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RESUMO

A tuberculose (TB) é considerada epidemia prevalente e de acordo com a Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) é a doenca transmissivel mais mortal do mundo. O surgimento de resisténcia
as principais classes de agentes antimicrobianos, e a estimativa de que cerca de 2 bilhdes de
pessoas possuem o microrganismo em estado latente em todo o mundo séo fatores que
constituem uma séria ameaca a saude publica e contribuem diretamente para a incidéncia da
doenca. A necessidade de desenvolver novos agentes ativos para combater a TB representa um
grande desafio para o controle e tratamento da doenca. Nesse trabalho, foi explorada a estratégia
de reutilizacio do complexo tris-(1,10-fenantrolina)ferro(ll), ([Fe(fen)s]?*), uma vez que possui
a capacidade de perturbar o funcionando de uma grande variedade de sistemas bioldgicos além
de ser de facil obtencdo e baixo custo. O objetivo foi buscar novas aplicacbes dessa molécula,
investigando seu potencial e possiveis mecanismos de acdo contra o Mycobacterium
tuberculosis, principal agente causador da TB. Foi determinada a atividade de ([Fe(fen)s]*")
frente a cepas de M. tuberculosis, através do método de microdiluicdo em placa (REMA), onde
0 complexo apresentou satisfatdria inibicdo de bacilos sensiveis em condi¢cdes normais, sem
perder sua atividade quando submetido a diferentes condi¢Ges de meio de cultura; apresentou
inibicdo de bactérias em estado latente pelo método de LORA e inibiu de forma ainda eficaz
bactérias com perfis de resisténcia multipla (MDR-TB) e extensivas (XDR-TB). Em ensaios
intramacrofagicos, ([Fe(fen)s]**) foi capaz de eliminar mais de 80% das micobactérias contidas
no interior de macrofagos, perfil comparavel ao farmaco rifampicina, de primeira linha do
tratamento contra TB. O complexo exibe um excelente indice de seletividade, demonstrado em
ensaios de citotoxicidade e espectro de atividade estreito, por ndo apresentar inibicao frente a
outros patogenos testados. Em ensaios utilizando plasmas de animais apds aplicacdo de dose
Unica oral em camundongos BALB/c, demonstrou estar biodisponivel a partir de 2h apos a
administracdo. Com o intuito de investigar o possivel mecanismo de a¢do, o0 ensaio com
micobacteriofagos indicou uma forte relacdo do complexo em inibir sintese proteica bacteriana.
Investigou-se também a capacidade do complexo em inibir a sintese de parede celular pela
técnica de cromatografia em camada delgada e possivel inibicdo de bombas de efluxo através
do ensaio de acimulo de brometo de etidio, vias pelas quais o complexo ndo demonstrou
atividade. Além desses ensaios buscando desvendar o(s) alvo(s) de ([Fe(fen)s]?"), foi realizado
o isolamento de bactérias resistentes ao complexo, a fim de futuramente, investigar-se um
possivel mutante através de sequenciamento gendmico buscando o alvo de mutagdes presentes
e relacionar com o sitio alvo do complexo em micobactérias. Determinou-se também que M.
tuberculosis apresenta baixa frequéncia de mutacGes frente ao complexo. Com os resultados
obtidos até 0 momento, ([Fe(fen)s]**) se mostra bastante promissor nos estudos, por apresentar
atividades em diferentes formas da doenca, como estado latente e intracelularmente em
macrofagos. Além disso, é ativo em bactérias resistentes aos antimicrobianos existentes no
tratamento da TB, atendendo dessa forma, a declaracdo da OMS em priorizar pesquisa e
desenvolvimento direcionados ao M. tuberculosis, principalmente devido aos indices de
resisténcia.

Palavras-chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, tris-(1,10fenantrolina)ferro(ll),
reutilizacdo de moléculas.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is considered a prevalent epidemic and according to the World Health
Organization (WHO) is the deadliest transmissible disease in the world. The emergence of
resistance to the major classes of antimicrobial agents and the estimation that around 2 billion
people have the microorganism latent throughout the world are factors that constitute a serious
threat to public health and contribute directly to the incidence of the disease. The need to
develop new active agents to combat TB poses a major challenge for the control and treatment
of TB. In this work, the reuse strategy of the tris-(1,10-phenanthroline)iron(ll) complex,
([Fe(phen)s]*"), was explored, since it has the ability to disturb the functioning of a large variety
of biological systems besides being easy to obtain and low cost. The objective was to search
for new applications of this molecule, investigating its potential and possible mechanisms of
action against Mycobacterium tuberculosis, the main agent causing TB. The activity of
([Fe(phen)s]**) against M. tuberculosis strains was determined by the plagque microdilution
method (REMA), where the complex showed satisfactory inhibition of sensitive bacilli under
normal conditions, without losing its activity when submitted to different culture medium
conditions; showed inhibition of latent bacteria by the LORA method and effectively inhibited
strains with multiple resistance profiles (MDR-TB) and extensive (XDR-TB) profiles. In
intramacrophagic assays, ([Fe(phen)s]**) was able to eliminate more than 80% of the
mycobacteria contained within macrophages, a profile comparable to the drug rifampicin, the
first-line treatment for TB. The complex exhibits an excellent selectivity index, demonstrated
in cytotoxicity and narrow activity spectra, as it does not present inhibition against other
pathogens tested. In animal plasma assays after single oral dose application in BALB/c mice, it
has been shown to be bioavailable from 2h after administration. In order to investigate the
possible mechanism of action, the mycobacteriophage assay indicated a strong relationship of
the complex in inhibiting bacterial protein synthesis. The ability of the complex to inhibit cell
wall synthesis by the thin layer chromatography technique and possible inhibition of efflux
pumps was also investigated by the ethidium bromide accumulation assay, in which the
complex showed no activity. In addition to these assays in order to unravel the target(s) of
([Fe(phen)s]?"), the isolation of complex resistant bacteria was carried out in order to further
investigate a possible mutant through genomic sequencing searching for the target of mutations
present and relate to the target site of the complex in mycobacteria. It was also determined that
M. tuberculosis presents a low frequency of mutations to the complex. With the results
obtained, ([Fe(phen)s]?*) shows to be very promising in the studies, since it presents activities
in different forms of the disease, as latent and intracellularly in macrophages. In addition, it is
active in antimicrobial resistant bacteria that exist in the treatment of TB, thus complying with
the WHO declaration to prioritize research and development aimed at M. tuberculosis, mainly
due to resistance indexes.

Key-words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, tris-(1,10-phenanthroline)iron(ll),
reuse of molecules.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Tuberculose

A tuberculose (TB) existe hd milénios e continua a ser um grande problema de salide
global, deixando milhdes de pessoas doentes a cada ano. A doenca ocupa um lugar entre as dez
principais causas de morte em todo o mundo. Nos Gltimos 5 anos, tem sido a principal causa de
morte por um Unico agente infeccioso, acima da AIDS/ HIV (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Apesar de mais de duas décadas de esforgos para encontrar e tratar fontes infecciosas
da doenca, cerca de 10,0 milhdes de casos de TB incidentes com 1,3 milhdes de Obitos
ocorreram em 2017 no mundo todo (Figura 1). Portanto, mundialmente, o “fim” da TB como
uma epidemia e problematica na saude publica ainda continua sendo uma aspiracdo e ndo uma
realidade (LEUNG; CHEE; ZHANG, 2017; WHO, 2018).

Figura 1 — Taxas estimadas de incidéncia de TB em 2017
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Fonte: WHO (2018).

O principal patogeno causador da TB é o Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),
descrito pela primeira vez por Robert Koch em 1882. Nessa época, nos Estados Unidos e na
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Europa, a TB matou uma em cada sete pessoas. Depois de um século da descoberta do Dr.
Koch, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e a Unido Internacional declararam o primeiro
dia Mundial da TB em 24 de mar¢o 1982 (VASAVA et al., 2017; GORDON; PARISH, 2018).

M. tuberculosis é um bacilo aerdbico, tendo como caracteristica definidora uma taxa de
crescimento lento, com um tempo de divisdo de cerca de 24 horas. E visualizado por
microscopia Optica através da coloragdo de Ziehl-Neelsen, por meio da qual sua parede celular
espessa e cerosa retém a coloracédo de carbolfucsina frente a lavagens acido-alcool. Essa parede
¢ caracteristica das micobactérias, embora fossem classificadas como Gram-positivas, possuem
uma estrutura semelhante a das bactérias Gram-negativas com uma segunda “"membrana
externa" que contém os acidos micolicos - acidos graxos ramificados de cadeia longa. A camada
externa da membrana citoplasmatica forma um complexo maior, com o ndcleo compreendendo
peptidoglicano ligado ao arabinogalactano, por sua vez ligado aos acidos micdlicos, conhecido
como complexo micolil-arabino-galactano-peptideoglicano (MAGP). M. tuberculosis é um
agente patogénico intracelular, capaz de parasitar fagocitos mononucleares humanos, passando
a maior parte do seu ciclo de vida em macrofagos (VASAVA et al., 2017; GORDON; PARISH,
2018).

1.2 Mecanismos de transmisséo e patogénese

A TB afeta os pulmfes em mais de 80% dos casos (TB pulmonar), mas também pode
afetar outros locais (TB extrapulmonar) se espalhando através da extensdo linfatica,
hematogénica ou direta de um foco infeccioso (ANKRAH et al., 2017). A doenga € transmitida
guando pessoas que estdo doentes com TB pulmonar ativa expulsam secrec¢des infectadas com
M. tuberculosis das vias respiratdrias, por exemplo, tossindo, e entdo o bacilo é inalado por
hospedeiros susceptiveis (WHO, 2016; CHIN et al., 2017). A figura 2, a seguir, demonstra
esquematicamente de forma resumida e simplificada, as etapas de transmisséo e patogénese da
TB. Como em muitas outras doencas infecciosas, a transmissdo da TB ndo é uniforme, e a
resposta a infeccédo difere para cada individuo. Em particular, pessoas com uma forma da TB
chamada tuberculose cavitaria sé@o especialmente infecciosas, pois é a consequéncia da
destruicdo do tecido pulmonar com formacgdo de espagos abertos macroscopicos que contém
numerosos bacilos e conecta-se com as grandes vias aéreas, o que facilita a expectoracdo
eficiente da bactéria (YOUNGA,; VERRECK, 2012).

Ap0s a inalacdo de bactérias, o microrganismo pode ser completamente eliminado pelo
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sistema imunoldgico, pode ser contido em estado quiescente, ou dar origem a uma infeccdo
ativa. O resultado depende do estado imunoldgico do hospedeiro e pode ocasionar um espectro
de estados de TB sem infeccdo, latente através da doenca subclinica e a doenca ativa declarada
(ANKRAH et al., 2017).

Em pacientes sem exposicdo prévia ao M. tuberculosis, 0s receptores de reconhecimento
de padrdes expressos por macrdofagos, células dendriticas e células epiteliais alveolares
interagem com ligantes presentes nas micobactérias. Isso resulta na producdo de citocinas
inflamatdrias e quimiocinas induzindo uma resposta inflamatoria local e a migracdo de
mondcitos da corrente sanguinea para o local de infecgdo (RUSSELL, 2007; ANKRAH et al.,
2017).

Figura 2 - Etapas de transmisséo e patogénese da TB

L Ingla(;ao de secrecdes 2. No pulmdo, as bactérias sdo fagocitadas por macr6fagos alveolares,
infectadas com induzindo uma resposta inflamatéria e o recrutamento de outras células da
M. tuberculosis. corrente sanguinea.

3. A contengdo no granuloma geralmente
falha quando o estado imunoldgico do
hospedeiro é comprometido. Assim o
granuloma caseoso se rompe, liberando
milhares de bacilos infecciosos viaveis
nas vias aéreas, 0 que O torna
potencialmente contagioso.

0 0 §p 0— Micobactinas fivres
0800 000 Necrose
: ? x
Vias asreas ) / 4. Com o recrutamento celular ocorre a formagéo do
Centro granuloma, caracterizado por ser um agrupamento

Qa7
\Z\j@ caseoso do estruturado contendo macréfagos infectados com M.

@ ,_./ granuloma tuberculosis no centro, rodeados por diferentes tipos de
%\/é,] @ células imunes.

Fonte: llustracdo adaptada de RUSSEL (2006).
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O objetivo da imunidade celular inata é a destruicdo do agente patogénico atraves da
formacdo do fagossoma, ou seja, em organelas celulares em que ocorre a degradagao enzimatica
do material fagocitado. O processo necessario de maturacdo fagossémica requer fusdo com o
lisossoma, acidificagdo do fagossoma por bombeamento de protons e ativagdo de hidrolases
lisossémicas. M. tuberculosis pode bloquear este processo e, assim, escapar de forma eficaz, de
um ataque pela imunidade inata (WELIN et al., 2011; HERZMANN et al., 2017). M.
tuberculosis tem a capacidade notavel de sobreviver dentro do ambiente hostil do macréfago
(PIETERS, 2008). Os bacilos intracelulares, geralmente, séo mais dificeis para tratar devido ao
acesso limitado de determinados farmacos as células macrofégicas, necessitando de tratamento
cronico com altas doses terapéuticas para controle efetivo e tratamento da doenca
(SCHWARTZ et al., 2006).

A resposta imune adaptativa geralmente ocorre apds aproximadamente 4-6 semanas em
humanos, ap6s a apresentacdo de antigenos de M. tuberculosis por células dendriticas a
linfocitos T nos linfonodos, promovendo a migracdo dessas células para o local da infeccéo,
induzindo a formacdo de um granuloma. Os granulomas sdo agrupamentos estruturados
contendo macréfagos infectados com M. tuberculosis no centro, rodeados por diferentes tipos
de células imunes, em particular macréfagos e linfécitos T (PIETERS, 2008; ANKRAH et al.,
2017). A formagdo desse granuloma é um mecanismo do sistema imune adaptativo em oferecer
protecdo ao hospedeiro contra a infeccdo, dificultando que os bacilos de M. tuberculosis se
espalhem para outros tecidos (ANKRAH et al., 2017).

Em um Unico paciente, as estruturas de granuloma sdo heterogéneas e podem ser
celulares e bem vascularizadas, necrdticas com bactérias extracelulares residindo em um ndcleo
de caseum rico em lipidios ou entdo do tipo cavitario, no qual o granuloma se funde com uma
via aérea. Em muitos casos, a estrutura do granuloma restringe o fluxo sanguineo e a difusédo
de farmacos em seu centro (WELLINGTON; HUNG, 2018). Os granulomas transmissivos
possuem abundantes neutrdfilos e a necrose predomina e permite reativacdo, crescimento e

disseminacéo de M. tuberculosis para outras partes do corpo (ANKRAH et al., 2017).

Os varios nichos que o M. tuberculosis ocupa, incluindo o interior dos macrofagos e no
caseum dos granulomas, sdo caracterizados por hipoxia, privacdo de nutrientes, nitrogénio
reativo, espécies de oxigénio e pH acido (WELLINGTON; HUNG, 2018).

Os granulomas podem persistir durante anos e conter eficientemente o patdgeno
enquanto o individuo se mantiver imunocompetente. Geralmente, 90% dos individuos que

entram em contato com os bacilos de M. tuberculosis controlam a infecgdo, de forma
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assintomatica, contendo essas bactérias num estado dormente no interior do granuloma,
conhecido como infeccdo latente da tuberculose (ILTB). Nos casos de ILTB, a estrutura do
granuloma provavelmente representa um equilibrio entre um patdgeno potencialmente perigoso
e o sistema imune do hospedeiro. A delicadeza deste equilibrio ¢ ilustrada pela observacao de
que qualquer deterioragdo da imunidade do hospedeiro resulta em uma condi¢do
potencialmente fatal de um individuo que possui M. tuberculosis em laténcia (BARTLETT,
2007; PIETERS, 2008). Enquanto a imunidade do hospedeiro (na forma de macréfagos
ativados e células T funcionais) é efetiva, geralmente ndo ha efeito adverso do M. tuberculosis
na salde do hospedeiro (SAUNDERS; BRITTON, 2007).

1.3 Tuberculose latente

Cerca de 90% dos pacientes infectados podem normalmente responder a infec¢do por
M. tuberculosis por formacdo de granulomas e estabelecimento de TB latente, durante a qual
os bacilos de M. tuberculosis persistem no hospedeiro em um estado de hipdxia,
metabolicamente inativos ou de reproducgéo lenta (GORDON; PARISH, 2018).

E estimado que cerca de 23% da populagio mundial, aproximadamente 1,7 bilhdes de
individuos apresentem essa forma de infeccdo ILTB, na qual abrigam bacilos ndo infecciosos,
definida pela OMS como estado de resposta imune persistente a estimulacéo por antigenos de
M. tuberculosis sem evidéncia de TB ativa clinicamente manifestada (ANKRAH et al., 2017;
WHO, 2018).

Para a maioria dos casos ILTB, o M. tuberculosis permanece latente por muitos anos ou
até durante toda a vida do hospedeiro (TANG; JOHNSTON, 2017). No entanto, se o0 sistema
imune hospedeiro ndo puder conter as micobactérias, 0 microrganismo tera a oportunidade de
progredir para uma infeccdo ativa e sintomatica. Aproximadamente 5-15% dos individuos com
TB latente desenvolverdo a doenca ativa, principalmente quando expostos a perturbacoes
imunes profundas, como durante um tratamento com farmacos imunossupressores, em doencas
como o diabetes associado a deficiéncia imune e especialmente individuos coinfectados com
HIV, sendo essa associa¢do uma das principais causas de morte em individuos doentes (LEON-
DIAZ et al., 2010; TANG; JOHNSTON, 2017; TOUSIF et al., 2017).

Em 2015, cerca de 35% dos pacientes infectados pelo HIV morreram devido a
coinfeccdo com TB. Os individuos soropositivos para o HIV e infectados pelo M. tuberculosis

apresentam de 21 a 34 vezes mais chance de desenvolver a doenca ativa comparados aos
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soronegativos para o HIV. Esses individuos imunocomprometidos desenvolvem TB ativa
devido a falha de seu sistema imunoldgico em controlar ou erradicar a infec¢do (CAILLEAUX-
CEZAR, 2012; WALKER, 2013; WHO, 2016).

Quando ocorre a reativacdo da doenca, ou seja, bacilos em estado latente se tornam
infecciosos, o granuloma perde a sua estrutura deixando de conter as bactérias viaveis, o que
conduz a sua replicacdo e a disseminacgdo da doenca. Nestes casos, 0 sistema imune € incapaz
de conter a infeccdo, o centro caseoso liquidifica, levando a formacdo de uma cavidade
(RUSSELL, 2007). Os macrofagos ndo sobrevivem nestas lesdes, sendo ineficazes no controle
da multiplicag8o das bactérias, agora também com uma localizag&o extracelular. Nesta fase, o
bacilo pode atingir nimeros muito elevados, sendo bem conhecido o elevado risco de contagio
na TB pulmonar cavitaria (MIRANDA et al., 2012). Este processo pode resultar na libertacéo
de bactérias viaveis para a corrente sanguinea, originando focos de infeccdo a distancia em
varios 6rgdos, ou as bactérias podem ser libertadas para as vias aéreas onde podem ser expulsas
dos pulmdes e infectar outros individuos. Portanto, a transmissdo de TB para a comunidade
ocorre no ciclo repetitivo interminavel de contato, infeccdo e desenvolvimento de doenca ativa
(KIM; KIM, 2018).

Embora a maior parte dos individuos infectados por ILTB permanecam assintomaticos,
eles servem como o reservatorio global para o agente patogénico, tornando o controle desta
doenga um desafio ainda mais significativo (RUSSELL, 2007; TOUSIF et al., 2017). Existe a
hipbtese também, que in vivo, as subpopulacdes de bacilos ndo replicantes contribuem para o
longo tempo necessario para tratamento da TB, o qual pode contribuir para o surgimento de
bactérias resistentes a medicamentos (WELLINGTON; HUNG, 2018). Portanto, se a
quimioprofilaxia efetiva é dada a individuos com ILTB, o risco de desenvolver TB ativa é
significativamente reduzido, podendo contribuir também na reducéo de tempo de tratamento e
selecdo de bactérias resistentes (TANG; JOHNSTON, 2017).

1.4 O tratamento da TB e o desafio da resisténcia aos antimicrobianos

O tratamento com farmacos efetivos contra a TB foi desenvolvido pela primeira vez na
década de 1940, com a descoberta da estreptomicina em 1943. O advento dos antibidticos para
0 tratamento da TB representou um grande avanco na luta contra a doenca (MATTEELLI,
ROGGI; CARVALHO, 2014; WHO, 2016).
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Atualmente, o tratamento recomendado para novos casos de TB susceptivel aos
farmacos é um regime de 6 meses, utilizando quatro medicamentos de primeira linha: isoniazida
(INH), rifampicina (RFP), etambutol (EMB) e pirazinamida (PZA), cujas estruturas quimicas
sdo apresentadas na figura 3 (CHAUDHARI et al., 2016; WHO, 2016). Uma combinacéo de
antibiodticos é recomendada para evitar a selecdo de mutantes resistentes. No entanto, apesar do
estabelecimento precoce de terapias de combinacdo de fa&rmacos no tratamento da doenga, as
cepas de M. tuberculosis resistentes a farmacos continuaram a evoluir (CITRON; ANGEL,;
CAMPBELL, 1976; GYGLI et al., 2017; MAITRE et al., 2017).

Figura 3 — Estruturas quimicas dos quatro farmacos de primeira linha do tratamento da TB
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Fonte: BRENNAN et al. (2008).

No tratamento de TB resistente a medicamentos, 0s pacientes sdo submetidos a terapias
com antimicrobianos por 9 meses a dois anos ou mais, durante o qual sdo administrados mais
de 10 mil comprimidos, além de injecGes diarias, por pelo menos 6 meses. Além disso, 0s
regimes de tratamento nos casos de resisténcia sao menos efetivos e menos acessiveis do que
os regimes de primeira linha, mais onerosos, tdxicos e complicados de serem entregues

(ZIGNOL et al., 2016). Daqueles que séo capazes de acessar o tratamento, apenas 55% dos
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pacientes com TB multirresistente (MDR-TB) e 34% dos pacientes com TB extensivamente
resistente aos farmacos (XDR-TB) sdo curados (WHO, 2018; WELLINGTON; HUNG, 2018).

A tuberculose resistente a multiplos farmacos (TB-MDR) é definida como uma forma
da doenca causada por bactérias que sao resistentes ao tratamento com pelo menos dois dos
medicamentos anti-TB de primeira linha mais poderosos, a isoniazida e rifampicina. (WHO,
2014; CHAUDHARI et al., 2016). A tuberculose extensivamente resistente aos farmacos (TB-
XDR) é definida como TB causada por uma bactéria resistente a multiplos farmacos (MDR),
ou seja, resistente a pelo menos rifampicina e isoniazida, que também é resistente a qualquer
fluoroquinolona e qualquer um dos medicamentos injetaveis de segunda linha, como
capreomicina, canamicina ou amicacina. O termo "totalmente resistente aos farmacos” (TB-
TDR) foi proposto para definir casos de tuberculose com resisténcia além da TB-XDR, na qual
as micobactérias sdo praticamente resistentes a todos os medicamentos disponiveis de primeira
e segunda linha do tratamento (MATTEELLI; ROGGI; CARVALHO, 2014).

A administracdo inadequada dos farmacos durante o tratamento pode resultar em
resisténcia a medicamentos, falha no tratamento ou até mesmo morte. Devido ao longo periodo
de tratamento, quando os pacientes estdo assintomaticos, geralmente abandonam a terapia, pois
ndo sentem a necessidade de continuarem submetidos ao tratamento. A hepatotoxicidade
prolongada, causada pela associacdo dos antibioticos, é outro fator que contribui para a cessacdo
do tratamento pelos pacientes. Essa interrupgdo, impede a depuracéo total dos bacilos de M.
tuberculosis do organismo dos pacientes, representando substanciais riscos para a geracao de
organismos micobacterianos resistentes (CHAUDHARI et al., 2016; TOUSIF et al., 2017).

Em todo 0 mundo, a incidéncia da TB estd caindo em cerca de 2% ao ano, porém, a
doenca ainda permanece como uma das 10 maiores causas de morte em todo o mundo. Os altos
indices da doenca estdo relacionados principalmente com o desenvolvimento da resisténcia das
bactérias aos medicamentos, que aumentam profundamente os desafios para erradicar a TB
mundial (WHO, 2016; ABDELRAHMAN et al., 2017).

Essa crescente incidéncia de resisténcia a medicamentos gera cada vez mais
preocupacfes com o tratamento da doenca, constituindo uma séria ameaga a satde publica.
Segundo dados publicados pela OMS, em 2016 existiram 580.000 novos casos de TB-MDR.
Destes, cerca de 250.000 (160.000 a 340.000) pacientes morreram, tornando a TB-MDR a
doenga mais comum e mortal causada pela resisténcia antimicrobiana em todo o mundo (WHO,
2016, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
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Muitos casos de TB-XDR sdo considerados praticamente intrataveis, dependendo do
nivel de resisténcia aos medicamentos de segunda linha, além disso, as condi¢des inerentes a
imunidade do paciente podem contribuir para as altas taxas de morbidade e mortalidade
associadas com a resisténcia (MATTEELLI; ROGGI; CARVALHO, 2014; ABDELRAHMAN
etal., 2017).

Os resultados do tratamento para pacientes com TB mudltipla e extensivamente resistente
a medicamentos (TB-MDR/ XDR) permaneceram estaticos por muitos anos, apesar das
melhorias na cobertura do tratamento e disponibilidade de mais eficazes (fluoroguinolonas de

geracgdo posterior) ou novos medicamentos (bedaquilinos e delamanideos) (WHO, 2017).

H& duas maneiras pelas quais os individuos contraem TB resistente a farmacos. A
resisténcia primaria resulta da infeccdo por uma cepa resistente ao farmaco, enquanto a
resisténcia que se desenvolve durante a terapia é referida como resisténcia secundaria ou
adquirida (DHEDA et al., 2017).

O principal veiculo que conduz a resisténcia a farmacos em M. tuberculosis € a aquisi¢ao
de mutacBes em genes especificos que codificam os alvos dos farmacos ou enzimas ativadoras
de farmacos. Outros fatores atribuidos a resisténcia do bacilo € a caracteristica de sua parede
celular em ser altamente hidrofébica, podendo dificultar a atividade de alguns farmacos, e
ainda, a acdo de bombas de efluxo, que fornecem um meio para 0 microrganismo escapar das
terapias antimicrobianas (GREEN; GARNEAU-TSODIKOVA, 2013; DOOKIE et al., 2018).

Os avancos na tecnologia de sequenciamento do genoma de M. tuberculosis
aumentaram significativamente a compreensao dos mecanismos de resisténcia a medicamentos
antituberculosos, além de direcionar os mecanismos pelos quais o farmaco atua na eliminacéo
do bacilo (DOOKIE et al., 2018). A tabela 1 ilustra mecanismos de resisténcia frente a alguns

antimicrobianos utilizados na terapia da TB.

Tabela 1 - Farmacos utilizados no tratamento da TB; intervalo considerdvel de Concentracdo
Inibitoria Minima (CIM); genes responsaveis pela resisténcia e mecanismos de acdo desses

antimicrobianos frente ao M. tuberculosis.

Funcéo do .
- . CIM ¢ x Mecanismo de
Antimicrobiano Gene produto do Funcéo N
(mg/L) acAo
gene
. . Subunidade 3 da . Inibicdo da sintese de
rifampicina 0.05-0.1 rpoB RNA polimerase Farmaco alvo RNA
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. . CIM Produto do x Mecanismo de
Antimicrobiano Gene Funcao ~
(mg/L) gene acao
KatG catalase/peroxidase Copvgrsao de I
pré-farmaco Inibicdo da
L inhA Enoil redutase Farmaco alvo | biossintese de &cidos
isoniazida 0.02-0.2 - S e
Alquilo micolicos e multiplos
ahpC hidroperoxido Féarmaco alvo efeitos
redutase
x Alteracéo do
Converséo de A
pncA PZase L er potencial de
- . 16-50 pré-farmaco
pirazinamida (pH 5.5) membrana
pr. * Proteina . Inibicdo da sintese
RpsA . Farmaco alvo .
ribossomal S1 proteica
Proteina ribosomal .
rpsL 512 Farmaco alvo
estreptomicina 2-8 rrs 16S rRNA Farmaco alvo Inibigao da.‘ sintese
- - proteica
idB 7-methilguanosina Farmaco alvo
g methyltransferase
etambutol 1-5 embB Arabinosil Féarmaco alvo Inlblgao_ da sintese de
transferase arabinoglicano
fluoroquinolonas 0.5-2.0 | gyrA/gyrB DNA girase Farmaco alvo In'b'(;g?r:SZDNA
cangmlc_ma/ 2-4 rrs 16S rRNA Féarmaco alvo Inibigao da sintese
amicacina proteica
cap_reoml_cma/ 2.4 tlyA Rrna Farmaco alvo Alteracdo d_a sintese
viomicina methyltranferase proteica
ethionamida 10 inhA Enoil redutase Féarmaco alvo Inlpl_gao da_smt_ese de
acidos micolicos
. . Producéo de Inibicéo da unidade C
bedaquilina 0.03 atpke ATP sintase ATP da ATP sintase

Fonte: DA SILVA; PALOMINO (2011).

1.5 A busca de novos farmacos anti-TB

Diante do atual cenario representado pela TB como a doenca infecciosa que mais mata
pessoas anualmente, a OMS divulgou um relatorio em 2017 destacando o M. tuberculosis como
um patégeno prioritario para a pesquisa e desenvolvimento continuo de novos antibioticos
(HOUBEN; DODD, 2016; WHO, 2017).

Os quatro principais farmacos existentes eficazes para a TB (INH, RFP, PZA e EMB)
foram introduzidos ha mais 50 anos (VASAVA et al., 2017). Existe, portanto, uma necessidade
urgente de desenvolver agentes anti-tuberculosos mais novos, potentes e seguros que possuam
um novo mecanismo de acdo sendo capazes de inibir bacilos resistentes aos farmacos e que
sejam potencialmente efetivos em bactérias intracelulares e ndo replicantes, ajudando a encurtar
0 atual tratamento da TB (VASAVA et al., 2017; WELLINGTON; HUNG, 2018).

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos constituem um processo lento e

oneroso. Duas abordagens principais para a investigacdo de um novo medicamento anti-TB s&o
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consideradas atualmente, uma delas é baseada na sintese de analogos de medicamentos, com o
objetivo de encurtar e melhorar o tratamento da TB, a outra baseia-se na busca de novas
estruturas nunca antes investigadas frente micobactérias (PAVAN et al., 2011). Uma outra
estratégia € chamada de reposicionamento de farmacos, cujo objetivo principal é a aplicacéo de
compostos ja conhecidos e comercializados para novas indicagdes ou tratamento de outra
doenga (LAW et al., 2013).

O reposicionamento de farmacos tem o potencial de reduzir tanto o tempo quanto o
custo associado ao desenvolvimento de medicamentos. As abordagens de reutilizacdo, portanto,
sdo promissoras para identificar moléculas que possam tratar uma variedade de doencas,
incluindo doenca infecciosa, sobretudo, com 0 aumento nos casos de resisténcia microbiana aos
farmacos atualmente disponiveis e o surgimento de cepas mutantes. Essa abordagem pode ser
uma excelente aliada para o estabelecimento de novas terapias antimicrobianas (AZMl, 2012;
LAW et al., 2013).

A ferramenta de reposicionamento é frequentemente associada & descoberta de um novo
mecanismo de acdo e elucidacdo de um novo alvo molecular, uma vez que a maioria das
moléculas pequenas podem apresentar mdltiplos alvos. E uma estratégia que recuperou o
interesse das empresas farmacéuticas e cientistas académicos por seu potencial para reduzir os
investimentos, desencorajar atividades clinicas e encurtar o tempo necessario para
comercializar uma molécula para seu novo uso (MAITRA et al., 2016; ANDRESEN;
GJERTSEN, 2017).

Nesse projeto foi desenvolvida uma abordagem, envolvendo a investigacdo de uma
estrutura que ainda ndo foi testada frente a TB. Seguindo a ideia de reposicionamento,
trabalhamos, neste caso, com uma proposta de reutilizacdo de uma molécula que ja € aplicada

para outros fins, porém nunca descrita como farmaco.

1.6 Complexos Metalicos e tris-(1,10-fenantrolina)ferro(l1)

O uso dos ligantes bipiridina (bipi) e fenantrolina (fen) tem sido extensivamente
estudado por décadas por serem quimicamente versateis, exibindo uma feliz combinacao de
propriedades estrutural e quimica. Estes tipos de ligantes foram amplamente empregados para
se obter muitos beneficios, especialmente em combinacdo com diferentes metais de transigéo,

encontrando diversas aplicacdes na terapéutica (GAO et al., 2016).
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A 1,10-fenantrolina (1,10-fen), 2,2'- bipiridina (2,2'-bipi) e seus derivados, tanto no
estado livre de metal ou coordenados com metais, perturbam o funcionamento de uma grande
variedade de sistemas biologicos (MCCANN et al., 2004).

1,10-fen (Figura 4) é um composto heterociclico contendo nitrogénio, conhecido como
um ligante bidentado, classico em quimica de coordenacgdo, com grande potencial quelante para
ions de metais de transicdo (BENCINI; LIPPOLIS, 2010). No ligante fen, quando as bases de
N, N-quelantes estdo isentas de metal sdo consideradas bioativas e geralmente supde-se que 0
processo de sequestro de metais tracos esteja envolvido, formando assim, complexos metalicos,

que sdo considerados as espécies reais ativas (MCCANN et al., 2004).

Figura 4 — Estrutura quimica de 1,10-fenantrolina

7 N\_¢ N
—N =

Fonte: Disponivel em: < https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/24848008> Acesso em:
25/08/18.

Derivados de 1,10-fen destacam-se especialmente devido aos seus efeitos bioldgicos,
suas aplicacbes em ciéncia dos materiais, em engenharia de cristais e por suas propriedades de
complexacdo. Esqueletos policiclicos de fen também estdo presentes em esterdis, horménios

sexuais, glicosideos cardiacos, &cidos biliares e morfina (MATARNEH et al., 2016).

Alguns quelantes de metais de transi¢do sdo altamente ativos em sistemas bioldgicos.
Em estudos, 1,10-fen tem demonstrado mediar a morte microbiana em virtude de sua
capacidade de se ligar ao DNA, ou por inibir a sintese da acetil-coenzima A, ou ainda, pela

propria acao de quelar-se aos ions metélicos biologicos (KIDWAI et al., 2017).

Foi relatado que alguns complexos metélicos de fen podem ser bacteriostaticos ou
bactericidas para diferentes bactérias diante a experimentos in vitro, porém, a maior parte deles
sdo excluidos dos estudos por apresentarem toxicidade frente células eucarioticas e por serem
extremamente tOXicos nos ensaios in vivo, principalmente frente camundongos e ratos
(MCCANN et al., 2000, 2004). Em estudos previos realizados pelo Laboratdrio de Pesquisa em

Tuberculose da UNESP, foi investigada a atividade de diferentes complexos metélicos, em
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especial moléculas contendo fen e ruténio (11) (Ru (1)), que demonstraram atividade promissora
contra o M. tuberculosis in vitro, sendo observado nesses casos que 0 complexo como um todo

mostrou-se diversas vezes mais ativo que seus ligantes livres (PAVAN et al., 2010, 2011).

Kidway et al. (2017) também relata, que complexos de fen-metal demonstraram inibir
0 crescimento de estirpes de Pseudomonas aeruginosa e Clostridium difficile resistentes a
farmacos e também inibem a formacdo de biofilme por P. aeruginosa e Enterococcus faecalis,
além de apresentar atividade fungistatica (KIDWAI et al.,, 2017). Derivados quimicos
utilizando fen, ion cobre (Cu) (I1) e a molécula da cumarina mostraram-se exercer a atividade
antimicrobiana, antioxidante e antitubercular (DHOLARIYA et al., 2013).

Estudos mais antigos ja investigavam atividade bioldgicas de quelatos de metais com
fen e indicam que a velocidade de acdo bactericida depende da natureza e propriedades do ion
metalico e do ligante, isto €, nas caracteristicas do complexo como um todo. Como os quelatos
labeis se mostravam ser mais rapidos, parecia provavel que acdo bactericida seria devido ao
ligante fen ou entdo a um derivado contendo metal, formado no meio ou dentro da bactéria
(BUTLER et al., 1969).

Moléculas mais complexas, mas que também continham em sua estrutura a fen e
diferentes metais como prata (Ag (1)), manganés (Mn (I)) e Cu (II) também apresentaram
atividades, que se diferenciavam dependendo do metal utilizado, indicando assim que as
propriedades do ion metélico também interferem no modo de agdo (COYLE et al., 2003, 2004).

Outra caracteristica interessante em relacdo a complexacdo de metais é a capacidade em
melhorar a atividade biol6gica de antibioticos. O ligante quinolona, por exemplo, devido a sua
lipossolubilidade aumentada, quando complexado ao metal, tem-se uma maior facilidade no
acumulo intracelular e a coordenacdo de quinolona com cobre resulta em um aumento sinérgico
de sua atividade antibacteriana. Complexos de metal com outros medicamentos
antituberculosos, como a INH, também apresentam relatos de melhora nas atividades
antibacterianas em comparagdo com as moléculas dos farmacos de origem (SAHA;
PATITUNGKHO; PADHYE, 2005). Em geral, a coordenacgéo de ions metalicos para agentes

terapéuticos melhora sua eficacia e acelera a bioatividade (DHOLARIYA et al., 2013).

Diante disso, é possivel afirmar que uma grande variedade de sistemas bioldgicos é
afetada pelas proprias bases e também por seus complexos metalicos. Os efeitos, no entanto,
sdo geralmente distintos, ficando evidente que principios inteiramente diferentes estdo

envolvidos no modo de acdo bioldgico para cada tipo de complexo.
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Quando se trata de ambiente bioldgico, as moléculas capazes de formar complexos, ou
seja, os ligantes livres, podem se ligar a ions metélicos que estdo presentes no meio ou no fluido
bioldgico, ou entdo a ions ligados a proteina por ligacGes de enxofre e/ ou nitrogénio. Assim, o
ion metalico pode ficar indisponivel para o sistema se a estabilidade do complexo formado for
alta, e por outro lado, numa situagdo em que o ion metélico esta ligado a uma superficie de
proteina, pode-se ocorrer a inibicdo de enzimas por moléculas que irdo se complexar.
Dependendo da situacéo, a propria molécula organica pode ser 0 agente biologico eficaz sem a
intervencdo de um ion metalico ou entdo o complexo metalico formado € o responsavel pela
atividade (BRANDT; GYARFAS, 1954).

No caso de complexos metalicos ja sintetizados e entdo administrados em ambientes
bioldgicos, onde estardo como moléculas coordenadas saturadas e altamente estaveis
guimicamente, € considerada a ideia de as proprias moléculas entrarem em reagdes quimicas,
nas quais esses complexos ndo devem ser afetados, devido a essa estabilidade (BRANDT;
GYARFAS, 1954).

Vaérias observac@es devem ser consideradas para a tentativa de entendimento da acéo de
complexos em meio bioldgico. Numa investigacdo onde se testou ligantes (bipi e fen) variando
os ions metalicos ferro, ruténio, dsmio, cobalto e zinco (Fe, Ru, Os, Co e Zn,), descobriu-se
que, quando o ligante é alterado o efeito bioldgico é bastante diferente. Estas observacoes
indicam que a atividade é devida ao complexo como um todo e ndo aos seus fragmentos
dissociados. Como nenhuma alteracdo quimica esta envolvida, 0 modo de acdo deve ser
puramente fisico, como a adsorcdo, por exemplo. As moléculas sdo fortemente adsorvidas em
uma proteina e, provavelmente, em locais negativos. Como resultado da carga positiva presente
nessas moléculas, elas podem alterar o ponto isoelétrico de proteinas e podem despolarizar
superficies carregadas. Ao ocupar sitios negativos, podem bloquear pontos ativos em enzimas.
Qualquer que seja o efeito, é causado em virtude de sua carga positiva ou por sua mera presenca
em um sitio ativo (BRANDT; GYARFAS, 1954).

O ferro é o segundo metal mais abundante depois do aluminio e o quarto elemento mais
abundante na crosta terrestre. E um elemento essencial para o reino animal e vegetal, e de
grande importancia para a microbiologia, desempenhando papéis vitais em uma variedade de
processos bioquimicos, por ser um dos micronutrientes essenciais. O elemento ferro pode
formar complexos de grande estabilidade nos estados bi e trivalente, como tris-quelatos
vermelhos com o ferro (II) (BRANDT; GYARFAS, 1954; SHYLA; BHASKAR,;
NAGENDRAPPA, 2012).
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Sabe-se que alguns complexos de ferro com diferentes moléculas apresentaram
atividade antimicobacteriana. TARALLO (2010) e colaboradores sintetizaram complexos de
ferro que se mostraram bacteriostaticos ou bactericidas contra M. tuberculosis, in vitro,

demonstrando citotoxicidade muito baixa em células eucarioticas (TARALLO et al., 2010).

A complexagdo da molécula de 1-10-fenantrolina com ferro (Il) leva ao complexo
metalico, tris-(1,10-fenantrolina)ferro(l1), ([Fe(fen)s]**), (Figura 5). A interconversio entre o
complexo ferroso intensamente vermelho, [Fe(fen)s]** e o complexo férrico azul, [Fe(fen)s]**,
é pensado para ser rapido e reversivel na maioria dos casos (BELLER; LENTE; FABIAN,
2010). O complexo ([Fe(fen)s]?"), ilustrado na figura 6, exibe grande potencial redox e tem sido
amplamente utilizado como precursor de outras reacdes quimicas, além disso, ja € descrita
também alguma atividade bioldgica inicial, como atividade anti-fungica, porém, nao ha relatos
de ([Fe(fen)s]?") ser utilizado como farmaco (BOTTEGA et al., 2016).

Figura 5 — llustracéo da reacéo de formacéo do complexo de Fe?* com a 1,10-fenantrolina
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Fonte: BREITKREITZ (2014).

Figura 6 — Estrutura quimica de tris-(1,10-fenantrolina)ferro(ll) - ([Fe(fen)s]**)

Fonte: Disponivel em <pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/substance/329749277> Acesso em: 28/08/2018.
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A estabilidade termodindmica desse tipo de complexo é maior devido principalmente a
natureza hidrofébica da fen e a consequente maior dessolvatagdo de cations de metal apos a
formacéo do complexo (DHOLARIYA et al., 2013; KIDWAI et al., 2017).

Vaérios trabalhos relatam a investigacdo de compostos que utilizam 1,10-fen e metais,
como discutido anteriormente. Entretanto, a maioria dos estudos tratam-se da adi¢ao de grupos
quimicos mais complexos que auxiliam na diminuicdo de toxicidade ou na prépria acdo
bioldgica. ([Fe(fen)s]**) se destaca por exibir uma estrutura simples e facilidade de sintese, além
de ser solivel em agua e apresentar baixo custo para sua obtencdo, fatores relevantes para o
tratamento e controle da TB, considerando a problematica da doenga que atinge o mundo todo,
principalmente paises mais pobres (BRANDT; GYARFAS, 1954; HONG; KIM, 2018).

Diante disso, seguindo a estratégia de trabalhar com reutilizacdo e nova aplicacdo da
molécula de ([Fe(fen)s]?"), investigou-se nesse trabalho, pela primeira vez, os potenciais contra
TB desse complexo, uma vez que a doenga foi subexplorada na questdo de terapias baseadas
em metais (STRINGER et al., 2017).
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos através desse trabalho podemos caracterizar o complexo
tris-(1,10-fenantrolina)ferro(ll) como um promissor candidato a farmaco para tratamento da
TB. Através das metodologias aplicadas para se avaliar a atividade do complexo frente ao M.
tuberculosis foi possivel determinar uma eficaz atividade contra micobactérias sensiveis em
diferentes condigcdes de meio de cultura. ([Fe(fen)s]**) apresentou atividade em bacilos no
estado nao-replicante, caracterizado como TB latente; foi ativo em cepas com perfis de
resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da doenca. Além disso apresentou étima
inibicdo de bacilos intracelulares comparavel a RFP, farmaco de primeira linha do tratamento
da TB.

O complexo ([Fe(fen)s]**) apresentou um perfil ndo mutagénico em ensaios de
micronlcleo e baixa citotoxicidade frente as linhagens de células testadas (macréfagos
J774A.1, fibroblastos MRC-5 e hepatécitos HepG2), exibindo um favoravel indice de
seletividade contra M. tuberculosis. Demonstrou também ter um espectro estreito de acéo,

sendo especifico na inibicdo de micobactérias.

Na investigacdo de possiveis mecanismos de acdo de ([Fe(fen)s]*) em inibir o M.
tuberculosis podemos classifica-lo como potencial inibidor de sintese proteica micobacteriana,
ndo excluindo a possibilidade de outras vias e outros alvos de inibi¢do do bacilo. A selecéo de
cepas mutantes resistentes ao complexo esta em execuc¢do para sequenciamento e identificacédo
das mutacOes, a fim de se determinar de forma mais especifica qual o(s) alvo(s) que
([Fe(fen)s]**) atinge para inibir os bacilos.

No ensaio em que investigamos o perfil de biodisponibilidade oral, o complexo
demonstrou apos 2h de sua aplicacdo estar biodisponivel nos plasmas dos animais tratados e

apresentou pico na concentragao plasmatica em 6h.

Portanto, os resultados em relac&o a atividade de ([Fe(fen)s]**) contra o M. tuberculosis
foram satisfatorios. Considerando que a doenca da TB apresenta formas peculiares e distintas
de patogénese sendo muitas vezes de dificil tratamento, uma molécula que atue nessas formas,
seja de baixo custo e facil acesso, desperta interesse direcionado ainda maior no avanco da
investigacdo de seguranga e eficacia, a fim de classifica-la como um promissor farmaco que

possa ajudar no controle e tratamento dessa doenca mundialmente disseminada.
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