. Sdo apresentados dados do grupo controle apés 3

meses (CP3), TB 10, TB 13 e RFP.
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Figura 12. Gréafico em barras da contagem de unidades formadoras de colénia por camundongo apés
90 dias do término do tratamento. Material plaqueado: macerado dos pulm®es dos camundongos ap6s
infecgdo e tratamento. CP3: controle apds 3 meses; Tratamentos TB 10, TB 13 e RFP (rifampicina).
Andlise estatistica: One-way ANOVA com pos-teste de Dunnett, * = p < 0,05 e indica diferenca
estatisticasignificativa com relagdo ao grupo CP3.

Avaliando o crescimento bacteriano do grupo controle, observamos um aumento de

0,3 logip UFC apds os 90 dias. Esse aumento da concentracdo bacteriana também foi
observado para os camundongos tratados com ambos 0s compostos benzofuroxanos.

Para o TB 10 houve o aparecimento das UFCs, o que indica que o farmaco deve
possuir um potencial efeito bacteriostatico, visto que apds retirada do tratamento, as
bactérias voltaram a se reproduzir em concentracdes agora detectaveis. Partindo de 0, o
aumento foi significativo, de 1,55 logio UFC.

Para o TB 13 observamos o mesmo efeito, com um aumento de 0,53 logio UFC apds
90 dias do término do tratamento. Esse efeito de aumento na concentracdo bacteriana pode
ser justificado pela capacidade das bactérias em desenvolver mecanismos de tolerancia aos
compostos e até mesmo ao sistemaimunoldgico (caso dos controles sem tratamento).

E sabido que a M. tuberculosis possui a capacidade de tornar-se mais resistente, sem a

necessidade de alteragGes genotipicas, quando na presenca de compostos antimicrobianos.

Neste caso, varios mecanismos de tolerancia podem ser ativados sendo, um deles, a
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diminuicdo da taxa de replicacdo bacteriana para compensar sua sobrevivéncia
(GOOSSENS; SAMPSON; RIE, 2021).

Por isso, a queda na contagem de UFC observada na figura 11 para os TBs 10 e 13
(apds os primeiros 30 dias de tratamento) pode ser justificada pela morte dos bacilos mais
sensiveis aos compostos enquanto, 0os mais tolerantes, pararam de se replicar durante o
tratamento e reativaram seu crescimento apos a retirada dos compostos quando em um
ambiente mais propicio, como pode ser observado no grafico 12. Esse efeitose justificapela
heterogeneidade das populagdes micobacterianas (GOOSSENS; SAMPSON; RIE, 2021).

Ja para a RFP a contagem foi zerada, uma resposta surpreendente visto que durante o
tratamento de 4 semanas as bactérias mantiveram-se presentes nos pulmaes. Esse efeito nao
era esperado visto que ndo se realizouem conformidade com os outros dados obtidos.

Podemos suspeitar que a concentracao bacteriana coletada dos pulmdes e apresentada
no grafico 12 seja uma remanescente de bactérias que decaiu consideravelmente poucos dias
apos o término do tratamento. E, associado ao potencial imunoldgico do animal, essas
bactérias foram eliminadas até niveis indetectaveis do crescimentoem meio sélido, mesmo
apos a interrupcdo das doses.

Por fim, podemos concluir que a avaliagéo in vivo foi de extrema importanciapara um
maior entendimento do funcionamento dos compostos e que, provavelmente, para um
esquema de tratamento em humanos, o prolongamento do tratamento por mais de 30 diase a
associacdo de outros farmacos serd crucial para superar 0s mecanismos de tolerancia e
garantir uma rapida diminuicédo da concentracdo bacilar no tecido pulmonar.

Além disso podemos acreditar que uma associa¢ao dos compostos in vivo, somando 0s
efeitos do TB 10 - com um forte efeito inibitério apos 4 semanas de tratamento — com a RFP

— com uma concentracdo bacteriana indetectavel apos o término do tratamento — seria uma
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poderosa alternativa, ja comprovada in vitro anteriormente por meio do experimento de
checkboarder.

Poderiamos observar ainda um efeito superior com diminuicdo das doses visto que a
associacdodo TB 10 e RFP in vitro apresentou um efeito sinérgico e uma diminuicao bastante
significativana CIM dos farmacos em associagéo.

Para 0 TB 13 a associacdo com a RFP também apresentou efeito sinérgico e uma grande
diminuicdo da CIM quando em combinacdo, o que promove ainda mais o potencial da

administragdo concomitante dos compostos in vivo.

4.4 Resultados da busca do mecanismo de acdo: avaliacdo de inibicdo de bombas de
efluxo, de alteracfes em parede e selecdo de mutante resistente

A fim de investigar o mecanismo de acdo apresentado pelo benzofuroxano TB 10
realizamos o experimento de acimulo de brometo de etidio (EtBr) para avaliar algum possivel
efeito inibitério das bombas de efluxo presentes na parede micobacteriana.

O grafico apresentado na Figura 13 a seguir apresenta a fluorescénciarelativaem funcéo
do tempo para as amostras controle (sem tratamento), TB 10, RFP e Verapamil.

O EtBr possui a capacidade de se intercalar a cadeia de DNA, emitindo alta fluorescéncia
intracelular. Esse composto penetra a célula por difusdo passiva e é exocitado pelas bombas
de efluxo da membrana. Quando as bombas sdo inibidas ocorre acimulo de brometo
intracelular, e uma maior fluorescéncia é observada (RODRIGUES et al., 2011,
VARDEVANYAN et al., 2003).

Neste experimento o verapamil foi utilizado como controle de inibigdo das bombas por
apresentar atividade inibitoria para canais de calcio em células eucariéticas (MACHADO et

al., 2016).
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Figura 13. Gréfico da fluorescéncia relativa (UFR) do brometo de etidio com relacdo ao tempo de
exposicdo (min).

O TB 10 apresentou uma atividade muito similar a RFP quanto a fluorescéncia
apresentada, ambos mantendo-se abaixo da curva de fluorescéncia apresentada pelo controle
sem tratamento. Isso indica que o TB 10 ndo apresenta atividade inibitoria frente ao M.
tuberculosis por meio da inibi¢do de bombas de efluxo da parede.

Como forma de avaliar outros possiveis efeitos do tratamento com TB 10 na parede
celular, realizamos anédlises de microscopia eletronica de varredura (MEV) em cultivos
expostos por 24 h ao composto benzofuroxano TB 10 além dos controles INH e ETH como
forma de comparacao, visto as propriedades desses farmacos em inibir a sintese de estruturas
relacionadas com a parede celular. As imagens obtidas apds o tratamento sdo apresentadas na
Figura 14 a sequir.

As imagens 1A e 1B da figura 14 apresentam bacilos em meio de culturasem tratamento,
com uma superficie lisae forma bacilar normal.

Indicado pela seta branca na figura 1b podemos observar o aparecimento de estruturas
transitdrias ramificadas, caracteristicas do processo de divisdo celular que, neste caso, ocorre

sem maiores interferéncias (CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2016; DAHL, 2004).
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Controle
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1x CIM

Isoniazida
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Figura 14. Imagens de microscopia eletronica de varredura. Imagens de nimero 1 apresentam bacilos
de M. tuberculosis sem tratamento; nimeros 2, 3 e 4 sdo bacilos de M. tuberculosis ap6s 24h de
exposicdo a INH, ETH e TB 10 nos valores da CIMgo. Barras brancas indicam 1 um.
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Nas imagens posteriores de numeros 2, 3 e 4 dos tratamentos com ETH, INH e TB 10
respectivamente, ndo foram observadas essas estruturas caracteristicasdevido, provavelmente,
a uma interrupcdo da multiplicagdo celular provocada pela perturbacdo da presenca dos
compostos anti-M. tuberculosis no meio extracelular (GOOSSENS; SAMPSON; RIE, 2021).

Corroborando com essa afirmagéo, observamos bacilos de tamanho aumentado nas
figuras 2a (ETH) e 4a (TB 10), indicados pelas setas azuis, indicando uma provavel
interrupcdo do ciclo de divisdo celular. Apesar do ambiente extracelular alterado pela
presenca dos compostos inibitorios, a morfologia bacilar da micobactériando se perdeu dentro
das 24 h de exposicao.

Uma parede celular de caracteristica mais rugosa foi observada na amostra tratada com
ETH (2a) e ainda a presenca de numerosas e pequenas bolhas sob a superficie da parede
celular quando em tratamento com o ETH (2b) e a INH (3b) foram encontradas, indicadas
pelas setas verdes.

Observando o tratamentocom o TB 10 é possivel reparar a presenca de bacilos alongados
e das bolhas sob a superficie da parece celular. Essas bolhas sdo evidéncias caracteristicas de
estresse celular provocado por exposicao a substancias téxicas (DAHL, 2005).

Essas observacGes morfologicas obtidas demonstram apenas que o TB 10 promove
estresse celular frente a M. tuberculosis assim como INH e ETH porém ndo aponta
parede celular.

Assim, como formade avaliar o mecanismo de acéo apresentado pelo TB 10, buscamos o
isolamento de um mutante que apresentasse resisténcia ao benzofuroxano. Assim, placas de
meio de cultura 7h11 foram preparadas contendo diferentes concentra¢ées do composto e

conseguimos isolar uma colGnia capaz de crescer em uma concentracgdo de 6,25 ug/mL.
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Essa colbnia apareceu no meio solido apds 40 dias do plaqueamento e foi coletada e
novamente semeada em placa contendo 6,25 ug/mL do composto TB 10. Novas coldnias
foram obtidas e parte foi utilizada para extracdo de material genético para sequenciamento
enguanto outras col6nias foram cultivadas para armazenamento.

As amostras obtidas apresentaram quantidades suficientes para a analise, porém seguirao
para processos de purificacdo visto que a qualidade do material ainda ndo esta de acordo com
as indicacoes.

Consideramos essas col6nias como mutantes resistentesao TB 10 devido seu crescimento
em meio de cultura contendo mais de 150x a CIM previamente encontrado, de 0,04 ug/mL.

As amostras serdo sequenciadas por empresa terceirizada e os dados obtidos serdo

analisados e publicados em conjunto com as informacdes apresentadas nesse trabalho.
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5 Conclusao

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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