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RESUMO

LINHARES, Leonardo de Aquino. Atividade antimicobacteriana in vitro de
analogos da diidroesfingosina e etambutol contra Mycobacterium tuberculosis
multidroga resistente. 2021. Tese (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em
Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

A tuberculose permanece como um importante problema de salde publica e uma das
dez principais causas de morte no mundo. Somado a isto, 0 preocupante aumento de
casos de variantes multidroga resistentes e extremamente resistentes (MDR, pre-XDR
e XDR) torna a doenca mais dificil de ser tratada e controlada. Novas drogas que
atuem contra cepas MDR, que possam ser utilizadas de modo a encurtar o esquema
terapéutico, bem como facilitar a sua administracdo sdo necessarias para 0S
programas de contencdo dessa epidemia. O objetivo do presente estudo foi avaliar
novos compostos relacionados a diidroesfingosina e ao etambutol contra cepas
micobacterianas sensiveis e pré-XDR, bem como caracterizar a atividade biolégica
através de abordagens in vitro e in silico. Dos 48 compostos analisados, 11
demonstraram boa a moderada atividade em Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
sensivel e pré-XDR, com Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) variando entre 1,5 a 8
MM. Apresentaram 2 a 14 vezes maior poténcia de atividade quando comparados ao
etambutol, em cepa pré-XDR e demonstraram indice de seletividade variando entre
2,21 e 82,17. Observamos também boa a moderada atividade em M. smegmatis e
Staphylococcus aureus. A substancia 0-12 quando combinada com rifampicina,
demonstrou efeito sinérgico (FICI = 0,5) em Mtb sensivel e pré-XDR. Demonstrou
ainda deter efeito bactericida intracelular dependente de concentracédo, e efeito
bactericida dependente do tempo em M. smegmatis e M. tuberculosis multiresistente.
Através do docking molecular e utilizando um modelo estrutural preditivo da proteina
mmpL3, foi possivel identificar a interacdo dos compostos na cavidade da mesma. Por
fim, observamos através da microscopia eletronica de transmissdo a inducao de
danos na integridade da parede celular do M. tuberculosis tratado com a substancia
0-12. Com esses achados demonstramos o potencial de um derivado 2-aminoalcanol
em ser uma substancia protétipo e candidato a continuagéo de otimizacdo da estrutura
molecular e atividade anti-tubercular em estudos pré-clinicos.

Palavras chaves: mycobacterium tuberculosis; concentracao inibitéria minima; amino
alcoois; sinergismo farmacolégico; simulagdo de acoplamento molecular.



ABSTRACT

LINHARES, Leonardo de Aquino. In vitro antimycobacterial activity of
dihydrosphingosine and ethambutol analogs against multidrug-resistant
Mycobacterium tuberculosis. 2021. Thesis (PhD in Biosciences and Biotechnology
in Health) - Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

Tuberculosis remains a major public health problem and one of the ten leading causes
of death worldwide. In addition, the worrying increase in cases of multidrug resistant
and extremely resistant variants (MDR, pre-XDR and XDR) makes the disease more
difficult to treat and control. New drugs that act against MDR strains, that can be used
in order to shorten the therapeutic regimen, as well as facilitate their administration,
are necessary for programs to contain this epidemic. The aim of the study was to
evaluate new compounds related to dihydrosphingosine and ethambutol against
sensitive and pre-XDR mycobacterial strains, as well as to characterize the biological
activity through in vitro and in silico approaches. Of the 48 compounds analyzed, 11
showed good to moderate activity on sensitive and pre-XDR Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), with Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ranging from 1.5 to 8
UM. They exhibited 2 to 14 times greater potency of activity when compared to
ethambutol in pre-XDR strain and demonstrated selectivity index ranging from 2.21 to
82.17. We also observed good to moderate activity in M. smegmatis and
Staphylococcus aureus. The substance 0-12 when combined with rifampicin,
demonstrated synergistic effect (FICI = 0.5) on sensitive and pre-XDR Mtb. It was also
shown to have a concentration-dependent intracellular bactericidal effect, and a time-
dependent bactericidal effect on M. smegmatis and multiresistant M. tuberculosis.
Through molecular docking and using a predictive structural model of the mmpL3
protein, it was possible to identify the interaction of the compounds in its cavity. Finally,
we observed by transmission electron microscopy the induction of damage in the cell
wall integrity of M. tuberculosis treated with the substance 0-12. With these findings
we demonstrate the potential of a 2-aminoalkanol derivative to be a prototype
substance and candidate for further optimization of molecular structure and anti-
tubercular activity in preclinical studies.

Keywords: mycobacterium tuberculosis; minimal inhibitory concentration; amino
alcohols; drug synergism; molecular docking simulation.
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1 INTRODUCAO

“Fui diagnosticado com tuberculose pulmonar apical e, portanto, concedei o
direito de me descrever como invalido. Ninguém sabe nada sobre minha doenga em
casa, entdo controle a sua malicia habitual e ndo deixe escapar sobre isso em suas
mensagens”. Trecho de uma carta escrita, em 1897, por Anton Chekhov ao seu irméo,
na qual pedia para esconder a noticia de sua familia. Chekhov foi um médico russo e
escritor, acometido pela tuberculose no periodo pré-antibiético em que a Unica
alternativa de tratamento era a cirurgia toracica (VILAPLANA, 2017).

A tuberculose (TB) € uma doenca infecto-contagiosa causada principalmente
pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), bacilo alcool-acido resistente que afeta
tipicamente os pulmdes, mas que pode atingir qualquer 6rgao do corpo ocasionando
a tuberculose extrapulmonar. A doenga continua sendo um grande problema de saude
publica mundial, e nos dltimos 5 anos lidera como uma das 10 principais causas de
morte provocada por um Unico agente infeccioso e a hona causa de morte no mundo.
No ultimo relatério da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foi estimado 10 milhdes
de pessoas acometidas por TB ativa e 1,4 milhdo foram a 6bito durante o ano de 2019
(WHO, 2020).

No Brasil, a TB € uma das principais causas de morbimortalidade, com uma
tendéncia de aumento preocupante durante 2016 a 2019. E, permanece entre os 30
paises de alta carga para a TB, com notificacdo de 66.819 novos casos de TB e 4,5
mil Obitos pela doenca em 2020. O estado de Pernambuco registrou uma taxa de
incidéncia de 48,4 novos casos por 100 mil habitantes, maior que a taxa nacional
(31,6/100 mil habitantes), e foi o segundo estado a apresentar maior coeficiente de
mortalidade - 3,9 6bitos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2021; WHO, 2020).

O diagndstico precoce e tratamento adequado sdo essenciais para a eficacia
dos programas publicos de controle da doenca, 0s quais buscam curar o paciente e
evitar a transmissdo do bacilo para a comunidade. Contudo, a ndo-adeséo ao regime
terapéutico, quer seja por abandono devido a longa duracéo ou efeitos adversos dos
antibioticos, sdo importantes fatores de risco para o desenvolvimento da resisténcia
na tuberculose (DUCATI et al., 2006; HUF; KRITSKI, 2012).

Os principais fatores atribuidos ao desafio global da tuberculose incluem a
incidéncia de novos casos de tuberculose multidroga resistente (TB-MDR) e o
crescimento populacional de co-infectados por HIV. A TB-MDR € causada por cepa
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de M. tuberculosis resistente a pelo menos duas drogas essenciais no regime
terapéutico, isoniazida e rifampicina. Segundo a OMS a TB € a principal causa de
Obitos por resisténcia antimicrobiana (WHO, 2020).

Além disso, a questdo da resisténcia aos medicamentos tem aumentado de
forma constante, exigindo tratamento mais longos, mais toxicos, oneroso, e que
requer um monitoramento clinico adicional - ndo sendo acessiveis ou disponiveis para
a maioria dos pacientes (SCHITO; HANNA; ZUMLA, 2017). Portanto, € urgente a
necessidade de pesquisas e desenvolvimento de novas drogas eficazes, com
capacidade de encurtar o tratamento e com baixa toxicidade, para ser utilizada como
parte da estratégia no controle dessa endemia (WHO, 2014). Embora varios
compostos estejam atualmente em fases avancadas de ensaio clinico, durante os
altimos 50 anos nenhum farmaco foi introduzido no mercado para tratamento da
tuberculose (SHEHZAD et al., 2013).

A esfingosina (SPH) é um aminodiol natural, insaturado, que integra
esfingolipidios, ceramidas e outros metabdlitos lipidicos. E biossintetizada através do
seu precursor saturado, a diidroesfingosina (DSPH). A esfingosina-1-fosfato (S1P),
forma ativada da SPH, tem sido reconhecida como um mediador fisiologico
multifuncional e envolvida em alguns processos bioldgicos, tais como: a mobilizacédo
do Ca?*, o crescimento celular, diferenciacdo, motilidade e organizacdo do
citoesqueleto (LYNCH; MACDONALD, 2008). De modo interessante, a SPH, S1P,
ceramidas e outros componentes lipidicos exercem papel fundamental nos
endossomos contendo o Mtb, que por sua vez induz a ativacao lisossomal em células
infectadas pelo bacilo (ANES et al., 2003). Estes achados deram suporte a pesquisa
com esfingoanalogos como droga efetiva contra o reservatério humano de MTB, a
forma de tuberculose latente cronica (DEL OLMO et al., 2009a).

Estruturalmente, a SPH e DSPH apresentam um fragmento aminoetanol
duplicado (hidroxietilamina - Figura 1, destaque | e Ill) que também esta presente em
duplicata, embora separado por uma “ponte de etileno”, na estrutura de um
antimicobacteriano de primeira linha, o etambutol (EMB). A ponte central de
etilenodiamina presente na estrutura do EMB (Figura 1, destaque II) é, também,
necessaria para a atividade antimicobacteriana. Portanto, em estudo prévio foram
sintetizados derivados do tipo aminoetanol e etilenodiamina, saturados e
simplificados, revelando uma potente atividade anti-micobacteriana in vitro frente a

cepas sensiveis e multirresistentes (DEL OLMO et al., 2009a). No presente estudo,
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novos compostos relacionados a DSPH e ao EMB foram avaliados quanto a presenca
de atividade antimicobacteriana em cepas de Mtb sensivel e multidroga resistente,

bem como caracterizar suas propriedades farmacolégicas in vitro e in silico.

Figura 1 - Base estrutural da pesquisa com correlacdo de fragmentos entre as moléculas de
esfingolipideos e etambutol.

esfingosina (A% R =H)
diidroesfingosina (R=H)
S1P (A%, R = PO3Hy)

-----

etambutol(EMB)

Fonte: Del OImo et al. (2009)
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS DAS MICOBACTERIAS

As micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae e ordem dos
Actinomycetales. O género compreende espécies saprofiticas, bem como patégenos
obrigatorios e facultativos. Sdo aerdbios ou anaerdbios facultativos e de acordo com
as condicbes de crescimento o bacilo pode apresentar variacbes no tamanho e na
forma: cocobacilos a bastbes longos. Com relacdo as dimensdes sdo relatadas
como sendo de 1 a 10 ym de comprimento e 0,2 a 0,6 ym de largura (AKBAR
VELAYATI; FARNIA, 2012; WILSON; PILLAY; STURM, 1999). A depender das
condicbes ndo favoraveis de crescimento, o bacilo pode apresentar variacfes
morfologicas peculiares: bacilo curto em cultura envelhecida, filamentosos apds serem
fagocitados por macrofago, ovoide em condi¢gfes de poucos nutrientes e producao de
“‘botdes” e ramificagcbes em cepas multidroga resistentes (FARNIA et al., 2010;
SHLEEVA et al., 2011).

A primeira identificacdo de uma micobactéria (Mycobacterium leprae,
originalmente Bacillus leprae) foi realizada por Hansen em 1874, ao estudar a origem
das manifestacdes clinicas da lepra (GRZYBOWSKI et al., 2013). Oito anos apos,
Robert Koch (1882) detectou o bacilo causador da tuberculose — Mycobacterium
tuberculosis, em amostra corada de tecido infectado e que posteriormente cultivou o
organismo em meio espesso com soro (KOCH, 1891). O bacilo da tuberculose
apresenta uma taxa de divisdo celular lenta, ocorre a cada 20 a 24 horas, em
contrapartida ao que é observado na maioria das bactérias que se dividem em menos
de 01 hora (DANGERFIELD et al., 2010).

Subsequentemente a descoberta destes bacilos, foram descritas varias
espécies micobacterianas, o que levou ao agrupamento das mesmas na classificacédo
de Runyon. O agrupamento teve como base a taxa de crescimento e propriedades
pigmentativas (RUNYON, 1959). As espécies de crescimento rapido produzem
numerosas colonias extremamente visiveis no periodo de 3 a 5 dias, enquanto as de
crescimento lento necessitam de, no minimo, duas semanas para formar colénias
visiveis em meio sélido (SMITH, 2003).

As micobactérias de crescimento lento compreendem (i) espécies do Complexo

Mycobacterium tuberculosis (CMTB) - causadoras da tuberculose humana e animal
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(Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. caprae, M. microti, M.
pinnipedii e M. canettii) e (ii) espécies atipicas - causadoras de infec¢des oportunistas,
identificadas como Micobactérias ndo Tuberculosas (MNT). Exemplos de MNT de
importancia clinica: M. avium e M. kansasii. J& as micobactérias de crescimento rapido
compreendem apenas espécies de MNT e destas as que apresentam relevancia
meédica sdo: M. abscessos, M. chelonae, M. fortuitum e M. smegmatis (BROWN-
ELLIOTT; PHILLEY, 2017; LEE et al., 2010).

Algumas espécies produzem pigmentos carotenoides, normalmente as
espécies de crescimento rapido, que levam a formacéo de colbnias de cor amarela
brilhante ou alaranjadas. Quando ocorre tal producao por estimulo de luz, estas sao
nomeadas de fotocromogénicas; e quando a pigmentagao ocorre mesmo na auséncia
do estimulo de luz, sdo ditas espécies escotocromogénicas (SHINNICK; GOOD,
1994).

2.2 O ENVELOPE MICOBACTERIANO

As micobactérias sdo consideradas como um organismo Gram positivo, pois a
maioria dos genes apresentam alta similaridade aos genes contidos em outros
organismos Gram positivos (HETT; RUBIN, 2008). Contudo, séo coradas fracamente
ou negativamente pelo método de Gram, e por isso, 0 método recomendado de
identificacdo de micobactérias através de coloracdo baseia-se na resisténcia do bacilo
a descolorizacdo por alcool acidificado subsequente ao uso da fucsina bésica —
método de Ziehl-Neelsen (GRZEGORZEWICZ; JACKSON, 2013; SHINNICK; GOOD,
1994). O bacilo apresenta, também, alta resisténcia a desinfetantes suaves e
consegue sobreviver fora do corpo por semanas (DANGERFIELD et al., 2010).

A resisténcia dos bacilos a lesdes quimicas, desidratacdo e a certos antibioticos
esta estritamente relacionada a baixa permeabilidade do envelope micobacteriano
(figura 2) a pequenas moléculas hidrofilicas (LIU, 1999). O conteudo lipidico do
envelope micobacteriano corresponde a 40% da massa celular seca; comparado a
menos de 5% em bactérias Gram positivas e 10% em bactérias Gram negativas. A
permeabilidade as moléculas hidrofilicas desta parede € cerca de 10 a 100 vezes
menor do que a P. aeruginosa, outro bacilo notavelmente impermeavel (JARLIER;
NIKAIDO, 1990; TRIAS; BENZ, 1994). Tal impermeabilidade do envelope justifica a

presenca de proteinas formadoras de poro (porinas, figura 2) bem como torna
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dificultosa uma resposta efetiva do hospedeiro ao combater este patdgeno (DAFFE,
2015).

Figura 2 - llustracdes do envelope celular micobacteriano. Na esquerda, demostrando o aspecto
tridimensional do envelope e suas camadas; a direita, detalhe da conformacéo e interacdo entre as
macromoléculas constituintes da parede celular do Mycobacterium spp.
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Fonte: llustragBes adaptadas de Nguyen e Thompson (2006) e Kieser e Rubin (2014), respectivamente.

O que faz as micobactérias serem bem-sucedidas a agressdes externas € a
complexidade do envelope celular, tornando-o um verdadeiro escudo. Tal envelope é
constituido por uma tipica membrana plasmatica envolvida por uma estrutura intricada
de macromoléculas distintas e ligadas covalentemente (figura 2). O cerne da parede
celular (figura 2, direita) € composto por camadas de peptidoglicano (PG) e
arabinogalactana (AG), na qual os acidos micélicos estao ligados e que por sua vez €
cercado por uma camada mais externa - ligada de modo nao covalente, chamada de
capsula. Ha ainda o espaco periplasmaético, situado entre a membrana plasmética e a
camada de peptidoglicano.

O peptidoglicano € um glicopolimero constituido de unidades alternadas de N-
acetil glucosamina (NAG) e acido N-acetil muramico (NAM), os quais sao interligados
por cadeias laterais de pequenos peptideos. Os precursores do peptidoglicano, lipid
Il, sdo gerados no citoplasma e transportado até o periplasma através da proteina
transmembranar MviN. Consequentemente, hidrolases sao requeridas para abrir a
rede de peptidoglicano para insergdo de novos precursores. As proteinas ligadoras de

penicilina (PBPs), PonAl e PonA2, participam ao incorporar novas subunidades a
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estrutura pré-formada (KIESER; RUBIN, 2014). A rede de PG apresenta alto grau de
ligacdes cruzadas nas espécies de Mycobacterium spp. (70-80% comparado a 30-
50% em E. coli) (ANGALA et al., 2014).

O polimero de PG das micobactérias apresenta modificacdo que ndo €
observada na maioria das bactérias, como a glicosilacdo dos residuos de acido
muramico. Foi observado por Raymond et al. (2005) que o M. smegmatis detinha uma
enzima responsavel por converter o acido N-acetil muramico para acido N-glicosil
muramico. Observaram, ainda, que na auséncia dessa enzima a cepa exibia um
aumento na susceptibilidade a antibiéticos B-lactamicos e a lisozima. Desse modo, a
camada de PG confere rigidez e manutencdo da forma bacteriana, bem como
promove uma resisténcia intrinseca a alguns agentes antimicrobianos e a efeitos
provocados por mudanc¢a na pressao osmotica (ANGALA et al., 2014).

O heteropolissacarideo arabinogalactana (AG) é composto por arabinana e
galactana na forma de furanose e € covalentemente ligado a camada de PG atravées
de unidades ligadoras de fosforil-N-acetilglucosaminosil-ramnosil (figura 3). A parte
linear da AG, a galactana, € composta por aproximadamente 30 unidades alternadas
de galactofuranose (6-D-GalfB1-5-D-GalfB) e séo sintetizados pelas galactofuranosil
transferases (GIfT1 e GIfT2). Essas duas enzimas envolvidas na biossintese da
parede celular utilizam como substrato a UDP-Galf e catalisam a transferéncia dos
dois primeiros residuos de galactofuranose (Galf), bem como a adicdo dos residuos
Galf remanescentes. Tal componente linear atua como uma estrutura de ancoragem
de residuos de acido muramico a camada de PG. A porcdo ramificada (figura 3) de
arabinana contém 3 cadeias e cada uma destas sdo formadas por aproximadamente
30 residuos de arabinofuranosil (Araf) (BHAMIDI et al., 2008; JANKUTE et al., 2012).
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Figura 3 - Estrutura da arabinogalactana micobacteriana e as enzimas envolvidas na sua
biossintese.
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O Unico acucar doador de residuo Araf, necessario para a biossintese do
motivo arabinana, é o decaprenilmonofosforil-D-arabinose (DPA) (ALDERWICK et al.,
2011). Uma das enzimas do locus emb, AftA — arabinofuranotransferase A, catalisa a
adicdo do primeiro residuo Araf na cadeia de galactana nas posicoes 8, 10 e 12.
Posteriormente hd a extensdo da cadeia por outras arabinofuranotransferases
(JANKUTE et al., 2012). Em um estudo utilizando silenciamento do gene codificador
da enzima AftA em M. smegmatis, foi demonstrada ser essencial a viabilidade celular
a transferéncia do primeiro residuo de Araf a cadeia de galactana. E com isso, foi
elucidada a importancia da enzima AftA como um alvo potencial para desenvolver uma
nova classe de inibidores, juntamente com o etambutol, para interromper a montagem
da parede celular de micobactérias (SHI et al., 2008).

Polimerizacdo adicional de arabinana é catalisada por EmbA e EmbB, enzimas

com atividade a-1,5 transferase e que atuam como heterodimero. Essas proteinas
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também apresentam papel na formacéo do terminal crucial da AG - o motivo hexa-
arabinofuranosil, o qual é o template para a reacdo de micolacdo (ESCUYER et al.,
2001). Os genes emb sdo conservados em diferentes espécies micobacterianas e no
M. tuberculosis eles estdo contidos em um operon com trés genes, embC, embA
e embB. E proposto que a proteina EmbB seja o alvo do etambutol, uma droga
conhecida por inibir a sintese da por¢cédo arabinana da parede celular micobacteriana
(ESCUYER et al., 2001).

Os micolatos estabelem uma ligacdo covalente com o dominio ramificado,
arabinana, através do motivo hexa-arabinofuranosil (figura 3). Os acidos micélicos
apresentam massa molecular elevada e formam um denso revestimento ceroso,
caracteristico das micobactérias, e que contribui principalmente na impermeabilidade
da parede celular e na viruléncia do organismo (BHATT et al., 2007; HETT; RUBIN,
2008). Estes sao constituidos de acidos graxos curtos a-alquila e p-hidroxi de cadeia
longa, ligados através de esterificacdo a PG e AG ou presente como parte de um
glicolipidio intercalado, como o dimicolato de trealose - fator corda (BHATT et al.,
2007; BRENNAN; NIKAIDO, 1995).

Figura 4 - Representacédo esquematica do complexo enzimatico Acido Graxo Sintase Il (FAS-II) na
biossintese de &cidos micdlicos.
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Fonte: Chollet et al. (2015)

Acidos micolicos séo formados a partir de dois acidos graxos, ramificagdo o de
cadeia curta saturada, com 20 a 26 carbonos, ligada a uma ramificagdo de
meromicolato contendo 60 a 90 carbonos. Essas ramificacbes sdo geradas pelos
complexos multi-enzimaticos de acido graxo sintase | e Il (FAS-l e FAS-Il) e o

substrato ligado a proteina carreadora de acila (ACP) que passa por repetidos ciclos
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de reducéo (BHATT et al., 2007). Inicialmente sdo biossintetizadas cadeias curtas de
acidos graxos saturados pela FAS-I que podem formar a porgao a-alquila (24
carbonos) ou séo transferidos para FAS-II onde sé&o alongadas para formar a cadeia-
mero contendo 56 carbonos (JANKUTE et al., 2012).

Uma reacdo de condensagao € catalisada pela B-cetoacil-ACP sintase Il
(FabH) utilizando malonil AcpM e palmitol-CoA, resultando em [(-cetoacil-AcpM. A
enzima MabA (B-cetoacil-ACP redutase) (figura 4) reduz esse intermediario para
produzir a B-hidroxiacil-AcpM que é posteriormente desidratada para produzir a trans-
2-enoil-AcpM pela enzima HadAB/BC (B-hidroxiacil-ACP desidratase). A InhA (enoil-
ACP redutase) entéo reduz este segundo intermediario para dar origem um acil-AcpM
estendido por dois carbonos. KasA/B (B-cetoacil ACP sintase) continua o ciclo FAS-II
com condensacdo adicional via MabA, HadAB/BC e InhA. Esse processo ciclico
continua até que a cadeia acila atinja 42 a 62 carbonos, formando o meromicolato de
cadeia longa saturada. A PKS 13 catalisa a ligacao do substrato meromicolil-AMP a
cadeia curta a-alquila (de 22 a 24 carbonos) para produzir a-alquila-p-ceto acido
micdlico que é subsequentemente reduzido (JANKUTE et al., 2015; TAKAYAMA;
WANG; BESRA, 2005).

Alguns farmacos antimicobacterianos sédo conhecidos por exercer sua atividade
bloqueando a biossintese dos acidos micélicos. A isoniazida (figura 5) € um dos
medicamentos eficientes utilizados na quimioterapia contra a TB. Ap0Os sua ativacao
pela enzima KatG, ocorre a inibicdo da enoil-ACP redutase (InhA), uma enzima
dependente de NADH e pertencente ao complexo FAS-Il. Assim, impede que ocorra
a catalisacdo da dltima etapa redutiva no alongamento de acido graxo,
impossibilitando a formagcdo de moléculas essenciais na via de biossintese dos
micolatos.

Finalmente, uma estrutura semelhante a uma capsula, ligeiramente anexada
na parte mais externa do Mth, consiste principalmente de polissacarideos e proteinas
com pequenas quantidades de lipidios. De modo importante, a natureza e as
guantidades de membrana externa e materiais capsulares variam com os isolados de
Mtb e essa diversidade em termos de composicéo da superficie provavelmente afetara
significativamente a maneira como o Mtb interage com o hospedeiro (ANGALA et al.,
2014).
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Figura 5 - Inibicdo da biossintese de acido micélico pela isoniazida.
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2.3 TRATAMENTO

A primeira droga com atividade contra o M. tuberculosis (Mtb) foi descoberta 78
anos atras. Em 1943 Albert Schats e seus colaboradores purificaram um antibiético a
partir do Streptomyces griseus, a estreptomicina (SM), um produto natural produzido
por bactéria isolada do solo (SCHATZ; BUGLE; WAKSMAN, 1944). Dois anos depois,
o Conselho de Pesquisa Médica (MRC) no Reino Unido foi o pioneiro em iniciar um
estudo controlado, randomizado, para avaliacdo clinica do uso da estreptomicina
contra a tuberculose. Os resultados demonstraram eficacia nos primeiros 3 meses de
tratamento, entretanto dados dos 5 anos seguintes ndo mostraram beneficios uma
vez que a taxa de mortalidade (58% para estreptomicina vs 76% nos controles) foi
efetivamente a mesma e quase todos os pacientes desenvolveram resisténcia a
estreptomicina (FOX; SUTHERLAND; DANIELS, 1954; MEDICAL RESEARCH
COUNCIL, 1948).

No final de 1948 o acido para — aminossalicilico (PAS) — sintetizado em 1943 —

foi introduzido em um novo ensaio clinico randomizado que foi conduzido com o
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objetivo de comparar a eficacia de duas drogas combinadas ou sendo utilizadas como
monoterapia. Demonstrou-se que o uso diario de PAS com SM apresentou resultados
melhores do que o grupo tratado com uma droga e que esta combinacao preveniu o
desenvolvimento de cepas resistentes a estreptomicina (DANIELS; HILL, 1952). Estes
foram os primeiros dados que demonstraram a importancia da terapia combinada para
o tratamento da tuberculose.

Em 1951, uma terceira droga, hidrazida do &cido isonicotinico (figura 6) ou
isoniazida (INH), que foi adicionada a combinacdo anterior, resultou em curas
previsiveis de 90 a 95% dos pacientes, mas que ainda precisava ser administrado por
18 — 24 meses (MEDICAL RESEARCH COUNCIL, 1955).

A substituicdo do PAS por etambutol (EMB) (figura 6) na década de 1960 levou
a reducédo da duracéo do tratamento para 18 meses (DOSTER et al., 1973). Nos anos
70, a introducdo da rifampicina (RMP) no esquema terapéutico, um produto
semissintético derivado da Streptomyces mediterranei, foi 0 maior avanco na terapia
contra a TB. O tratamento padréo que durava 18 meses foi modificado para 9 meses
(HONG KONG CHEST SERVICE/BRITISH MEDICAL RESEARCH COUNCIL, 1979).
Finalmente, a pirazinamida (PZA) foi adicionada ao regime de tratamento na década
de 1980. A nova introducéo permitiu a reducéo do tratamento em 3 meses, e atraves
da combinacdo de PZA, INH e RIF (figura 6), a taxa de cura subiu para 95%
(SINGAPORE TUBERCULOSIS SERVICE/BRITISH MEDICAL RESEARCH
COUNCIL, 1986).
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Figura 6 - Estrutura quimica dos agentes de primeira linha no tratamento da tuberculose.
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Fonte: Chollet et al. (2015).

2.3.1 Regimes de tratamento antituberculose

Os principais objetivos no tratamento para a tuberculose sédo: a cura do
paciente, prevenir a propagacao da doenca para outros e, evitar o desenvolvimento e
transmissdo da tuberculose resistente. Este tratamento € o mais desafiador porque
implica precisdo e diagndstico precoce, triagem de resisténcia a farmacos e a
administracdo de regimes de tratamento efetivo durante pelo menos 6 meses atravées
de terapia diretamente observada (TDO) e monitoramento do paciente (ZUMLA;
NAHID; COLE, 2013). Sem tratamento as taxas de mortalidade para esta doenca séao
altas. Foi observado que dentre os casos de TB pulmonar com esfregaco positivo/HIV
negativo, entre 53% a 86% vieram a 6bito dentro de um periodo de 10 anos; e dentre
0S casos com cultura positiva (mas esfregaco negativo) 20% morreram dentro de 10
anos (TIEMERSMA et al., 2011).

Atualmente, existem alguns agentes para o tratamento de tuberculose sensivel,
e alguns medicamentos designados para o tratamento do tipo droga resistente. Essas
drogas sao divididas em primeira e segunda linha (Tabela 1). As drogas de segunda
linha séo utilizadas em casos especiais, como resisténcia ou intolerancia as drogas.

Para eliminar todos os bacilos € necessario saber que eles estdo localizados
em trés diferentes compartimentos: aqueles nas paredes das cavidades pulmonares
e replicando mais “rapidamente”, aqueles nas lesdes sélidas acidas e replicados a
uma taxa mais baixa e aqueles que estdo latentes ou quase dormentes em
macrofagos ou lesdes solidas (MITCHISON, 2000). A cura efetiva € alcangcada quando
ha o uso adequado da combinacao das drogas que podem eliminar os bacilos nesses

trés compartimentos diferentes (GRANGE; ZUMLA, 2008). Para assegurar tal
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realizacdo, o regime terapéutico foi dividido em duas fases: (i) a fase inicial (ou
intensiva) para reduzir rapidamente a carga micobacteriana e melhorar os sintomas;
(i) a fase de continuacdo (ou manutencéo) para eliminar bacilos residuais e evitar
recidiva (DUARTE et al., 2010).

Tabela 1 - Principais antimicobacterianos e doses recomendadas.

Dose diéria e variagao

DIeer (mg/Kg peso corporal)

Primeira linha

Isoniazida 5(4-6)
Rifampicina 10 (8 -12)
Pirazinamida 25 (20 - 30)
Etambutol 15 (15 - 20)
Segunda linha

Injetavel:

Estreptomicina, canamicina, 15 (12 - 18)
amicacina, capreomicina.

Fluoroquinolonas:

Ofloxacina, levofloxacina. 750 - 1000 mg/dia
Bacteriostaticos oral:

Etionamida, protionamida 500 mg/dia (peso corporal < 50 Kg); 750

mg/dia (> 50 Kg) ou 1000 mg/dia (> 70 Kg)

Cicloserina Mesma dose da etionamida

8 g/dia (peso corporal < 70 Kg);

Acido para-aminossalicilico 8 - 12 gidia (>70 kg)

Fonte: WHO, 2016.

2.3.1.1 Tuberculose sensivel:

As diretrizes para o tratamento da tuberculose feitas pela Organizacdo Mundial
de Saude estabelecem uma clara distin¢cdo entre dois grupos: novos casos (aqueles
que nunca receberam tratamento anti-TB ou que receberam por um periodo menor
gue um més) e casos de retratamento (aqueles que receberam tratamento por mais
de 30 dias).
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O regime padrdo para o tratamento de novos pacientes com TB
(independentemente do status de HIV) que sdo presumidos ou conhecidos como
causados por cepa sensivel as drogas é realizado em 6 meses. Na fase intensiva, 4
medicamentos sdo utilizados por um periodo de 2 meses: isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e etambutol. Nos casos de meningite tuberculosa o etambutol deve ser
substituido por estreptomicina. Na fase de manutencdo, o tratamento permanece
apenas com isoniazida e rifampicina por mais 4 meses. A administracdo das doses
deve ocorrer diariamente ou trés vezes por semana, mas a administracao diaria € a
mais recomendada, uma vez que as taxas de resisténcia adquirida foram maiores
entre os pacientes que receberam as doses trés vezes por semana durante a terapia
(WHO, 2010, 2017).

O teste de susceptibilidade as drogas (TSD), rapido ou convencional, &
altamente recomendado pela OMS antes do inicio do tratamento, especialmente nos
casos de retratamento. Enquanto se aguarda os resultados do teste, um regime
empirico pode ser iniciado para os casos de retratamento em areas com risco médio
a baixo de TB-MDR. Tal regime consiste em 2 meses de isoniazida, rifampicina,
pirazinamida, etambutol e estreptomicina, seguido de 1 més de isoniazida, rifampicina,

pirazinamida e etambutol; e 5 meses de isoniazida, rifampicina e etambutol.

2.3.1.2 Tuberculose multidroga resistente

A tuberculose multidroga resistente (TB-MDR) é definida como resistente, no
minimo, a isoniazida e rifampicina. O tratamento € longo e requer o uso de drogas de
segunda linha que sdo mais caras, mais toxicas e menos eficazes. Os regimes
individualizados guiados por TSD devem ser preferidos, no entanto, nha auséncia de
tais dados especificos, a informacao representativa da populacdo de pacientes do
local é utilizada para desenvolver e projetar um regime empirico (FALZON et al.,
2011).

O tratamento da TB-MDR deve incluir pelo menos quatro medicamentos
potencialmente ativos (tabela 1): um medicamento injetavel (amicacina ou
canamicina), uma fluoroquinolona de nova geracao (moxifloxacina ou levofloxacina),
dois ou mais bacteriostaticos orais, além de qualquer medicamento de primeira linha
para o qual o isolado é susceptivel. A duragédo do regime deve ser de pelo menos 20

meses: 6 a 8 meses, ou mais, de drogas injetaveis na fase intensiva, seguida de uma
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fase de continuacéo de 12 a 18 meses. O esfregaco e a cultura devem ser realizados
mensalmente, e a partir da data da primeira cultura negative o tratamento deve
continuar por 18 meses (WHO, 2014).

Durante o tratamento, € importante monitorar o paciente devido a reacdes
adversas aos farmacos, o que pode reduzir a complacéncia do paciente, aumentar a
probabilidade de falha terapéutica e desenvolver maior resisténcia aos medicamentos

de segunda linha.

2.3.2 Drogas essenciais no tratamento: como elas funcionam?

2.3.2.1 Isoniazida (INH)

Quimicamente conhecido como hidrazida do acido 4-piridinocarboxilico (figura
6) ou hidrazida do acido isonicotinico, a INH € um pro-farmaco (néo ativo) que entra
nos bacilos por difusdo passiva e requer ativacdo para causar efeito. A forma téxica é
ativada dentro do bacilo pela enzima catalase-peroxidase (KatG), codificada pelo gene
katG (ZHANG et al., 1992). Esta enzima protege o Mtb de lesdes prejudiciais causadas
pelo peroxido de hidrogénio gerado durante o metabolismo oxidativo (MUSSER,
1995). A droga ativada (figura 7), na forma de acido nicotinico, forma um adutor
covalentemente ligado com NAD+ e NADP+ bacilar e inibe principalmente a enzima
InhA (enoil-ACP redutase, codificada pelo gene inhA). Essa enzima esta envolvida no
alongamento de acidos graxos na sintese de acido micadlico e pela funcao prejudicada
h& o comprometimento da formacao da parede celular (RAWAT; WHITTY; TONGE,
2003).

INH é o agente com a maior Atividade Bactericida Precoce (EBA), ou seja, €
capaz de reduzir rapidamente a carga de bacilos metabolicamente ativos em
cavidades tuberculosas. Com o uso da INH h& uma reducédo de 90% no numero de
bacilos vidveis em amostra de escarro dentro de 2 dias. Na prética, faz com que o
escarro do paciente deixe de ser infeccioso, reduz os sintomas e o risco de emergir
cepas resistentes (DIACON; DONALD, 2014; DONALD et al., 2004). No entanto, a
isoniazida apresenta agéo diminuida em bacilos com atividade metabolica diminuida,

como no estagio latente ou na fase lag de crescimento (ZHANG et al., 1992).
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Figura 7 - Estrutura quimica e bioativacdo da INH com formacado do aduto responsavel pela
inibicdo da InhA.
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Fonte: Chollet et al. (2015)

Alguns individuos apresentam uma condicdo de infeccdo latente por
tuberculose, ou seja, o bacilo permanece viavel por longo periodo no hospedeiro,
contudo o paciente ndo desenvolve sintomas e ndo ocorre o risco de transmissao da
micobactéria. Nesses casos, a INH pode ser utilizada como monoterapia de 9 a 6
meses para prevenir o desenvolvimento da tuberculose ativa (TANG; JOHNSTON,
2017).

2.3.2.2 Rifampicina (RMP)

A 3-((4-metil-1-piperazinil) iminometil) rifamicina SV (figura 6), rifampicina ou
rifampin, € um dos farmacos anti-TB mais eficazes e, juntamente com a isoniazida,
constitui a base do regime de tratamento multidrogas para a tuberculose. E ativo
contra o bacilo metabolicamente ativo e contra o bacilo latente persistente (baixa
atividade metabdlica) e sua caracteristica principal € a capacidade de esterilizar
lesbes de TB dentro de 6-9 meses (DICKINSON; MITCHISON, 1981).

A rifampicina entra no bacilo e exerce sua atividade no citoplasma inibindo o
processo de transcri¢gdo. Especificamente, se liga a subunidade B da RNA polimerase
(DNA dependente) para formar um complexo estavel farmaco-enzima e, portanto,
bloqueia fisicamente a sintese de RNA - alongamento da cadeia de mMRNA (TELENTI
et al., 1993). ApOs a administragéo oral, ha uma boa penetracéo no tecido pulmonar,
cavidades tuberculosas e rins. Baixas concentracbes sdo alcancadas em lesbes
0sseas piogénicas, empiema pleural e liquido cefalorraquidiano (RIVA; SILVESTRI,
1972).
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A rifampicina induz a expressdo de varias proteinas (por exemplo enzimas
microssomais, enzimas de fase Il, transportadores de farmacos) que influenciam o
metabolismo de outras drogas. Consequentemente, h4 uma redugéo na concentracao
de alguns medicamentos e pode resultar em uma menor eficacia do farmaco
concomitante com aumento da toxicidade, caso as concentracdes de um metabdlito
toxico forem aumentadas. RMP também pode potencializar a hepatotoxicidade da
isoniazida, pirazinamida e outras drogas (DONALD; MCILLERON, 2009).

2.3.2.3 Pirazinamida (PZA)

A pirazina-2-carboxamida (figura 6) ou pirazinamida € um anélogo da
nicotinamida que desempenha um papel importante na reducdo do periodo de
tratamento de 9-12 meses para 6 meses (FOX; ELLARD; MITCHISON, 1999). Tem a
caracteristica Unica de eliminar uma populacéo de bacilos dormentes e persistentes
em meio acido, como em sitios inflamatérios granulomatosos e dentro do fagossoma
de macrofagos infectados, na qual outras drogas ndo conseguem exercer atividade.
Entdo, a caracteristica principal deste medicamento € ter uma atividade de
esterilizacdo que, em combinagao com outras drogas, permite a reducao do tempo de
tratamento (ZHANG et al., 2014).

De maneira similar a isoniazida, a pirazinamida também é um pré-farmaco que
deve ser ativado para exercer seu efeito. A droga entra por difusdo passiva e a
conversdo para a sua forma ativa, o acido pirazinoico (POA), é catalisada pela
pirazinamidase/nicotinamidase codificada pelo gene pncA do Mtb. Uma bomba de
efluxo exporta o POA produzido intracelularmente e, sob as condicbes &cidas
extracelulares, o POA é protonado. Em seguida, permeia através da membrana e se
acumula dentro do bacilo devido a uma bomba de efluxo ineficaz. Este acimulo reduz
o pH intracelular, afeta o transporte de membrana (causado por uma desordem no
potencial de membrana) e resulta na inibicdo de varias enzimas e morte celular
(ZHANG et al., 2003).

Outro mecanismo de acao proposto para a PZA foi recentemente elucidado. A
forma ativa, POA, inibe um mecanismo de defesa em bacilos que ocorre apenas sob
estresse e baixo metabolismo: a trans-traducao (ZHANG et al., 2014). A trans-

traducdo € um processo que remove proteinas toxicas, produtos formados sob

condicdo de estresse, adicionando uma tag tmRNA que €& uma sequéncia de
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reconhecimento de protease e que, em seguida, € enviada para degradacdo por
proteases. O POA liga e inibe a proteina ribossomal S1 (RpsA), que esta envolvida
no processo de trans-traducdo por se ligar especificamente ao tmRNA (SHI et al.,
2011). Estes mecanismos até agora elucidados podem explicar a habilidade Unica da

pirazinamida de esterelizar bacilos persistentes.

2.3.2.4 Etambutol (EMB)

Etambutol ou 2,2'-(1,2-etanodiildiimino)bis-1-butanol (figura 6) é um agente
bacteriostatico contra bacilos metabolicamente ativos. E usado com outras drogas do
regime terapéutico para evitar o surgimento de resisténcia ou para limitar a extenséo
de uma possivel resisténcia existente. O EMB substituiu o PAS e a estreptomicina por
ser muito mais tolerado e mais ativo; além de ser ativo contra cepas resistentes a
isoniazida e a estreptomicina (AHMAD; MAKAYA; GROSSET, 2011; WILKINSON et
al., 1961).
de arabinofuranosil transferases, enzimas diretamente envolvidas na biossintese da
parede celular. Esta enzima est4 envolvida primeiro na polimerizacdo de arabinose
em arabinano e, finalmente, em arabinogalactano, um componente de parede celular
micobacteriana (MIKUSOVA et al., 1995). Observou-se que ap6s a administracéo de
EMB existe um acumulo de D-arabinofuranosil-P-decaprenol, um intermediario na
biossintese de arabinogalactano (TAKAYAMA; KILBURN, 1989; WOLUCKA et al.,
1994). Sugerindo, assim, uma acao primaria da droga € a inibicdo de enzimas
arabinofuranosil transferases.

A maior preocupacéo durante o periodo de administracao de etambutol € a sua
capacidade de produzir neurite retrobulbar. A baixa acuidade visual, visao turva, a
constricdo do campo visual, escotoma (“ponto cego”) central ou periférico,
anormalidades na percepcdo de cor e a cegueira para a cor verde-vermelho, séo
alguns dos efeitos colaterais e a gravidade dependera da dose e da duragéo do regime
(FRAUNFELDER; SADUN; WOOQOD, 2006).
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2.4 DESCOBERTA E DESENVOLVIMENTO DE DROGAS ANTI-TUBERCULOSE

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos compostos envolve
uma combinacdo de gendmica, bioinformatica e ensaios fenotipicos. A pesquisa de
novos compostos para tuberculose € um processo lento, oneroso e envolve duas
abordagens distintas: selecdo baseada em um unico alvo ou selecdo baseada em
triagem fenotipica (KOUL et al., 2011).

Por meio do completo sequenciamento do genoma do Mtb foi possivel o
conhecimento de sequéncia de genes e funcdes de varias proteinas, levando a um
namero de potenciais alvos terapéuticos (CHETTY et al., 2017). A partir de produtos
gendmicos foi possivel gerar estruturas tridimensionais, que fornecem informacdes a
cerca das funcbes das proteinas promovendo um passo importante na descoberta de
medicamentos (COOPER, 2013). Tais estruturas sdo catalogadas em banco de

dados, como no Banco de Dados de Proteinas (PDB, www.rcsb.org).

O conhecimento estrutural 3D proporciona, assim, a identificacdo de sitio de
ligacdo e estudo das interagOes para que ocorra a ligacdo entre ligante-receptor.
Esses estudos séo feitos por triagem in silico, com utilizagdo de docking molecular.
No entanto, a utilizacdo dessa metodologia vem demonstrando pouco sucesso devido
a complexidade da célula micobacteriana (KOUL et al., 2011; PAVAN et al., 2011).

Ensaios fenotipicos oferecem uma maior chance de descoberta de inibidores
hits. Esta estratégia foi responsavel por identificar os primeiros farmacos, bem como
as recentes classes de compostos sintéticos em diferentes estadgios de ensaios
clinicos: bedaquilina, delamanida, SQ109, TBA-7371 e pretomanida (quadro 1)
(CHETTY et al., 2017; COOPER, 2013). Entretanto, a conversdo dessas séries
quimicas em candidatos clinicos € dificultada pela falta de conhecimento para
identificar alvos especificos. Portanto, devido a tendéncia de gerar resultados falso-
positivo em abordagens moleculares in silico, bem como as lacunas geradas em
ensaios fenotipicos, ha uma necessidade de pareamento de ambas as técnicas para
o campo de descoberta e otimizacdo de novos compostos para tuberculose
(GRZELAK et al., 2019).


http://www.rcsb.org/

Quadro 1 - Pipeline de novos farmacos em ensaios clinicos para tratamento da tuberculose

Farmacol(s)
Bedaquilina

Classe
Diarilquinolina

Imidazopiridina amida Q203

Delamanid
Mitroimidazol

Pretomanida

Sutezolida
Oxazolidinona

Delpazolida

(LCB01-0371)

1,2-etilenodiamina SQ109
PBTZ169
Benzotiazinona OPC-167832
TBA-7371
Riminofenazina TBI-166
Oxaborol ?[]SIE{&[;?ES.’ GSK

sensivel e multidroga resistente.

Alvo Fase
ATP sintase 3

Visa a subunidade do
citocromo b do complexo

do citocromo bcl, essencial
para a cadeia respiratoria de
elétrons, também esgota o 4
ATP intracelular

Atividade semelhante a da

bedaguilina

Inibir a sintese da parede 3
celular e a respiracao

celular 3

2a
Sintese proteica no
ribossomo 23s

2
Inibir a sintese da parede 7.3
celular (MmpL3)

2
Inibidores DprE1 (inibir a 1
sintese da parede celular)

1

Membrana externa, cadeia
respiratoria bacteriana e 1
transportadores de ions

Sintese proteica (leucil-RMAL 1
sintetase)

Observacoes

Aprovacao condicional de
comercializacao

Estudos de seguranca de fase 1b
concluidos nos Estados Unidos

Estudo de fase 1 de escalonamento de
dose em andamento (NCTO2858973)

Estudo de atividade bactericida
precoce gue se espera gue seja
iniciado antes do final de 2017

Aprovacao condicional de
comercializacao

Aguardando aprovacao reguladora

Reducao significativa das contagens
de unidades formadoras de coldnias
em estudo sobre atividade bactericida
precoce

Fase 1a concluida apenas
recentemente (NCT03199313), em
razao de problemas de licenciamento

Estudo de fase 2 de seguranca e
atividade bactericida precoce do
farmaco que se espera que seja
concluido no final de 2017

Pode ser sinergico com bedaquilina

Dois bracos contendo 5Q109 de

um ensaio PanACEA que testava
rifampicina em altas doses foram
interrompidos precocemente pois os
limites pre-especificados de eficacia
nao foram atingidos

Sinergias com bedaquilina e
clofazimina

Codesenvolvido como farmaco
complementar ao delamanid
considerando-se um esguema para
pantuberculose

Iniciado ensaio de fase 1a
(MCT03199339)

Analogo melhorado da clofazimina

Inicio da fase 1 na China em outubro
de 2017

Fase 1 concluida (NCT03075410)
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Fonte: Silva et al. (2018)

2.5 ESFINGOANALOGOS COMO AGENTE TERAPEUTICO

A diidroesfingosina (esfinganina, ou (2S,3R)-2-aminooctadecano-1,3-diol) € o

componente basico do anabolismo de esfingolipidios e ceramidas em mamiferos e
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consiste de uma molécula com comprimento de cadeia de 18 atomos de carbono
(PRUETT et al., 2008).

Essa categoria de amino alcoois alifaticos de cadeia longa engloba centenas
de compostos designados como “bases esfingdides” que possuem variacdes
estruturais em: comprimento da cadeia, nimero, posicdo e estereoquimica de
ligacdes dupla, grupos hidroxilas e outras funcionalidades. Estes compostos sdo
encontrados em mamiferos, fungos, plantas, insetos, parasitas e organismos
aquéticos e até entdo, eram considerados apenas como componentes estruturais das
membranas celulares eucarioticas (MCQUISTON; HALLER; POETA, 2006).

A esfinganina é uma das principais bases esfingéides encontradas em diversos
organismos e € o intermediario na biossintese de novo da esfingosina atraves da
dessaturacédo de diidroceramidas para produzir ceramidas e consecutivamente, a
esfingosina. Por sua vez, a esfingosina, bem como seus derivados, detém funcbes
bioldgicas cruciais na sinalizacao celular: regulacdo da proliferacdo celular, resposta
oxidativa, interrupcéo do ciclo celular, diferenciacdo, apoptose, inflamagéo e resposta
imune (MCQUISTON; HALLER; POETA, 2006; ZHENG et al., 2006).

A forma ativada da esfingosina, esfingosina 1-fostato (S1P), é um dos lipidios
sinalizadores mais estudados atualmente (LYNCH; MACDONALD, 2008). Uma das
observacdes é que a S1P é uma molécula proeminente no transito linfocitario e que
utilizar medicamento que imite essa sinalizacdo poderia modular o sistema
imunoldgico e assim, obter um efeito terapéutico consideravel (MANDALA et al.,
2002). Em um estudo utilizando a SPH e S1P foi observado que os macréfagos
infectados pelo Mtb e tratados com esses lipideos conseguiram diminuir
significativamente o crescimento intracelular do Mtb. De modo geral, houve ativacéo
da nucleacdo de actina e maturacdo do fagosoma nos macrofagos infectados,
resultando em significante eliminacdo do microrganismo (ANES et al., 2003). Ainda,
em estudo in vivo foi demonstrado por Garg e colaboradores (2004) que a
administracdo de S1P em camundongos infectados por Mtb, houve uma reducdo no
crescimento micobacteriano bem como reduc¢éao de danos no tecido pulmonar.

Por estas moléculas fazerem parte, juntamente com o colesterol, de
microdominios na estrutura de membrana celular (raft lipidicos) ndo € surpreendente
gue muito microorganismos intracelulares utilizem esfingolipidios durante o curso da
infeccdo (SCHMITZ; GRANDL, 2008). O HIV, por exemplo, ndo consegue

biossintetizar esfingolipideos, contudo utiliza estas moléculas do hospedeiro para
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adentrar e montar sua estrutura (MCQUISTON; HALLER; POETA, 2006). Os rafts de
membrana atuam ao mediar a internalizacdo de bactérias, virus e parasitas nas
células do hospedeiro e desse modo iniciam uma cascata de reacdes para promover
apoptose e liberagdo de sinalizadores. Ultimamente ha um aumento no interesse
nestas moléculas, bem como enzimas metabolizadoras de esfingolipidios como
mediadoras da patogenicidade microbiana e, por conseguinte, potencial alvo no
desenvolvimento de novas terapias (MCQUISTON; HALLER; POETA, 2006).

As bases esfingodides apresentam uma consideravel diversidade estrutural e a
descoberta de moléculas semelhante a estas (alguns que ocorrem naturalmente e
outros analogos sintetizados) sdo promissores compostos “leads” no desenvolvimento
de novos medicamentos enquanto outros causam doencas (PRUETT et al., 2008).
Aplidiaesfingosina, composto base esfingbide isolado de uma espécie de peixe
marinho, Aplidium, foi notavel por apresentar atividade antimicrobiana e
antimicobacteriana, antiviral e antitumoral (PRUETT et al., 2008). Ja o FTY720 (ou
fingolimode), anélogo da esfingosina, é utilizado clinicamente no tratamento da
esclerose mdltipla e tem sido testado com sucesso na prevencdo de rejeicao de
transplante por suprimir o controle do sistema imune (BRINKMANN et al., 2010).
Compostos analogos a esfinganina apresentaram alta poténcia frente a cepas
sensivel e multidroga resistente de Mtb, in vitro e em camundongos infectados (DEL
OLMO et al., 2009b; OLMO et al., 2016). Ademais, estes analogos apresentaram
atividade anti-inflamatoria e analgésica em modelos in vivo (DE CAMPOS BUZZI et
al., 2010).

Contudo, h& ocorréncia de toxinas de fungos que mimetizam esfingolipidios
(referenciadas como micotoxinas analogas a esfinganina) que representam risco a
saude humana e animal. As fumonisinas, por exemplo, induzem apoptose de células

saudaveis e eventos neoplasicos em mamiferos (WANG et al., 1996).
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3 JUSTIFICATIVA

A tuberculose (TB) continua sendo considerada como uma emergéncia de
saude publica global. No ultimo relatério da OMS foi registrado uma taxa de 10 milhdes
de novos casos da doenca no mundo. Destes, 66,8 mil novos casos foram
relacionados ao Brasil. Pernambuco € o terceiro estado do pais com a maior taxa de
incidéncia. Acrescenta- se, ainda, o impacto da crescente taxa de multidroga
resisténcia (MDR) e do longo tratamento com a utilizacdo de drogas onerosas, mais
toxicas ao paciente e com baixa taxa de cura.

Dentro desse contexto, propomos a pesquisa de novos compostos que
apresentem menos efeitos adversos, maior poténcia e que reduzam o tempo de
tratamento e assim, o aumento da qualidade de vida do paciente durante o regime
terapéutico. Como substancia prototipo desta pesquisa destacamos a esfingosina —
componente celular natural, que estruturalmente contém porcdes semelhantes ao
farmaco de primeira linha, o etambutol. Deste modo, o0 presente projeto visa contribuir
no desenvolvimento e avaliacdo biolégica de novas moléculas contra o M. tuberculosis
e entender seu mecanismo de acdo. Ademais, ha possibilidade de consolidar parceria
internacional, com a transferéncia cientifica e tecnoldgica para a industria
farmacéutica nacional/local com o objetivo de diminuir a dependéncia na importacéo

de farmacos e insumos para producao de medicamentos.
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4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a atividade farmacolégica de compostos analogos a
diidroesfingosina e etambutol como possiveis protétipos de farmaco

antimicobacteriano.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o potencial antimicobacteriano in vitro dos novos compostos frente
a cepas de Mycobacterium tuberculosis sensivel e multidroga resistente;

e Avaliar a atividade citotoxica das substancias em linhagens celulares de
mamiferos;

e Avaliar o espectro de atividade antibacteriana de compostos selecionados;

e Determinar a interacdo farmacologica in vitro entre 0 compostos selecionados
e 0s antimicrobianos utilizados no esquema terapéutico usual,

e Determinar a cinética de morte das micobactérias em presenca dos compostos
selecionados;

e Avaliar a atividade de composto(s) em modelo de infeccdo micobacteriana in
Vitro;

e Avaliar in silico a afinidade dos compostos pela enzima MmpL3 e descrever
suas interacdes intermoleculares;

e Avaliar o efeito do composto selecionado na ultraestrutura do M. tuberculosis;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

A sintese, comprovacao estrutural e caracterizacdo dos compostos avaliados
neste estudo foram realizadas no Laboratérios do Departamento de Quimica
Farmacéutica da Universidade de Salamanca - USAL (Espanha). As condi¢cdes de
reacao e 0s processos quimicos foram previamente estabelecidos e publicados na
literatura cientifica (DE CAMPOS BUZZI et al., 2010; DEL OLMO et al., 2009a; LUCAS
et al., 2000).

Inicialmente foram avaliados cinco compostos com estrutura de base 2-
aminoalcan-1-ol e quatro compostos do tipo alcano-1,2-diamina, como listados na
tabela 2. A partir destes, outros compostos foram sintetizados com objetivo de otimizar
o tamanho da cadeia (R) em ambas as séries (figura 8), encurtando ou alongando-a
e fazendo modificacbes de grupos funcionais. Estes compostos estdo relacionados

nas tabelas 3 e 4.

Figura 8 - Estrutura geral de aminoalcandis e alcanodiaminas.

R
AR3RN y =09, 13,15, 17
X=0,N
R, R2 = H, Bn, Et, Bu, Hex, Glut
XRIR2 R3, R* = H, Boc, Et, Bu, Hex, Glut

Legenda: R: tamanho da cadeia lateral; y: quantidade de carbono; X: radicais; R1: substituientes.
Fonte: o autor.

Na terceira fase, foi sintetizada uma nova série de compostos, mantendo as
funcionalidades mais ativas anti-TB, incorporando um fragmento benzénico na cadeia
e cuja estrutura esta representada na figura 9, com variagbes em m e n. Tais
compostos, com esqueleto de base 1-aminoalcan-2-ol, estéo identificados na tabela

5. Para este estudo foram sintetizados um total de 47 compostos (tabelas 2, 3, 4 e 5).



Figura 9 - Estrutura geral de novos aminoalcanéis e alcanodiaminas.

CHgj
‘R3RN nm=24,6,8
n m X=0,N
R, R2 = H, Bn, Et, Bu, Hex, Glut
XRIR? R3, R* = H, Boc, Et, Bu, Hex, Glut

Fonte: o autor.

Tabela 2 - Compostos do tipo aminoalcanol (OA) e diaminas (AA) previamente sintetizados e

estudados.

Amostra  Formula Molngl(JJlar
c-1 C16H35NO 257
c-2 C23H41NO 347
0-7 C25H45NO 375
c-3 C27H49NO 403

0-13  C20H43NO 313
c-4 C16H36N2 256
c-5  C21H44N202 356
a-3  C23H48N202 384
c-6 C20H44N2 312

Fonte: o autor.

Tabela 3 - Série de compostos do tipo 2-aminoalcan-1-ol otimizados e sintetizados.

Amostra  Férmula MolTScS:SIar
d-6 C12H27NO 201
d-7 C19H39NO 285
d-8 C14H31NO 229
o-1 C18H39NO 285
d-9 C20H43NO 313
0-2 C16H35NO 257
0-3 C20H43NO 313
0-4 C22H47NO 341
0-5 C22H47NO 341
0-6 C26H55NO 397
0-11 C21H54NO 369
d-1 C25H45NO 375
d-2 C27H49NO 403
0-8 C29H53NO 431

0-9 C29H53NO 431
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Continuacéo da Tabela 3 - Série de compostos do tipo 2-aminoalcan-1-ol otimizados e sintetizados.

Amostra Férmula Peso
Molecular
0-10 C31H57NO 459
d-3 C23H41NO 347
d-4 C29H53NO 431
d-5 C31H57NO 459
0-12 C26H47NO4 437

Fonte: o autor.

Tabela 4 - Série de compostos do tipo alcano-1,2-diamina otimizados e sintetizados.

Amostra  Férmula Moﬁggglar
d-10 C13H28N202 244
d-11  C15H32N202 212
d-12  C19H40N202 328

a-1  C23H48N202 384
a-2  C25H52N202 414
d-13  C17H36N202 300
d-14  C19H40N202 328
d-15 C27H56N202 440
a-4  C25H52N202 412
a-5 C27H56N202 440
a-6  C25H50N202 442
a-7  C21H42N402 382

Fonte: o autor.

Tabela 5 - Série de compostos do tipo 1-aminoalcan-2-ol otimizados e sintetizados

Amostra  Férmula MOIT(SCS:SIar
0-14  C16H27NO 249
0-16  C18H31NO 277
0-18  C20H35NO 305
0-15  C21H35NO3 349
0-17  C23H39NO3 377
0-19  C25H43NO3 405

Fonte: o autor.
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5.2 TESTESIN VITRO

5.2.1 Microrganismos e meio de cultura bacteriano

O M. tuberculosis H37Rv (ATCC 25618) foi utilizado neste estudo como cepa
de referéncia da American Type Culture Collection, classificada como sensivel a todas
as drogas de primeira linha (isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida). Neste
estudo foi utilizado um isolado clinico (Mtb 1576) com perfil de multidroga resistente
(isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina e levofloxacina) fornecido pelo
Laboratorio Central de Saude Publica - Dr. Milton Bezerra Sobral (LACEN — PE).
Utilizamos também micobactéria n&o tuberculosa, de crescimento rapido, M.
smegmatis (ATCC 607) como modelo paralelo de estudo micobacteriano.

As micobactérias foram cultivadas em caldo Middlebrook 7H9 suplementado
com 10% de OADC (acido oleico, albumina, dextrose e catalase), com 0,2% de glicerol
e 0,05% de Tween 80. O tempo de incubacédo variou de 3 dias para M. smegmatis
(Msm) e 7 a 10 dias para Mtb, ambas a 37°C. Para contagem de col6nias foi utilizado
0 meio so6lido Middlebrook 7H10 suplementado com 10% de OADC e 0,5% de glicerol,
com tempo de incubacgéo de 3 dias para Msm e 21 a 28 dias para Mtb.

As bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883) foram selecionadas como representativas dos grupos Gram positiva e
Gram negativa, respectivamente. Essas foram cultivadas em caldo Mueller Hinton a
37°C por 18 a 20h.

Todas as cepas de referéncia ATCC foram obtidos a partir da Colecdo de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria — CMRVS, FIOCRUZ-INCQS,

Rio de Janeiro, RJ.

5.2.2 Antimicrobianos de referéncia e drogas testes

Os seguintes antibioticos foram utilizados como controle positivo de atividade:
isoniazida, rifampicina, etambutol, levofloxacina, amicacina (Sigma Aldrich), oxacilina
(Eurofarma) e ceftazidima (BioChimico). Esses farmacos foram solubilizados em
solventes apropriados (dgua destilada estéril, dimetilsulféxido (DMSO) ou NaOH a
0,1N) e padronizados a uma solucdo estoque de 10 mg/mL.
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A série de compostos sintetizados foram solubilizadas em DMSO (Sigma) para
obtencédo de uma solucdo estoque numa concentracdo a 20 mM. Apds solubilizacéo,

os farmacos e compostos foram aliquotados e congelados a — 20 °C.

5.2.3 Determinacgéo de atividade antimicobacteriana in vitro

A atividade antimicobacteriana dos compostos sintetizados foi determinada
através da Concentracdo Inibitéria Minima através do método colorimétrico de
microdiluicdo em placas de 96 pocos, descrito por Palomino et al. (2002).

Com o proposito de evitar a evaporacdo do sistema de meio de cultura e
compostos diluidos, devido ao longo periodo de incubacéo, 200 uL de agua destilada
foi adicionado nos pocos do perimetro externo da microplaca. Em seguida, foi
depositado nos pocos restantes 100 yuL de caldo 7H9 suplementado com 10% de
OADC e 0,2% de glicerol. Diluicbes seriadas de 1:2 dos compostos foram realizadas
diretamente na microplaca, com concentracdo variando entre 64 pM a 2 uM. O
etambutol foi utilizado como controle positivo de atividade antimicobacteriana, com
concentracdo variando entre 16 a 0,5 pg/mL. Pocos de controle positivo de
crescimento do in6culo e controle de esterilidade do meio de cultura foram incluidos
em todas as placas.

A cultura de Mtb H37Rv e MDR 1576, em fase logaritimica de crescimento, foi
transferida para um tubo conico contendo pérolas de vidro e PBS com 0,05% de
Tween 80 e agitada em voértex por dois minutos. Em seguida fora colocada em repouso
vertical por quinze minutos, para permitir a deposicdo de grumos e reducao de
aerossol. O sobrenadante foi aspirado para outro tubo e padronizado com a escala n°
01 de Mc Farland. Posteriormente, foi realizado uma diluicdo de 1:20 (v/v) e 100 uL
dessa suspensao (~1,5 x 10’ UFC/mL) adicionada nos pogos apropriados. As placas
foram envolvidas em plastico filme e incubadas a 37°C em atmosfera normal por 7
dias.

Apés o periodo de incubacgdo, 30 uL de uma solugédo estéril de resazurina
(Sigma Aldrich) a 0,01% foi adicionada em todos 0s pocos e reincubada overnight,
nas mesmas condi¢cdes de temperatura e atmosfera. A CIM foi definida como a menor
concentracdo da droga que preveniu a mudanca de coloracdo de azul (estado
oxidado) para rosa (estado reduzido). Os “pontos-de-corte” (cutoff) para definir

susceptibilidade/resisténcia das cepas frente aos antimicobacterianos padrao foram:
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0.25, 0.5 e 5 pg/ml para INH, RMP e EMB, respectivamente (SANCHOTENE et al.,
2008).

5.2.4 Determinacédo da citotoxicidade (CCso)

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade, o teste do MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) foi realizado em placa de 96 pocos de
acordo com Mosmann (1983) e modificacdes. Foram utilizadas as linhagens J774A.1
(ATCC TIB-67), VERO (ATCC CCL-81) e HepG2 (ATCC HB8065), correspondentes
a macrofago murino, epitélio renal de primata e hepatdcito humano — respectivamente.
Foram cultivadas em meio DMEM ou RPMI 1640 enriquecidos com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibidticos (estreptomicina — 100 pg/mL e penicilina 100 U/mL).
O cultivo foi mantido a 37°C sob atmosfera contendo 5% de CO: até atingir a
confluéncia celular.

As células foram recuperadas, ressuspendidas em meio apropriado e uma
aliquota foi quantificada com auxilio do azul de Tripan em camera de Neubauer. Em
seguida foi realizado o ajuste para que no semeio houvesse 1 x 10° células por poco
e incubadas por 24h nas mesmas condicdes iniciais de cultivo para permitir a adeséo
celular. Os compostos foram submetidos a diluicdo seriada todos os pontos (400, 200,
100, 50, 25 e 12,5 uM) em meio apropriado a linhagem celular e estas solucdes foram
transferidas para a placa contendo as células e reincubadas por mais 48h. Pocos
controle foram utilizados apenas com células e meio de cultura, bem como o controle
do DMSO em meio (1% a 0,01%). O etambutol também foi adicionado como controle
negativo de citotoxicidade, por apresentar similaridade estrutural com 0s compostos
avaliados.

Apbs 48h de exposicao foram adicionados 25 pL da solugdo de MTT em PBS
(5mg/mL). As placas foram reincubadas por trés horas, protegida de luz direta, nas
mesmas condicdes de ambiente e temperatura. Apds esse periodo o meio foi
aspirado, e 100 pL de DMSO foram adicionados para dissolucdo dos cristais de
formazan resultantes da reducdo do MTT em células viaveis. A absorbéancia de cada
poco foi medida através do filtro de 540nm em leitor de placas.

O valor de CCsp foi definido como a maior concentracdo do composto em que

50% das células permaneceram viaveis e estimado por analise de regressao
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logaritmica dos valores encontrados, através do software GraphPad Prism. Os
ensaios foram realizados em triplicata.

Foram considerados como compostos promissores, e selecionados para as
etapas seguintes de avaliagdo, aqueles que apresentaram o indice de seletividade
(SI) = 10, conforme a equacdo 1, bem como uma CIM < 10 uM. O calculo de
seletividade consiste na razédo entre o valor de CCso obtidos para cada linhagem
celular e a CIM dos compostos frente ao Mtb H37Rv. O valor obtido permite inferir na
seletividade do composto em inibir o microorganismo sem maiores danos a célula do
hospedeiro (ORME, 2011; KATSUNO et al. 2015).

_€C50

Sl = TIN (D

5.2.5 Triagem de atividade antibacteriana

Compostos selecionados foram testados quanto ao espectro de acao frente a
micobactéria ndo tuberculosa, e bactérias Gram positiva e Gram negativa. Para tal, foi
utilizado o ensaio de microdiluicdo em caldo e a suas atividades expressas através da
CIM. Para a micobactéria de crescimento rapido, M. smegmatis, foi utilizado o caldo
Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de OADC e 0,2% de glicerol em todas as
etapas do ensaio. E para a determinacao da CIM em S. aureus e K. pneumoniae foi
utilizado o caldo Mueller-Hinton cétion ajustado.

Os compostos foram diluidos em meio de cultura apropriado ao microrganismo
a ser avaliado e foi realizada uma diluicdo seriada de fator 2 em 100 pL de caldo. A
concentracdo das substancias variou de 512 a 4 uM. Em seguida foi adicionado 100
puL de in6culo bacteriano. Para os trés microrganismos foi padronizado uma
suspensao em caldo apropriado de tal maneira a atingir 5 x 10* UFC por poco (CLSI,
2018a; TANEJA; TYAGI, 2007). Como controle positivo de atividade antibacteriana
foram utilizados a amicacina, oxacilina e ceftazidima contra Msm, S. aureus e K.
pneumoniae, respectivamente. As placas foram incubadas a 37 °C por um periodo de
18 h para as bactérias Gram positiva e negativa e por 24 horas para Msm. Em seguida,
30 pL de uma solucéo de resazurina a 0,01% fora adicionada aos po¢os e incubados

por 2 h para S. aureus e K. pneumoniae, e por 24 h para Msm.
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A concentracdo que preveniu a reducdo da resazurina (azul) em resorufina
(rosa) foi determinada como a CIM desses compostos. Os experimentos foram

realizados em triplicata biologica.

5.2.6 Determinacédo dainteracdo farmacoldgicain vitro

Foi utilizado o método classico checkerboard de microdiluicdo bidimensional
para avaliar a interacdo entre farmacos antimicrobianos e os compostos sintéticos
selecionados (LORIAN, 2005). Isoniazida, rifampicina e etambutol foram utilizados
como antibiodticos de primeira linha; amicacina e levofloxacina como antibiéticos de
segunda linha. No eixo x da placa de 96 pocos foi distribuido, através de diluicédo
seriada, o antimicrobiano de referéncia e no eixo y a diluicdo seriada da substancia
sintética selecionada. A faixa de concentracdo dos antibidticos e compostos foram
selecionadas por meio dos resultados obtidos através da CIM, iniciando por 8 x CIM
e diluicbes sub-inibidoras. Em seguida, 100 pL da suspensdo das cepas de Mtb
sensivel (H37Rv) e multidroga resistente (1576) foram ajustadas em 1 x 10’ UFC/mL
e adicionadas em todos o0s pocgos. Foram reservados pocos de controle de
crescimento positivo do in6culo (meio 7H9 suplementado e bactéria) e controle de
esterilidade do meio (apenas caldo 7H9 suplementado). As placas foram cobertas por
suas tampas, seladas com plastico filme e incubadas a 37 °C, em atmosfera normal,
por 7 dias. Apos o periodo de incubacéo, 30 pL da solucéo de resazurina a 0,02% foi
adicionada em todos os poc¢os da microplaca. As placas foram novamente incubadas,
a 37 °C por 48h. A mudanca da coloragéo de azul para rosa (resazurina reduzida pela
presenca de viabilidade celular) indicou o crescimento micobacteriano.

Os resultados foram interpretados pelo indice de concentracdo inibitéria
fracionado (FICI) (conforme a férmula 2), onde FIC A é o quociente entre a
concentracdo inibitéria minima do antibiético “A” na presenga do composto “B” e a
concentracao inibitéria minima do antibiético “A” isolado. Valores de FICI < 0.50 foram
considerados como compostos sinérgicos; > 0.50 a 4.0, indiferentes; e > 4,
antagonicos. Resultados sinérgicos foram representados graficamente através de
isobologramas (CALEFFI-FERRACIOLI et al., 2013).

Z FICI = FIC 4 + FIC 4 )
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5.2.7 Cinética de morte micobacteriana

Um indculo padronizado com uma densidade de aproximadamente 5 x 10°
UFC/mL de M. smegmatis na fase logaritmica de crescimento foi ressuspenso em
caldo 7H9 suplementado com 10% de OADC e 0,2% de glicerol. Aliquotas dessa
suspensao foram distribuidas em tubos cénicos de 50 mL contendo caldo 7H9-
suplementado e nas seguintes condi¢cdes: controle (sem inibidor); 1 x CIM de
rifampicina; 1 x CIM do composto c-2, 0-12 e d-15; e combinacdes entre antibidtico e
composto selecionado — ambos a 1 x CIM. Todos os tubos foram colocados em
incubadora a 37 °C e agitacdo de 120 rpm (LORIAN, 2005). O isolado clinico
multidroga resistente de M. tuberculosis foi utilizada nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente e exposta ao composto 0-12 isolado, ao antibiotico rifampicina isolado,
e a combinacao entre esses — em todos foram utilizadas uma concentracao final de 1
x CIM.

Para quantificar o nimero de bactérias viaveis ao longo do tempo, amostras de
100 uL foram retiradas de todos os tubos, a partir do tempo Oh, e realizado diluicdes
seriadas decimais em PBS com 0,05% de Tween 80. As aliquotas foram coletadas no
tempo 0, 6, 24, 48 e 72h para M. smegmatis, e 0, 2, 5 e 12 dias para M. tuberculosis.
Essas amostras foram plagueadas em agar Middlebrook 7H10 suplementado com
10% de OADC e 0,5% de glicerol e colocadas em estufa a 37 °C e 5% de CO:2 por 3
a 5 dias (Msm) ou 21 a 28 dias (Mtb) (GARIMA et al., 2015). Apo6s esse periodo foi
realizado a contagem das unidades formadoras de colénia e resultado plotado em
grafico em escala logaritimica de base 10 versus tempo. O experimento foi realizado

em triplicatata.
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5.2.8 Modelo in vitro de infeccéo

A infeccdo de células J774 por M. smegmatis foi realizado de acordo com
Santos et al. (2019) seguido de modificacfes. Antes da infeccdo a micobactéria foi
cultivado por 2 dias a 37°C em caldo 7H9 e no dia do experimento foi realizado uma
padronizacdo do inéculo através da escala n°® 01 de Mc Farland. A suspenséo foi
passada dez vezes em agulha de insulina 27 G para obter o maximo de uma
suspenséo unicelular bacteriana. Posteriormente, essa suspenséo foi diluida em meio
DMEM para obter uma quantidade de inéculo de aproximadamente 5 x 106 UFC/mL.

O macroéfago J774 foi semeado em placa de 96 pocos com a finalidade de se
obter 1 x 10° células por poco e incubado por 24h em estufa a 37 °C e 5% CO2. Apds
esse periodo o sobrenadante, contendo células ndo aderentes, foi aspirado e 0s po¢os
foram lavados duas vezes com PBS. Em seguida as células foram infectadas com a
suspensao bacilar em meio DMEM suplementado, e utilizando uma multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 10:1. Apo6s 1 hora de infeccdo dos macrofagos os pocos foram
lavados e foi adicionado em todos 0s pogos uma solugao de amicacina (50 pg/mL)
diluida em meio DMEM, com a finalidade de matar todas as bactérias nao fagocitadas.
Posterior as 2 horas de acdo do antibiotico, o sobrenadante foi retirado e todos os
pocos foram lavados trés vezes com DMEM.

O composto avaliado foi selecionado com base no indice de seletividade (1S) >
10, sendo considerado mais seletivo contra o bacilo (UC-CACHON et al., 2014). Os
pocos, em triplicata, referente ao tempo zero pdés infeccdo receberam uma solucéo de
SDS a 0,025% para promover a lise das células e recuperacdo dos bacilos
internalizados. Os pocos controle receberam meio DMEM suplementado e contendo
0,2% de DMSO (solvente dos compostos, sem tratamento) e 0s po¢os de tratamento
receberam meio DMEM suplementado e contendo: rifampicina (19,5 uM); 2x CIM da
rifampicina (39 uM); 0-12 (16 uM); 2x CIM do 0-12 (32 puM), assim como a associacao
de rifampicina com o 0-12 (16 pg/mL+ 16 uM). As placas voltaram para a estufa a
37°C e 5% CO2. Além do tempo zero poOs-infec¢ao, os pocos foram avaliados em 6h e
em 24h, seguido de lise dos macrofagos para quantificacdo da carga bacteriana. Uma
aliquota de 100 uL de cada lisado foi diluida em PBS e plaqueada em agar 7H10
suplementado. As placas de agar foram levadas a estufa a 37 °C e incubadas por 3

dias, seguido de contagem das colonias.
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Os dados obtidos no modelo de infeccao in vitro foram avaliados previamente
guanto a abordagem paramétrica ou ndo paramétrica. Desta forma, as variaveis
envolvidas no estudo foram testadas a posteriori quanto a homogeneidade dos dados
utilizando o teste de Bartlett. Em seguida utilizou-se o teste Anova com post hoc Tukey
ao se observar homogeneidade nos dados e avaliando assim as diferencas de

meédias. Valor de p estabelecido p < 0,05 como nivel de significancia.

5.3 DOCKING MOLECULAR

As estruturas tridimensionais dos compostos, incluindo seus enantibmeros R e
S, foram desenhadas usando o programa SPARTAN 08' (Wavefunction, Inc.) e a
otimizacdo de cada estrutura foi realizada aplicando o método RM1 (ROCHA et al.,
2006), disponivel como parte integrante do programa SPARTAN 08', utilizando-se
padrdes internos de critérios de convergéncia.

As analises de docking molecular foram realizadas na enzima transportadora
de acido micélico MmpL3 do Mycobacterium tuberculosis, cuja estrutura tridimensional
foi obtida através do processo de modelagem por homologia utilizando a ferramenta
SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al., 2018). O modelo selecionado foi construido
utilizando a estrutura tridimensional do M. smegmatis (PDB: 6AJG) possuindo como
ligante co-cristalizado o composto SQ109 em seu sitio ativo. Aparentemente, esta
enzima € bastante conservada entre diferentes espécies uma vez que, em termos de
identidade de sequéncia, ou seja, a quantidade de aminoacidos desta enzima é
idéntica em ambas as espécies, o0 modelo obtido possui 71,43% de identidade. O sitio
de ligacao foi definido como todos os atomos dentro de 6.0 A a partir do ligante SQ109.

O programa GOLD 5.7 (Cambridge Crystallographic Data Centre, UK) foi
aplicado para os calculos de docking molecular, usando-se a funcdo de pontuacao
padrao (ChemPLP). Com o intuito de levar em consideracao os graus de liberdade da
enzima e, assim, simular melhor o efeito de ajuste induzido, os seguintes residuos de
aminoacido foram tratados como flexiveis, usando-se a biblioteca de conformacdes:
ASP251, TYR252, PHE255, THR284, SER288, ILE292, SER295, ASP640, TYR641 e
PHE644. As figuras foram geradas utilizando o programa Pymol (SCHRODINGER,
LLC, 2015).
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5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A microscopia eletronica de transmissdo foi utilizada para avaliar a
ultraestrutura do M. tuberculosis apos tratamento com 0s compostos. Uma suspensao
padronizada em 107 UFC/mL foi submetida as seguintes condicGes: exposicdo a
concentracao inibitéria do composto 0-12 (8 uM), concentracao inibitoria do etambutol
(1 ug/mL, controle positivo) e sem farmaco (controle negativo) (BLECK et al., 2010).
Estas culturas foram incubadas a 37°C por 96 h. Apés esse periodo as culturas foram
centrifugadas, lavadas 3 vezes em PBS e fixadas com 4% paraformaldeido, 2,5%
glutaraldeido (v/v) em 0,1M de tampéo cacodilato (pH 7,2) por 1 h em temperatura
ambiente, e posteriormente por 12 h na geladeira (JAMES; WILLIAMS; MARSH,
2000).

Apbs a fixacdo, as amostras foram lavadas (3X) em PBS (pH 7,2) e pés-fixadas
por 1 hora no escuro em uma solucdo de 1% de tetréxido de ésmio com 0,8% de
ferricianeto de potassio e 5mM de cloreto de céalcio em 0,1M de tampéo cacodilato.
Depois desse periodo, as amostras foram novamente lavadas (3X) em PBS (pH 7,2)
e, em seguida, centrifugadas por 10 minutos a 15.000g para que se obtivesse um
sedimento compacto. Este sedimento foi transferido para uma placa de Petri contendo
70% de acetona e cortado em pequenos fragmentos de cerca de 1 mm de espessura.
A desidratacdo das amostras foi feita em concentracfes crescentes de acetona: 70%,
90% e 100% (2X) (20 minutos em cada concentracao). As células foram infiltradas por
cerca de 96 horas em resina epoxy Poly Bed 812 (Epon) (Polysciences, Inc) e
polimerizadas em estufa a 60°C por 72 horas. Apds a polimerizacdo, os blocos de
Epon foram fatiados com faca de diamante (Diatome) no ultramicrétomo (Leica —
Ultracut UCT). Os cortes ultrafinos de cor prateada (Que medem aproximadamente
70nm) foram coletados em grades de cobre, de 300 mesh e, posteriormente,
contrastados no escuro com 5% de acetato de uranila por 30 minutos e 5% de citrato
de chumbo por 3 minutos. Finalmente, as grades foram observadas ao microscoépio

eletronico de transmissao FEI Tecnai Spirit.
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6 RESULTADOS

6.1 ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA E CITOTOXICIDADE

Dos 47 compostos sintetizados para este estudo, 24 demonstraram boa
atividade contra cepas de M. tuberculosis de referéncia (H37Rv) e um isolado clinico
com fenotipo de multi-resisténcia a isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina
e a fluoroquinolonas (Mtb pré-XDR - 1576).

Inicialmente foram sintetizados e avaliados 6 compostos, do tipo aminoalcanol
e diaminas. Os compostos c-1, c-2, c-3, c-4, c-5 e c-6 exerceram boa a baixa atividade
antimicobacteriana contra as cepas de M. tuberculosis (tabela 6 e 7). As
concentracdes inibitérias variaram em 1.52 a > 64 yM para a cepa H37Rv e 3.03 a
390 uM para a cepa pré-XDR, estes valores foram determinados a partir de trés
replicatas bioldgicas. Dentre os compostos inicialmente sintetizados, o derivado
aminoalcanol, c-1, deteve uma maior poténcia de atividade relativa ao etambutol
comparado as demais substancias: 2,4 vezes mais ativo para a cepa sensivel, e 9,5
vezes mais potente para a cepa multidroga resistente. Com relacdo a seletividade
terapéutica, apenas os derivados aminoalcanol (c-1 e c-2) apresentaram indice de
seletividade > 10 quando testados em células de linhagem renal (VERO) e hepatica
(HepG2).

Com o objetivo de aumentar a poténcia de atividade contra o bacilo bem como
diminuir a moderada citotoxidade apresentada por estas moléculas, novos compostos
foram otimizados e sintetizados (tabelas 6 e 7).

Dos 22 novos compostos derivados do 2-aminoalcan-1-ol sintetizados e
avaliados (tabela 6), a CIM em cepa sensivel de Mtb apresentou variacédo entre 4 a >
64 UM e, 8 a > 64 UM para a cepa pré-XDR. A molécula 0-13 apresentou melhor
atividade frente a cepa sensivel de Mtb, com concentracao inibitéria de 4 uM. Ja as
moléculas d-7, 0-11 e 0-12 apresentaram uma CIM de 8 uM tanto para a cepa sensivel
como para o isolado multidroga resistente. Dentre 0s compostos que apresentaram
uma CIM duas vezes maior, as moléculas 0-11 e 0-12 apresentaram maior indice de
seletividade de 10,31 e 18,6 vezes, respectivamente.

Dos 13 novos derivados do tipo alcano-1,2-diamina, 3 apresentaram boa
atividade (tabela 8). O composto d-15 apresentou CIM de 4 uM frente a cepa sensivel

e pre-XDR de Mtb e 7 vezes mais potente que o etambutol em cepa multirresistente.
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Ja as moléculas a-4 e a-5 apresentaram uma CIM de 8 uM para ambas as cepas e
atividade 3 vezes maior que o etambutol em cepa pré-XDR. Os trés compostos
apresentaram seletividade > 10 para a linhagem HepG2. Destes, o composto d-15
apresentou melhor seletividade para duas linhagens de célula: 39,43 para HepG2 e
8,43 para a célula Vero.

Foram sintetizados um terceiro grupo de derivados do tipo 1-aminoalcan-2-ol
(tabela 8), com introducdo de anel benzénico em sua estrutura genérica. Dos 6
compostos avaliados, 2 apresentaram boa atividade antimicobacteriana (2 a 8 uM) e
elevada poténcia de atividade relativa ao etambutol em cepa multirresistente. Os
compostos 0-16 e 0-18 inibiram o crescimento bacteriano multidroga resistente numa
concentracéo de 2 uM e foram 14 vezes mais potentes que a acao do etambutol, este
com CIM de 28,8 uM, na cepa pré-XDR testada. Porém, estes compostos
demonstraram elevada citotoxicidade para as 3 linhagens celulares testadas e

portanto, baixos indices de seletividade.
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Tabela 6 - Atividade antimicobacteriana dos derivados do tipo 2-aminoalcan-1-ol frente a cepas de M. tuberculosis sensivel e multirresistente expressa
através da concentracgdo inibitéria minima (CIM), e citotoxicidade em linhagens de mamiferos expresso em valores de concentracéo citotéxica (CC50).

N
R? NCH;

H

CIM (uM) CC50 (uM)
1 O-R!
Cadigo ! R?> n Mtb H37Rv PE Mtb MDR PEr Vero IS J774A.1 IS HepG2 IS
composto 1576

d-6 H H 9 64,00 6 32 90 40,77 0,64 2,35 0,04 nd nd
c-1 H H 13 1,52 237 3,03 950 124,90 82,17 10,2 6,71 129,4 85,13
d-7 H H 15 8 45 8 360 53,19 6,65 9,65 1,21 1995 24,94
d-8 H Et 9 > 64 >5,6 64 45 37,32 <0,58 10,5 <0,16 nd nd
0-1 H Et 13 16 23 32 90 27,65 1,73 22,84 1,43 nd nd
d-9 H Et 15 16 23 16 180 23,58 1,47 135 8,44 191,9 11,99
0-2 H Bu 9 32 11 32 90 25,97 0,81 21,36 0,67 nd nd
0-3 H Bu 13 64 6 64 45 73,42 1,15 23,74 0,37 nd nd
0-4 H Bu 15 32 11 32 90 147,50 4,61 31,13 0,97 nd nd
0-5 H Hex 13 64 6 64 45 113,00 1,77 23,75 0,37 nd nd
0-6 H Dec 13 64 6 64 45 103,80 1,62 55,3 0,86 nd nd
0-13 H Etc 13 4 90 32 90 25,06 6,27 23,32 5,83 nd nd
o-11 H Bu. 13 8 45 8 360 47,18 5,90 22,41 2,80 82,51 10,31
c-2 Bn H 13 4,5 80 4,5 640 42,18 9,37 5,94 1,32 99,16 22,04
d-1 Bn H 15 64 6 64 45 137,90 2,15 93,3 1,46 nd nd
d-2 Bn H 17 32 11 32 90 125,70 3,93 23 0,72 nd nd
0-7 Bn Et 13 16 23 16 180 26,00 1,63 21,55 1,35 237,1 14,82
0-8 Bn Et 17 16 23 16 180 67,82 4,24 52,27 3,27 95,11 5,94
0-9 Bn Hex 13 64 6 64 45 53,95 0,84 54,61 0,85 nd nd
0-10 Bn Hex 15 64 6 64 45 120,30 1,88 118,1 1,85 nd nd
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Continuacéo: Tabela 6 - Atividade antimicobacteriana dos derivados do tipo 2-aminoalcan-1-ol frente a cepas de M. tuberculosis sensivel e
multirresistente expressa através da concentracao inibitéria minima (CIM), e citotoxicidade em linhagens de mamiferos expresso em valores de concentracéo

citotoxica (CC50).

H
R2’N\[HRCH3
CIM - pM CC50 - uM
1 O-R!
nggfsoto 1 R2 n H';";gv PE Mtfs'\?"gR PEr Vero IS J774A1 IS HepG2 IS
d-3 H Et 9 64 6 32 90 36,18 0,57 17,6 0,28 nd nd
c-3 H Et, 13 7,75 46 7,75 372 92,28 11,91 6,54 0,84 149,6 19,3
d-4 H Et. 15 > 64 <5,6 > 64 <45 85,53 <1,34 49,5 <0,77 nd nd
d-5 H Et. 17 > 64 <56 > 64 <46 117,00 <183 102 < 1,59 nd nd
0-12 (Bn)OMes H 13 8 45 8 360 17,69 2,21 119,5 14,94 148,8 18,6
Etambutol (EMB) 3,6 (1) 100 28,8 (8) 100 641 178 > 1.444 > 401 >1.444 > 401
Isoniazida (INH) 0,91 (0,13) - 934 (128) - nd - nd - nd -
Rifampicina (RMP) 0,04 (0,03) - 78 (64) - nd - nd - nd -
Levofloxacina (LVX) 0,35(0,13) - 55 (2) - nd - nd - nd -
Amicacina (AMK) 0,1 (0,08) - 0,8 (0,63) - nd - nd - nd -

Fonte: o autor

CIM: concentracdo inibitéria minima; CCso: concentragéo citotoxica para 50% da populagdo celular; R1-R2: radicais substituintes; n: quantidade de moléculas de carbono na
cadeia; PE e PEr: poténcia do composto relativo ao etambutol [CIM(etambutol)/ CIM(composto) X 100]; IS: indice de seletividade corresponde & razdo CCso/CIM; nd - ndo
determinado; Et. Etilo; Bu: Butilo, Hex: Hexilo, Dec: Decilo; Bn: Bencilo; (Bn)OMes: 3,4,5-trimetoxibencilo; Boc: terc-butiloxicarbonil; Ponto de corte da CIM de susceptibilidade

para Mtb (valor em paréntese - ug/mL): EMB < (4); INH < (0,25); RMP < (0,5); LVX < (0,5); AMK < (5).
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Tabela 7 - Atividade antimicobacteriana dos derivados do tipo 1,2-alcanodiaminas frente a cepas de M. tuberculosis sensivel e multirresistente expressa
através da concentracdo inibitéria minima (CIM), e citotoxicidade em linhagens de mamiferos expresso em valores de concentracéo citotéxica (CC50).

q
R2’N\EHFCH3
CIM (pM) CC50 (uM)
2 NH-R!

nggfsoto R R? H';";gv PE Mttié\;”gR " PEr  Vero IS J774A1 IS HepG2 IS
c-5 H Boc 13 17,6 20 17,6 164 21,88 1,24 5,18 0,29 nd nd
c-4 H H 13 > 64 <56 390 7 192,20 <3,00 217,2 < 3,39 nd nd
d-10 H Boc 5 > 64 <5,6 > 64 <45 75,67 <1,18 32,8 0,51 nd nd
d-11 H Boc 7 > 64 <5,6 64 45 35,34 < 0,55 20,7 <0,32 nd nd
d-12 H Boc 11 32 11 32 a0 22,00 0,69 6,2 0,19 nd nd
a-1 H Boc 15 16 23 16 180 17,69 1,11 30,51 1,91 115,1 7,19
a-2 H Boc 17 32 11 64 45 51,39 1,61 35,96 1,12 nd nd
d-13 Et Boc 7 64 6 64 45 45,16 0,71 3,92 0,06 nd nd
d-14 Et Boc 9 64 6 64 45 32,34 0,51 20,9 0,33 nd nd
a-3 Et Boc 13 16 23 16 180 17,69 1,11 19,77 1,24 107 6,69
d-15 Et Boc 17 4 90 4 720 33,70 843 4,7 1,18  157,7 3943
a-4 Bu Boc 13 8 45 8 360 20,28 2,54 21,18 2,65 1359 16,99
a-5 Hex Boc 13 8 45 8 360 2285 2,86 20,75 259 86,8 10,85
a-6 CH,COOEt Boc 13 32 11 32 a0 38,96 1,22 27,88 0,87 nd nd
a-7 NHR;=N; Boc 13 > 64 <56 16 180 63,83 <1,00 104,3 <1,63 nd nd
c-6 Et, H 13 32 11 16 180 40,08 1,25 25,63 0,80 nd nd

Etambutol 3,6 (1) 100 28,8 (8) 100 641 178  >1.444 >401 >1.444

Fonte: o autor.

CIM: concentracao inibitéria minima; CCso: concentracéo citotoxica para 50% da populagdo celular; R1-R2: radicais substituintes; n: quantidade de moléculas de carbono na
cadeia; PE e PEr: poténcia do composto relativo ao etambutol [CIM etambutol)/ CIM(composto) X 100]; 1S: indice de seletividade corresponde a razdo CCso/CIM; nd - ndo

determinado; Et. Etilo; Bu: Butilo, Hex: Hexilo, Dec: Decilo; Bn: Bencilo; (Bn)OMes: 3,4,5-trimetoxibencilo; Boc: terc-butiloxicarbonil; Ponto de corte da CIM de susceptibilidade

para Mtb (valor em paréntese - ug/mL): EMB < (4).
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Tabela 8 - Atividade antimicobacteriana dos derivados do tipo 1-aminoalcan-2-ol frente a cepas de M. tuberculosis sensivel e multirresistente expressa
através da concentracdo inibitéria minima (CIM), e citotoxicidade em linhagens de mamiferos expresso em valores de concentracéo citotéxica (CC50).

RE’NI““\@—/_/ CIM (uM) CC50 (uM)

3 O-R!

Cédigo R? R? n Mtb H37Rv PE  Mtb MDR -1576  PEr Vero Sl J774A.1 Si HepG2 IS
0-14 H H 4 64 6 64 45 27,83 043 10,7 0,17 nd nd
0-16 H H 6 4 90 2 1440 21,24 5,31 10,61 2,65 25,39 6,35
0-18 H H 8 8 45 2 1440 2539 3,17 11,74 1,47 45,65 5,71
0-15 H Boc 4 64 6 16 180 51,48 0,80 14,22 0,22 nd nd
0-17 H Boc 6 32 11 16 180 28,28 0,88 12,94 0,40 nd nd
0-19 H Boc 8 32 11 16 180 30,97 0,97 15,81 0,49 nd nd

Etambutol 3,6 (1) 100 28,8 (8) 100 641 178 >1.444 >401 >1444  >401

Fonte: o autor.

CIM: concentragéo inibitéria minima; CCso: concentracéo citotdxica para 50% da populagdo celular; R1-R2: radicais substituintes; n: quantidade de moléculas de carbono na
cadeia; PE e PEr: poténcia do composto relativo ao etambutol [CIM etambutoly/ CIM(composto) X 100]; IS: indice de seletividade corresponde a razao CCso/CIM; nd - ndo determinado;
Et. Etilo; Bu: Butilo, Hex: Hexilo, Dec: Decilo; Bn: Bencilo; (Bn)OMes: 3,4,5-trimetoxibencilo; Boc: terc-butiloxicarbonil; Ponto de corte da CIM de susceptibilidade para Mtb (valor
em paréntese - ug/mL): EMB < (4).
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6.1.1 Espectro de atividade antibacteriana

Foram selecionados 25 compostos que apresentaram menor grau de
citotoxicidade (CC50 = 100 uM) para avaliar o espectro de acdo antibacteriana. Para
esta finalidade utilizamos o Mycobacterium smegmatis como microrganismo
representativo das micobactérias ndo-tuberculosas (MNT), Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae como modelo de estudo de bactérias Gram positiva e Gram
negativa, respectivamente.

Os compostos selecionados apresentaram atividade inibitéria frente o M.
smegmatis, com CIM variando entre 8 a 512 uM. Dentre estes, 0 composto a-1
apresentou maior atividade com CIM de 8 uM bem como os compostos c-2, 0-12 e d-
15 com CIM de 16 pM. Observamos, também, que o0s mesmos compostos
apresentaram boa atividade frente ao S. aureus com concentra¢des variando em 2 a
8 vezes. Dentre estes, 0 0-12 demonstrou a menor CIM (s 4 uM) do grupo dos
derivados 2-aminoalcan-1-ol, e o composto a-3 com a mesma atividade e
representando os derivados alcanodiaminas. Ambos 0s grupos de compostos
apresentaram baixa ou nula atividade contra a K. pneumoniae com a menor CIM de

128 uM para o derivado c-2.

Tabela 9 — Avaliacdo de espectro antibacteriano de derivados 2-aminoalcan-1-ol e alcanodiaminas
determinados através da concentragdo inibitdria minima.

CIM - uM
Composto M. _ M. _ S. aureus K. _
tuberculosis  smegmatis ATCC pneumoniae
H37Rv ATCC 607 25923 ATCC 13883
c-1 1,52 128 16 512
d-7 8 256 256 > 512
d-9 16 64 32 512
0-4 32 512 512 > 512
0-5 64 256 128 > 512
0-6 64 128 512 > 512
o-11 8 > 512 nd nd
c-2 4,5 16 16 128
d-1 64 >512 > 512 > 512
d-2 32 256 > 512 > 512
0-7 16 32 16 > 512
0-8 16 128 > 512 > 512

0-10 64 > 512 > 512 > 512
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Continuacao: Tabela 9 - Avaliacao de espectro antibacteriano de derivados 2-aminoalcan-1-ol e
alcanodiaminas determinados através da concentracao inibitéria minima.

CIM - uM
M. M. S. aureus K.
Composto tuberculosis  smegmatis ATCC pneumoniae
H37Rv ATCC 607 25923 ATCC 13883
c-3 8 512 > 512 > 512
d-4 > 64 >512 >512 >512
d-5 > 64 >512 > 512 > 512
0-12 8 16 <4 512
c-4 > 64 512 > 512 > 512
d-10 > 64 512 512 > 512
a-1 16 8 16 > 512
a-3 16 32 <4 512
d-15 4 16 256 >512
a-4 8 32 16 > 512
a-5 8 128 256 >512
a-7 > 64 >512 >512 > 512
Rifampicina 0,04 19,5 nd nd
Amicacina 0,1 1 nd nd
Oxacilina nd nd 0,25 nd
Ceftazidima nd nd nd 0,5

Fonte: o autor.

Amicacina, oxacilina e ceftazidima expressas em “pug/mL”, de acordo com o CLSI (2018). nd: ndo determinado.
Ponto de corte de susceptibilidade para microrganismos relacionados: amicacina < 16 pg/mL, oxacilina < 2 ug/mL
e ceftazidima < 4 yg/mL (ALCAIDE et al., 2017; CLSI, 2018b)

6.2 AVALIACAO DA INTERACAO FARMACOLOGICA IN VITRO

Com o intuito de determinar o tipo de interacdo farmacolégica dos compostos
sintetizados na presenca de antimicrobianos de primeira linha (RMP, EMB, INH) e de
segunda linha (AMK e LFX), utilizamos o método checkerboard bidimensional em
microplacas de 96 pocos. Foram selecionados 0s compostos que obtiveram uma CIM
menor que 10 uM, maior poténcia de atividade relativa ao EMB e indice de seletividade
> 10 em 2 linhagens celulares.

Através do indice de concentragéo inibitoria fracionada (FICI) foi possivel
determinar a interacéo entre as moléculas como sinérgica, aditiva ou antagénica. Dos
5 compostos sintetizados ensaiados nenhum apresentou efeito antagdnico na inibicao
das cepas sensivel e multirresistente de Mtb. Contudo foi observada uma interacao
aditiva para a maior parte dos antimicrobianos estudados. O FICI para aditividade

variou em 0,53 a 1,5 para a isoniazida, etambutol, amicacina e levofloxacina, quando
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combinado com os compostos (tabela 10) e este efeito foi observado tanto para a cepa

sensivel como para a cepa pré-XDR de Mtb.

Tabela 10 - Concentracao inibitoria fracionada resultante da interag&o in vitro dos compostos
selecionados e antimicobacterianos de primeira e segunda linha em cepas de M. tuberculosis.

Mtb H37Rv Mtb Pré-XDR 1576
Composto Antimicrobiano Combinacdo _FIC Combinagéao FIC index
FICA/FICC index FICA/FICC
RMP 0,125/0,25 0,38 0,031/0,5 0,53
INH 0,50 /0,25 0,75 0,125/0,5 0,63
c-1 EMB 0,125/0,5 0,63 0,25/0,5 0,75
AMK 0,063/0,5 0,56 0,25/0,5 0,75
LFX 0,031/0,5 0,53 0,5/0,5 1
RMP 0,063/0,5 0,56 0,0625/0,5 0,56
INH 0,50/0,25 0,75 0,125/0,5 0,63
c-2 EMB 0,5/0,5 1 1,0/05 15
AMK 0,25/0,5 0,75 0,125/0,5 0,63
LFX 0,5/0,25 0,75 0,5/0,5 1
RMP 0,25/0,25 0,5 0,5/0,25 0,75
EMB 0,5/0,03 0,53 0,125/0,5 0,63
c-3 INH 0,5/003 0,53 0,5/0,5 1
AMK 0,5/0,5 1 0,125/0,5 0,63
LFX 0,5/0,03 0,53 0,25/0,5 0,75
RMP 0,25/0,25 0,5 0,25/0,25 0,5
EMB 0.5/0.0125 0,63 0,25/0,5 0,75
0-12 INH 0.5/0.125 0,63 0,5/0,5 1
AMK 0.5/0.126 0,63 0,25/0,5 0,75
LFX 0.5/0.127 0,63 0,5/0,5 1

Fonte: o autor.

RMP: rifampicina; EMB: etambutol; INH: isoniazida; AMK: amicacina; LFX: levofloxacina; FIC: concentragdo
inibitoria fracionada.

O efeito sinérgico foi observado na combinacdo da rifampicina com o0s
compostos c-1, ¢c-3 e 0-12 em cepa sensivel de Mth. Para a cepa multi-resistente o
efeito sinérgico com a rifampicina so6 foi mantido para o derivado 0-12. Tal interagéo
provocou uma redugdo minima de 75% na concentracdo necessaria para inibir o
crescimento do bacilo, e esta ocorreu tanto para a rifampicina quanto para o0 composto
0-12 (FICI =0,5). A maior reducao observada (87,5%) ocorreu na cepa H37Rv, atraves

da interacdo do composto c-1 com a rifampicina e assim resultando no valor de FICI
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de 0,38. As interacfes sinérgicas foram representadas através de isobologramas na

figura 10.
Figura 10 - Isobologramas representando a interagdo do tipo sinérgica dos compostos
sintetizados com a Rifampicina, contra o M. tuberculosis H37Rv.
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Fonte: O autor.

6.3 CINETICA DE MORTE

Utilizamos o método da cinética de morte do Mycobacterium smegmatis (Msm)
como modelo para avaliar a dinAmica do efeito dos compostos em relacdo ao tempo.
Bem como analisar e confirmar a interacéo sinérgica indicada pelos resultadoa obtidos
através do método checkerboard. A selecao dos compostos para esta andlise levou
em consideracao os parametros de CIM < 20 uM para o M. smegmatis e IS maior ou
préximo de 10 em duas linhagens celulares.

A cinética de morte para os compostos c-2, 0-12 e d-15 foram representadas
na figura 11-A e foram utilizadas as concentracdes de 16 pM para todos os compostos
(1 x CIM). Sem a presenca de composto ou farmaco, a densidade de Msm na cultura

aumentou de 5 x 10° para 6,4 x 10’ UFC/mL em 72h de observacdo. Na concentracdo
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de 19,5 uM de rifampicina isolada, houve uma reducdo de 27% da viabilidade
bacteriana durante 24h de contato. Contudo, a partir desse periodo ocorreu um
aumento gradativo na contagem de UFC/mL.

Figura 11 - Influéncia dos derivados 2-aminoalcan-1-ol e alcanodiaminas na cinética de morte do
M. smegmatis.
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Fonte: O autor.

Legenda: A) Sobreposicao das curvas de morte dos compostos 0-12, c-2, d-15 e combinados com
rifampicina. B) Curva de morte do composto 0-12 isolado e combinado com rifampicina; C) Curva de
morte do composto c-2 isolado e combinado com rifampicina; D) Curva de morte do composto d-15

isolado e combinado com rifampicina.

O composto 0-12 (figura 11-B) demonstrou efeito tempo-dependente, no qual a
partir de 24h de exposicao foi alcancado > 99% de morte. Este efeito permaneceu
durante 48h de exposicéo e seguido de uma recuperacao do crescimento, mas ainda
assim com manutencdo do efeito inibitorio. A combinacdo do composto 0-12 com
rifampicina (12-R) demonstrou um efeito bactericida a partir de 24 horas de contato e
esta atividade permaneceu durante todo o periodo de exposicdo. Ao final das 72h, a

inibic&o foi maior que 99,9% em relagéo ao controle e esta interacéo foi avaliada como
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sinérgica por apresentar uma reducdo maior que 2 logio nas UFC/mL quando
comparado ao efeito do melhor agente inibidor isolado.

O derivado c-2 (figura 11-C) apresentou reducdo de 98,6% na densidade
bacteriana apos 24h de exposi¢ao, contudo esse efeito inibitorio foi reduzindo ao longo
do tempo, com recuperacédo do crescimento micobacteriano, ao ponto que em 72h de
contato a viabilidade bacteriana foi comparavel ao controle. Na combinacdo do c-2
com a rifampicina (2-R) foi observado uma reducéo da populacdo bacteriana maior
que 99% e este efeito permaneceu ao longo das 72h de tratamento. A interagéo do
composto c-2 com rifampicina foi considerada sinérgica e de efeito bactericida.

Com relacdo ao composto d-15 (figura 11-D), observamos que nas primeiras
24h ocorreu reducéo maior que 99% da viabilidade da cultura e que este grau de
reducdo ndo foi mantido ao longo do tempo. Isoladamente, o composto apresentou
um efeito bacteriostatico. De modo diferente, ao combinar com rifampicina foi
observado, também, um efeito sinérgico entre os agentes. Ocorreu uma interacao
sinérgica a partir de 48h de contato, onde observamos uma reducado de 2,6 logio na
contagem bacteriana e esta interagdo se manteve até as 72h de exposicgéo.

Como o composto 0-12 apresenta efeito sinérgico combinado com a
rifampicina, na metodologia de chekerboard para a cepa sensivel e pré-XDR de Mtb,
e efeito sinérgico na cinética de morte em M. smegmatis, decidimos avaliar a dindmica
de acdo ao longo do tempo na cepa pré-XDR de Mth. Durante 12 dias foi avaliado a
cinética de crescimento do isolado clinico livre de agentes com atividade
antimicobacteriana (controle) e na presenca do composto 0-12 na concentracao
inibitéria minima de 8 uM, isolado e combinado com a rifampicina (78 uM), figura 12.
A partir do segundo dia de exposicdo foi possivel observar o inicio do efeito
bactericida, tanto para o derivado 0-12 isolado quanto para a combinacdo com
rifampicina. Essa reducao foi maior que 99% na contagem das UFCs e mantiveram-
se diminuidas ao longo do tempo, chegando a uma reducdo maxima de = 99,9% em
12 dias. Entretanto, para este isolado clinico de Mtb n&do foi possivel observar
interac&o sinérgica entre a combinacéo dos agentes. Encontrou-se uma diferenca de
1 logio na contagem das UFC/mL quando comparado entre 0s agentes combinados e

isolados, demonstrando uma interagao do tipo aditiva ou indiferente.
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Figura 12 — Dinamica de ac&o do composto 0-12 isolado e em combinacdo com rifampicina na
cinética de morte do isolado clinico pré-XDR (1576) do M. tuberculosis.
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Fonte: O autor.

Composto 0-12 isolado (8 uM), rifampicina isolada (RMP — 78 uM) e 0-12 combinado com rifampicina
(12-R: 8 uM + 78 uM (64 pg/mL)).

6.4 ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA INTRACELULAR

O derivado 0-12 foi selecionado para ser analisado quanto a atividade sobre a
viabilidade intracelular do bacilo, considerando-se os resultados obtidos em relacéo a
atividade antimicobacteriana para o M. tuberculosis e M. smegmatis, e o indice de
seletividade em macrofago J774. Para averiguar tal efeito, utilizamos como
hospedeiro a linhagem de macréfago J774 para ser infectada com M. smegmatis e
em seguida receber tratamento utilizando concentraces de 1 a 2 vezes a CIM de
cada agente inibidor: 16 e 32 uM do 0-12 isolado, 19,5 e 39 puM de rifampicina, e uma
combinac¢ao de 16 uM do composto com 19,5 puM de rifampicina. Essas concentracdes
foram selecionadas com base nos resultados da CIM em M. smegmatis (tabela 9).

Apoés 6 horas de tratamento, houve reducédo (6,2%) na contagem dos bacilos
intracelulares apenas nas amostras tratadas com o composto 0-12 a 32 uM, porém
nao foi estatisticamente significativa (figura 13-A). Durante as 24 horas de tratamento
a rifampicina isolada ndo demonstrou diferenca significativa, quando comparada entre
si, em nenhuma das concentracdes testadas (19,5 e 39 uM); porém houve reducéo
estatisticamente significativa quando comparada ao controle. O composto 0-12, nas
duas concentracdes testadas, apresentou reducdo estatisticamente significativa.

Contudo, ao ser utilizado uma concentracao 2 vezes maior que a CIM do composto o-
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12, esta condicdo apresentou também uma reducédo biologica significativa de 33,3%
(reducéo de 1,9 log UFC/mL, p = 0,00029) das bactérias intracelulares (figura 13-B).

Figura 13 - Atividade antimicobacteriana intracelular do composto 0-12, livre e associado, em
macréfago J774 infectado com M. smegmatis.
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Fonte: O autor.

Legenda: A) Quantificagdo de bacilos intracelulares apds tempo de tratamento de 6 e 24h com
rifampicina (19,5 e 39 uM), 0-12 (16 e 32 uM) e 0-12 associado com rifampicina (12R - 16 uM + 19,5
UM, respectivamente). B) ecuperacao de bacilos intracelulares ap6s 24 h de tratamento. Dados
demonstrados a partir da média e desvio padrdo, valor p em relagéo ao controle “***" p = Q;
“p=0,01.

Avaliamos, também, o tratamento associado da rifampicina e 0-12, ambos na
CIM, e foi observado uma reducdo significativa estatisticamente de 12,2% (p =

0,000294) na carga bacteriana intracelular. Ao comparar as amostras tratadas com a
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associacdo do 0-12 e rifampicina (12-R) e 0-12 isolado, foi observado uma reducéo
estatisticamente significativa (p>0,05), todavia ndo foi uma reducédo biologicamente
significativa (> 1 log UFC/mL). Portanto, ndo foi demonstrada uma interacéo sinérgica
na condi¢cédo analisada de tempo e concentracdo sobre os bacilos internalizados.

6.5 ANCORAGEM MOLECULAR

Com a finalidade de investigar o possivel alvo de acao, iniciamos estudos de
modelagem molecular com a proteina MmpL3 do Mycobacterium sp. O modo de
ligacdo dos compostos foi determinado pela maior pontuacdo dentre as solucdes
possiveis para cada ligante (tabela 11). O estudo foi iniciado utilizando como
parametro de ligacdo o composto antimicobacteriano co-cristalizado com a enzima, o
SQ-109. A pontuagédo mais alta (116,3) foi obtida para o composto 0-8, enquanto o
farmaco SQ-109 demonstrou score de 102,81.

A figura 14-a demonstra a superposi¢ao das melhores solucdes de ancoragem
dos compostos avaliados. Dentre os compostos que apresentaram boa atividade
contra o organismo inteiro e maior seletividade (menor citotoxicidade), o c-2, d-15 e
0-12 apresentaram score de ligacéo de 100,4; 98,17 e 88,4, respectivamente.

Uma analise de interacdo intermolecular foi realizada com os compostos que
apresentaram maior atividade antimicobacteriana e maior afinidade com a proteina
(figura 14 b-e). Foi evidenciado um maior contato do tipo hidrofébico entre os residuos
da proteina com os compostos.

Para compreender o modo de ligacdo destas no sitio de acao, foi conduzido
uma investigacao das interacdes intermoleculares. Na figura 14 sdo evidenciados 0s
principais residuos de aminoacidos envolvidos na interacdo entre a MmpL3 e as
moléculas 0-8, c-2, 0-12 e d-15. Através desse modelo foi possivel evidenciar
diferentes modos de ligacdo destes compostos. Os residuos da proteina que
participam com interacdes do tipo hidrofébicas estdo evidenciados em verde, os que
fazem ligac6es de hidrogénio estdo em vermelho e as pontes salinas evidenciadas na

cor laranja.
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Tabela 11 - Valores de score (ChemPLP) para as solucdes de docking dos compostos sintetizados

em seus respectivos isbmeros R e S.

Score (ChemPLP)

Score (ChemPLP)

Composto R S Composto R S
0-8 112,25 116,3 0-12 87,33 88,41
0-6 106,69 107,59 d-7 87,3 85,26
d-2 105,31 101,8 c-6 86,62 85,22

0-10 101,61 105,31 0-15 85,81 91,84
d-1 101,38 100,02 d-14 85,15 81,75
0-5 100,88 98,55 o-1 85,1 80,92
c-2 100,4 98,81 c-3 84,55 88,05
0-9 99,7 102,16 a-1 83,75 90,81

0-17 99,02 100,07 0-13 83,36 90,98

0-18 98,79 98,75 c-5 83,3 85,61
a-5 98,29 88,62 d-12 81,29 80,15
o-7 96,64 111,48 c-4 80,5 77,99

0-11 96,48 101,53 d-13 78,91 76,65
d-5 95,84 90,74 c-1 76,1 78,15
0-4 93,21 94,72 d-3 75,43 73,32
a-3 91,31 94,14 0-14 75,36 85,68

0-15 91,3 96,07 a-6 75,31 76,48

0-16 91,21 88,06 d-11 74,95 72,06
a-2 90,82 91,81 0-2 74,89 81,57

d-15 90,36 98,17 a-7 73,99 72,65
d-4 89,4 86,56 d-8 68,91 66,37
d-9 88,84 90,67 d-10 67,54 69,09
0-3 88,44 92,49 d-6 61,13 62,21
a-4 88,13 80,98 SQ109 102,81

EMB 61,52

Fonte: O autor.
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Figura 14 - Sobreposi¢éo das melhores solu¢gdes de docking para cada um dos compostos utilizados
neste estudo no sitio ativo da proteina mmpL3.
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Legenda: (A) e as intera¢des intermoleculares ocorridas entre os aminoacidos presentes no sitio ativo
da proteina e os compostos (B) 0-8 (ciano), (C) c-2 (magenta), (D) 0-12 (roxo) e (E) d-15 (ciano). Os
contatos hidrofobicos estéo na cor verde, ligacdes de hidrogénio em vermelho e pontes salinas em
laranja.

Fonte: O autor.

6.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Dando continuidade a investigacao a cerca do mecanismo de acao, tivemos
por objetivo identificar possiveis alteracdes provocadas pelo composto 0-12 na
ultraestrutura do M. tuberculosis e para isto, realizamos a analise da cultura de Mtb
H37Rv através da microscopia eletrbnica de transmissao.

Através das micrografias obtidas, observamos células micobacterianas nao

tratadas (figura 15-A) e tratadas com inibidores numa concentracéo igual & CIM (figura
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15 B-C). A cultura micobacteriana que nao recebeu tratamento apresentou uma
estrutura organizada, com os limites de membrana e parede celular preservados (seta
branca), como evidenciado na figura 15-A. Apos o periodo de exposi¢do da cultura de
Mtb a 1 pg/mL de etambutol, observamos a ocorréncia de algumas alteracdes na
morfologia bacteriana. Tais alteracdes na ultraestrutura do bacilo estdo evidenciadas
na figura 15-B e foram do tipo: extrusdo de material citosolico (marcado com
asterisco), ruptura e descontinuidade do envelope bacteriano (triangulo); e aumento
de inclusbes lipidicas (x). De modo interessante, achados semelhantes foram
observados na figura 15-C, onde houve a exposicéo da cultura bacilar ao composto
0-12. Foi evidenciado, principalmente, lesdes na integridade da parede bacteriana
com a perda de material citosolico. As inclusdes lipidicas também foram observadas
nas células tratadas com esse composto.
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Figura 15 - Micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de transmisséo.

& N > =R

Legenda: A) Controle - M. tuberculosis H37Rv sem tratamento; B) tratado com 1 x CIM do EMB; B)
tratado com 1 x CIM do composto 0-12. Marcagéo grafica: (seta branca) — parede celular conservada;
(*) — perda de conteldo citosélico; (seta) — parede celular destacada dos demais componentes
celulares; (triangulo) — local de ruptura e descontinuidade da célula com extravasamento de material
citosolico; (X) inclusao lipidica intracitoplasmaética.
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7 DISCUSSAO

A tuberculose, embora seja uma doenca previnivel e curavel, provoca a morte
de aproximadamente quatro mil pessoas por dia a nivel mundial. Aliado a isso, o
preocupante aumento de casos de resisténcia, e multirresisténcia, em pacientes
recém diagnosticados, bem como o limitado arsenal antimicobacteriano disponivel,
impulsionam a pesquisa por novos medicamentos e esquemas de tratamento (WHO,
2020). Nesse contexto, no presente estudo descrevemos o potencial in vitro dos
analogos a diidroesfingosina e do etambutol contra cepas de micobactérias, sensivel
e multidroga resistente.

Na perspectiva de buscar novos protétipos ao combate da doenca, diversas
metodologias séo utilizadas. Muitas dessas abordagens englobam desde triagens in
silico e in vitro na tentativa de demonstrar a atividade antimicrobiana e explicar os
mecanismos de acdo envolvidos, seguindo para os ensaios in vivo. Dentre as
abordagens in vitro, utilizando ensaios baseados em células bacterianas inteiras,
temos a determinagdo da concentracéo inibitéria minima (CIM). Esse é um parametro
fundamental a ser avaliado, uma vez que se pode indicar compostos hits com
potencial para otimizacdo estrutural, para utilizacdo em ensaios in vivo e posterior
estudo clinico (COOPER, 2013). O sucesso dessas abordagens é sustentado pela
descoberta de novos antimicobacterianos lan¢cados no mercado, como a Bedaquilina
que foi otimizada a partir de compostos hits contra M. smegmatis e,
subsequentemente, desenvolvida como um agente anti-tuberculose multidroga
resistente (COHEN, 2013).

Observou-se nesse estudo que alguns compostos das séries aminoalcoois
(analogos a diidroesfingosina) e diaminas (analogos ao etambutol), demonstraram
além de boa atividade antimicobacteriana, uma maior poténcia de atividade inibidora
guando comparado ao etambutol em isolado clinico de M tuberculosis multidroga
resistente. De acordo com a classificacdo utilizada por Ramon-Garcia e colaboradores
(2016), os compostos inéditos avaliados no presente estudo apresentaram boa
atividade antimicobacteriana, considerando CIM < 8 ug/mL. Isso foi observado para
as substancias representativas das trés séries, ou seja: 0-12 (3,5 pg/mL), d-15 (1,76
png/mL) e 0-16 (1,1 pg/mL).

Dos 47 compostos avaliados no presente estudo, 9 deles haviam sido descritos
e avaliados anteriormente por Del Olmo e colaboradores (2009a) quanto a presenca
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de atividade frente ao Mtb. Neste estudo, de modo geral, observou-se uma
similaridade entre os valores de CIM obtidos para os compostos nao inéditos. Porém,
foi observado que 3 substancias (c-4, c-6 e 0-13) apresentaram maior diferenga de
valores de CIM, na qual houve uma faixa de variacdo entre 4 a ~30 vezes. Embora
tenha sido demonstrado uma maior poténcia de atividade no estudo de Del Olmo e
colaboradores (2009a), os mesmos compostos foram solubilizados em uma maior
concentragdo de DMSO comparada a utilizada no presente trabalho. Foi demonstrado
que, mesmo em concentragdo sub-inibitoria (2,5%), o DMSO € capaz de atuar de
forma sinérgica com antibiéticos e, por sua vez, diminuir o valor de CIM e aumentar a
poténcia de atividade do composto (JAGANNATH; REDDY; GANGADHARAM, 1995).
Esse fato pode justificar a completa solubilizagdo das substancias; contudo, com uma
maior chance de interferéncia do DMSO em aumentar a poténcia de atividade, como
observado no estudo de Del Olmo e colaboradores (2009a).

Os analogos a diidroesfingosina (c-2, 0-12, 0-16) e diamina (d-15) avaliados no
presente estudo, compartilham um nucleo estrutural semelhante e correlato com o
etambutol, um farmaco do tipo etilenodiamina que inibe enzimas do tipo
arabinosiltransferases (embCAB) (SAFI et al.,, 2010). Essa inibicdo enzimatica
acarreta o bloqueio da biossintese de arabinogalactanos e lipoarabinomananas,
componentes estruturais da parede celular micobacteriana (ZHANG et al., 2020). A
presenca desse nucleo estrutural nos analogos, além de conservar nos compostos
inéditos boa atividade antimicobacteriana, também demonstra propriedades
almejadas na descoberta de substancias prototipos.

Outro aspecto a se considerar na avaliacao de inibidores micobacterianos é a
presenca ou ndo da resisténcia cruzada aos novos compostos (INOYAMA et al.,
2018). E, de modo interessante, foi observado a permanéncia do mesmo grau de
atividade inibitéria desses andlogos em isolado clinico de Mtb (1576) que
intrinsecamente detém diversos mecanismos de resisténcia aos farmacos de primeira
e segunda linha utilizados no tratamento usual para tuberculose. Isso nos leva a inferir
gue essas substancias detém um mecanismo de acéo inibitorio diferente dos farmacos
de uso clinico e, consequentemente, supera a problemética da resisténcia cruzada.
Com relagéo a presenca de atividade inibidora frente a outras bactérias, foi observado
gue os compostos 0-12 e d-15 apresentaram boa atividade anti estafilococica (CIM <
1,76 pg/mL). A presencga de boa atividade frente a micobactéria e S. aureus foi

documentada para alguns compostos, entre eles o SQ-109 e vacquinol (FENG et al.,
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2015). Entretanto, devido ao prolongado tratamento da tuberculose é preferivel a
busca por novos agentes com reduzido espectro de acao antibacteriana, para evitar o
risco de induzir bactérias Gram positivas a se tornarem tolerantes e até mesmo o
desenvolvimento de resisténcia cruzada (GRZELAK et al., 2019).

Um outro parametro importante a ser avaliado na busca de um novo protétipo
€ a citotoxicidade. Com essa finalidade, diferentes linhagens celulares representativas
foram utilizadas como a J774 (macréfago), Vero (epitélio renal) e HepG2 (hepatdcito).
A partir dessa informac&o é determinado o indice de Seletividade (IS), outro pardmetro
gue se considera para avancar nos testes pré-clinicos, sobretudo para os testes in
Vivo, como a toxicidade aguda e avaliacdo de eficacia em modelo de infeccdo animal.
Desse modo, os compostos do tipo aminoalcandis e diaminas apresentaram
seletividade terapéutica importante para as células testadas (IS > 10) (SHARMA et al.,
2011). Apesar de serem menos seletivos quando comparados ao etambutol (IS > 178),
foram semelhantes aos analogos 1,2-etilenodiaminas sintetizados e que identificou o
protétipo SQ-109. Esse protétipo apresentou IS = 16,7 para a linhagem HepG2
(PROTOPOPOVA et al., 2005a), e encontra-se atualmente na fase 2 de estudo clinico
para tratamento de tuberculose MDR (CHETTY et al., 2017).

Outras propriedades farmacologicas observadas no estudo foram a capacidade
de interacdo sinérgica ou aditiva entre os compostos e farmacos utilizados
usualmente. Na busca por novos protétipos ativos contra micobactérias é
imprescindivel analisar o tipo de interacdo farmacologica quando esses estdo
combinados a uma ou mais substancias. Devido a constatacdo de pacientes com
tuberculose apresentar falha terapéutica quando era instituido uma monoterapia
antimicrobiana, € que o tratamento atual utiliza um regime de multidrogas como
principio da quimioterapia anti-TB (BHUSAL; SHIOHIRA; YAMANE, 2005). Levando
isso em consideracdo, observamos, através dos dados obtidos pelo método
checkerboard e pela cinética de morte, a existéncia de interacdes do tipo sinérgica e
aditiva, frente a micobactérias sensiveis (Mtb H37Rv e Msm 607) e multidroga
resistente (Mtb 1576). E relatado que substancias que agem de forma direta ou
indireta na parede celular micobacteriana, tendem a ter uma interagcdo do tipo
sinérgica com a rifampicina. Ocorre que através da desestabilizacdo de componentes
da parede celular, ha uma maior entrada da rifampicina, assim, tende a uma maior
concentracdo no citoplasma bacteriano e maior interagcdo com seu alvo de acéo
especifico (RAMON-GARCIA et al., 2016).
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Através da cinética de morte podemos avaliar a farmacodindmica de um
determinado agente antimicrobiano, ou seja, observar o0 crescimento e morte
microbiana em fungdo do tempo e concentracdo da substancia em analise (MULLER;
DELA PENA; DERENDORF, 2004). Dessa forma, observamos o efeito bactericida do
composto 0-12 e efeito bacteriostatico dos compostos c-2 e d-15. Contudo, ao
combinar a rifampicina ao tratamento, foi possivel observar uma interacéo sinérgica
para o0s trés compostos, garantindo um efeito bactericida prolongado. Essa
caracteristica bactericida e sinérgica com rifampicina também foi observada para o
farmaco SQ-109 (PROTOPOPOVA et al., 2005).

Embora ndo seja considerada critica para a progressdao do composto, a
atividade intracelular é altamente desejavel para novos inibidores micobacterianos.
Esse dado demonstra a capacidade do composto atravessar a célula eucaribtica e
inibir a proliferacdo de micobactérias internalizadas, caracteristica importante
sobretudo para a forma clinica de TB latente. Essa capacidade é um preditivo para
qgue um composto tenha atividade em modelos de eficécia in vivo de infec¢do por TB,
onde a maioria das bactérias é encontrada dentro de macrofagos (BALLELL et al.,
2013). Aqui, avaliou-se o efeito do composto 0-12 em macroéfago infectado por M.
smegmatis e observamos que 0 mesmo apresentou atividade intracelular numa
concentracdo de 32 UM, ou seja, duas vezes maior que o valor da CIM. Ao realizar a
razdo entre a CIM extracelular/intracelular, foi obtido um valor menor que 1
(SORRENTINO et al.,, 2016) e, dessa forma, indicando uma maior atividade
extracelular do composto 0-12. Este comportamento pode ser observado devido a
uma baixa permeabilidade da membrana celular para o composto ou por ativacdo de
bombas de efluxo bacteriana como resposta ao meio intracelular (ADAMS et al.,
2011).

Paralelo aos ensaios in vitro, ensaios in silico com metodologias robustas séao
realizados visando diminuicao de custos e otimizacdo do tempo na triagem e estudo
da relacdo entre alvos moleculares e inibidores (CHETTY et al, 2017). Ao
constatarmos a presenca de atividade desses inibidores, mesmo em isolado de Mtb
resistente a multiplas drogas, foi hipotetisado que tais compostos apresentariam um
novo alvo de agéo. E, devido & semelhanca estrutural dos compostos estudados com
0 etambutol e SQ-109, foi analisado através de docking molecular duas proteinas

relatadas por serem inibidas por esses farmacos. Inicialmente, buscou-se avaliar
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possivel interacdo dos compostos com a enzima embC; contudo, ndo houve resolucao
de ancoragem (dados ndo mostrados).

Todavia, o estudo foi direcionado para a proteina mmpL3, a qual vem sendo
explorada como um alvo terapéutico por ser considerada essencial a replicacéo e
viabilidade das células micobacterianas (GRZEGORZEWICZ et al., 2012).
Especificamente, a mmpL3 participa da translocacao de acidos micélicos, produzidos
no citoplasma micobacteriano, para ser utilizado na formagdo do envelope
micobacteriano, tornando-o mais hidrofobico, espesso, e impermeavel a diversos
antibioticos. O primeiro dado estrutural foi elucidado recentemente por Zhang e
colaboradores (ZHANG et al., 2019). Apds analise da interagéo in silico dos derivados
aminoalcandis e diaminas com a proteina transmembranar mmplL3, obtivemos
pontuacbes de acoplamento molecular semelhantes ao SQ-109. Observamos
também uma boa correlacdo de pontuacdo tedrica com a atividade bioldgica,
principalmente para os compostos c2, d-15 e 0-12.

Ao analisar possiveis alteracbes na estrutura do M. tuberculosis apés
tratamento com 0 composto 0-12, observamos por microscopia eletronica de
transmissao a presenca de achados como a descontinuidade da integridade parede
celular micobacteriana. Tal efeito provoca, consequentemente, a perda da viabilidade
celular, uma vez que o envelope micobacteriano é essencial para sua sobrevivéncia.
O envelope age, assim, como barreira contra a entrada de antibidticos e modula a
resposta imune do hospedeiro (BRIKEN et al., 2004; JARLIER; NIKAIDO, 1994).

Observamos ainda, através da microscopia eletronica, a presenca de inclusées
lipidicas nas células micobacterianas. Esse achado também foi relatado no estudo de
Vijay e colaboradores (2018), no qual cultura liquida de isolados clinicos de Mtb e da
cepa H37Rv expostas a mesilato de deferoxamina (utilizado como quelante de ferro),
apresentavam um aumento no acumulo de inclusdes lipidicas. A presenca aumentada
dessas inclus@es esta relacionada a uma resposta a presenca de estresse oxidativo,
provocado por um agente externo, no qual ocorre um aumento do acumulo de lipidios
como mecanismo de adaptacéo celular bacteriana para inicio e sobrevida de uma fase
de laténcia do organismo (BARISCH; SOLDATI, 2017). Apesar desses dados serem
indicios de um amplo mecanismo de acdo dos analogos da diidroesfingosina em
micobactérias, novos estudos moleculares serdo necessarios para confirmar essa

hipotese.
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8 CONCLUSAO

Nesse estudo, através de diversos ensaios fenotipicos baseados na utilizacéo
de célula inteira do Mycobacterium sp. foram identificados potentes inibidores
micobacterianos. Essas substancias anélogas a diidroesfingosina e ao etambutol (c-
2, d-15 e 0-12) apresentaram propriedades necessarias ao desenvolvimento de
drogas anti-tuberculose como:

a) presenca de atividade inibitoria em cepa multidroga resistente e, portanto, a

auséncia de resisténcia cruzada,;

b) capacidade de agir de forma sinérgica e aditiva com farmacos de primeira e
segunda linha utilizados no tratamento da tuberculose;

c) capacidade de reduzir a carga bacteriana em macréfagos infectados,
indicando um efeito bactericida intracelular;

d) poder de acoplamento a uma proteina essencial (mmpL3) & manutencéo da
parede micobacteriana, levando a um possivel bloqueio de sua funcéo
(abordagem in silico);

e) capacidade do composto 0-12 em alterar a integridade da parede celular do
M. tuberculosis (abordagem in vitro).

Diante do exposto, pode-se concluir que os derivados relacionados a
diidroesfingosina e etambutol - com destaque para 0 composto 0-12, apresentam
propriedades farmacolbgicas apropriadas para dar continuidade ao processo de
otimizacdo e desenvolvimento de um composto protétipo candidato para o tratamento

da tuberculose sensivel e multidroga resistente.
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Effects of the encapsulation of usnic acid into liposomes
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Mycobacterium tuberculosis (Mtb) has acquired resistance and consequently the antibiotic therapeutic options avail-
able against this microorganism are limited. In this scenario, the use of usnic acid (UA), a natural compound, encapsulated
into liposomes is proposed as a new approach in multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) therapy. Thus the aim of this
study was to evaluate the effect of the encapsulation of UA into liposomes, as well as its combination with antituberculons
agents such as vifampicin (RIF) and isoniazid (INH) against MDR-IB clinical isolates. The in vitro antimycobacterial
activity of Ud-loaded liposomes (UA-Lipo) against MDR-TB was assessed by the microdilution method. The in vitro
interaction of UA with antifuberculous agents was carried out using checkerboard method. Minimal inhibitory concentra-
tion values were 31.25 and 0.98 pg/mL for Ud and UA-Lipo, respectively. The results exhibited a synergistic interaction
between RIF and UA [firactional inhibitory concentration index (FICI) = 0.31] or UA-Lipo (FICI = 0.28). Regarding INH,
the combination of UA or UA-Lipo revealed no marked effect (FICI = 1.30-2.50). The UA-Lipo may be used as a dosage
Jform to improve the antimyvcobacterial activity of RIF, a first-line drug for the treatment of infections caused by Mtb.

Key words: MDR-TB - antimycobacterial activity - synergism - usnic acid - liposomes

Tuberculosis (TB) is a chronic bacterial infection
caused by an airborne microorganism known as Mycobac-
terium tuberculosis (Mtb). The treatment for susceptible
Mitb isolates is based on a combination of isoniazid (INH),
rifampicin (RIF), ethambutol (EMB) and pyrazinamide
(PZA) (WHO 2013). Patients with TB infection usually
require a long-term therapy and non-compliance with
the full therapeutic regimen may lead to the emergence
of multi- and extensively drug-resistant Mtb (MDR-TB
and XDR-TB) strains (Ganihigama et al. 2015). In 2010,
only 48% of MDR-TB patients worldwide were success-
fully treated with the currently used anti-TB drugs (WHO
2013). The therapeutic options for the treatment of MDR-
TB are PZA concurrently with second-line drugs such as
ethionamide, prothionamide, clycloserine, capreomycin,
p-aminosalicylic acid or fluoroquinolones (Mukherjee et
al. 2004). Since the second-line of antituberculous drugs
exhibit more toxicity, are more expensive and less potent
than the first-line agents (Kaur & Singh 2014), there is
an urgent need to find new effective drugs, new forms of
drug administration and combinations of antituberculous
agents for the treatment of TB.
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In the last few years, many new synthetic or natural
agents have been tested against Mtb in order to discover
compounds capable of replacing or complementing estab-
lished drugs used in TB therapy (WHO 2013). Usnic acid
(UA), a lichen dibenzofuran derivative, has been shown
to have an interesting antimycobacterial activity (Ingolf-
sdéttir et al. 1998). However, its weak potency compared
with reference antimycobacterial drugs does not allow its
use as an antituberculous drug (Yempala et al. 2013).

Moreover, nanotechnology has emerged as an effi-
cient tool able to enhance drug efficacy and overcome
the resistance of Mycobacterium against well-known an-
tibiotics usually prescribed in clinical practice (Yempala
et al. 2013). These advantages, associated with the fact
that only one anti-TB drug (TMC207) has been approved
by the United States Food and Drug Administration in
the last four decades, indicate the feasibility of nanosys-
tems, such as liposomes containing antimycobacterial
drugs (Ganihigama et al. 2015). Liposome encapsulation
has long been shown to improve the therapeutic efficacy
of antimicrobial drugs (El-Ridy et al. 2007, Gaspar et al.
2008). More recently, proliposomes containing levoflox-
acin have been used in the form of Mtb treatment with
promising results (Rojanarat et al. 2012). With regard
to the combination of drugs, pulmonary TB and further
drug-resistant cases almost invariably require a combi-
nation of multidrug regimens over long periods of treat-
ment (Pham et al. 2015). Therefore, the combination of
first-line drugs (e.g. RIF or INH) with UA in drug deliv-
ery systems, emerges as an approach to take advantage in
TB therapy (Bapela et al. 2006, Ganihigama et al. 2015).
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Although the in vitro and in vivo antimicrobial activity
of UA (Marshak & Kuschner 1950, Honda et al. 2010, Ra-
mos & Silva 2010), and UA encapsulated into liposomes
against Mtb is well established (Lira et al. 2009), their ac-
tivity against MDR-TB, as well as their interactions with
RIF and INH, has not yet been investigated. Thus, the aim
of our study was to evaluate the effect of UA encapsula-
tion into liposomes (UA-Lipo) and its combinations with
RIF or INH, against MDR-TB clinical isolates.

MATERIALS AND METHODS

INH, RIF, (+)-UA, cholesterol (Chol), stearylamine
(SA) and Middlebrook 7H9 medium were obtained from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Middlebrook OADC
Enrichment was purchased from Becton Dickinson (New
Jersey, USA). Soybean phosphatidylcholine (PC) (94%
Epikuron 200%) was furnished by Lipoid GMBH (Lud-
wigshafen, Germany). All solvents and other chemicals
were supplied by Merck (Darmstadt, Germany).

Preparation and chavacterisation of iposomes con-
taining UA - Positively-charged liposomes containing
UA-Lipo were prepared using lipids at 80 mM (soya
PC, Chol and SA; 8:1:1) and UA (2 mg/mL) by the thin
film method. Briefly, lipid constituents and UA were
dissolved in a mixture of chloroform and methanol (3:1
v/v) under magnetic stirring. The solvents were removed
under pressure (37°C, 80 rpm) and the thin film formed
was hydrated with 10 mL of phosphate buffer solution
(7.4 pH). The liposomal dispersion was then sonicated
(Vibra Cell, BRANSON, USA) at 200 W and 40 Hz for
300 s in order to obtain small unilamellar vesicles.

The mean particle size and polydispersity index of
liposomes were measured by photon autocorrelation
spectroscopy using a laser particle analyser Delsa TM
Nano-S (Beckman Coulter, UK). The zeta potential of
the liposomes was determined by electrophoretic mo-
bility using a ZetasizerNano-ZS90 (Malvern, Worces-
tershire, UK). Analyses were performed using samples
diluted with deiomsed water (2:1) at 25°C. Moreover, the
encapsulation efficiency of UA into liposomes was de-
termined using ultrafiltration/centrifugation by a previ-
ously validated method (Lira et al. 2009).

Antimycobacterial activity - Mycobacterium strains
and growth conditions - The Mtb H37Rv ATCC 27294
strain and six MDR-TB clinical isolates were studied
(MDR-TB 1412, 1619, 0729, 1411, 1409 and 1484). MDR-
TB isolates were obtained from the Central Public Health
Laboratory of Pernambuco (LACEN/PE, Brazil). Drug
susceptibility of MDR-TB isolates to first-line drugs
[EMB, streptomycin (SM), INH and RIF] was verified
using standard agar methods (LACEN, PE, Brazil). Mtb
strains were cultured in Middlebrook 7H9 broth supple-
mented with 10% (v~v) OADC, 0.05% (v/v) Tween 80
(Sigma-Aldrich) and 0.2% (v/v) glycerol (Sigma-Aldrich)
and incubated at 37°C for approximately 10 days.

Determination of the minintum inhibitory concentra-

tion (MIC) - The antimycobacterial activity of the tested
samples (UA and UA-Lipo) and the reference drugs,

INH and RIF, was determined in triplicate through the
Microplate Alamar Blue Assay (CLSI 2011). Initially, all
the 96-well microplates were filled with 100 pL of Mid-
dlebrook 7H9 broth. Serial two-fold dilutions of drugs
were made by transferring 100 pL from the first to the
last well. INH solution was prepared in sterile distilled
water and diluted in 7H9 broth to a concentration from
16 to 0.25 pg/mL. RIF and UA were dissolved in 0.5%
methanol (8-0.125 pg/mL and 125-1.95 pg/mL, respec-
tively) and UA-Lipo was dissolved in Middlebrook 7H9
broth (500-0.122 pg/mL). Finally, the concentrations
of H37Rv ATCC 27294 and MDR-TB clinical isolates
were adjusted to a density corresponding to 1.0 McFar-
land turbidity standards, followed by dilution (1:20 v/v)
in 7H9 broth. Each well was inoculated with 100 puL of
this bacterial suspension. Plates were incubated at 37 +
1°C for approximately 10 days. Next, 30 uL of freshly
prepared resazurin (0,01%) was added to each well and
incubated for 24 h. Growth of the microorganisms after
reincubation at 37 + 1°C for 24 h was verified by visual
determination of a colour change from blue to pink. The
MIC is defined as the lowest drug concentration that
prevents the colour change. The positive and negative
control wells were consisted of Middlebrook 7H9 broth
with bacterial suspension, and Middlebrook 7H9 broth
plus the tested drugs, respectively. Methanol (0.5%) and
unloaded liposomes (40-0.625 mM total lipid concentra-
tion) were used to evaluate any possible effects of sol-
vents and liposomal constituents on bacterial growth.
All the experiments were performed in triplicate.

Checkerboard method - The in vitro interactions be-
tween RIF or INH and UA or UA-Lipo were evaluated
by the checkerboard bidimensional method (Agertt et al.
2013). Initially, the 96-well microplates were seeded by
dispersing 100 pL of Middlebrook 7H9 broth into each
well. Next, it was dispensed in the X-axis of the 96-well
microdilution plates the serially diluted standards (RIF or
INH) and in the Y-axis the testing drugs (UA or UA-Lipo)
to obtain a final concentration equal to the MIC or dilu-
tions lower than the MIC of the respective drugs. Finally,
the bacterial concentration was adjusted to a density cor-
responding to 1.0 McFarland turbidity standards, followed
by dilution (1:20 v/v) in the 7H9 broth. Each well was inoc-
ulated with 100 pL of this bacterial suspension. The plates
were then incubated at 37 = 1°C for approximately 10 days.
All the experiments were performed in triplicate.

>, FICI=FIC, +FIC, = MIC,/ MIC, + MIC, ,/ MIC,

The data were analysed after calculating the frac-
tional inhibitory concentration index (FICI) as follows:

Where MIC,, equals the MIC of drug A in combi-
nation with drug B; MIC, is the MIC of drug A alone;
MIC,, equals the MIC of drug B in combination with
drug A and MIC, is the MIC of drug B alone. The inter-
action is considered synergistic for FICI < 0.5; additive
(0.5 <FICI<1); indifferent (1 <FICI £4) and antagonis-
tic (FICI > 4) (Agertt et al. 2013).
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RESULTS

Physicochemical characterisation of liposomes -
UA-Lipo prepared with a 14:1 lipid:drug molar ratio (80
mM of lipids) exhibited a mean particle size of 146.46
+ 1.91 nm, PDI of 0.32 £ 0.01, surface charge of + 21.30
+ 0.51 mV and the drug efficiency ratio was practically
100% (99.56 -+ 0.74%).

Antimycobacterial activity - MIC - The antimycobac-
terial activity of UA, UA-Lipo, as well as reference drugs
against MDR-TB clinical isolates is shown in Table L
The susceptibility of each Mtb strain to UA and UA-Lipo
were 31.25 pg/mL and 0.98 pg/mL, respectively, for all
the strains tested while the MIC of INH and RIF varied.
As expected, 0.5% methanol and empty liposomes did
not exhibit any antimycobacterial activities.

TABLEI

Antimycobacterial activity of compounds tested against
Mycobacterium tuberculosis clinical isolates

MIC
(ng/mL)
M. tuberculosis strains INH RIF UA UA-Lipo
H37Rv <025 <012 3125 098
1412 =16 4 3125 0098
1619 16 8 3125 0.98
0729 >16 =8 3125 0.8
1411 16 8 3125 0.98
1409 4 =8 3125 0.8
1484 >16 =8 3125 0.8

H37Rv: virulent strains; INH: isoniazid; MIC: minimum in-
hibitory concentration; RIF: rifampicin; UA: usnic acid; UA-
Lipo: usnic acid encapsulated into liposomes.

Checkerboard method - The in vitro interactions
were evaluated in two MDR-TB isolates (1619 and 1411)
as these isolates presented the MIC values set for the
reference and tested drugs. The interaction results of
UA and UA-Lipo with INH and RIF against MDR-TB
isolates are shown in Table II. The FICT of the combina-
tions UA/INH and UA-Lipo/INH ranged from 1.30-2.5,
exhibiting an indifferent effect. However, the combina-
tions of UA/RIF and UA-Lipo/RIF exhibited a synergis-
tic effect, resulting in a value below the threshold used to
determine synergism (FICT < 0.5).

DISCUSSION

In this paper, conventional liposomes were selected as
vehicles for UA because they are suitable carriers for an-
tibiotics used in the treatment of intracellular pathogens,
such as Mtb (Drulis-Kawa & Dorotkiewicz-Jach 2010).

Lira et al. (2009) reported a high encapsulation ratio
of UA of approximately 96%, in their pioneer paper on
liposomes containing UA (10:1 lipid:drug molar ratio,
42 mM of lipids). The present results indicate that the
increase in the total lipid concentrations to 80 mM influ-
enced the drug loading in liposomes (UA = 2 mg/mL),
in comparison with our previous study (42 mM of lipids
and UA = 1.5 mg/mL) (Lira et al. 2009).

Initially, the resistance of all the clinical isolates used in
the present paper was thus confirmed, given that Ganihiga-
ma et al. (2015) reported MDR-TB isolates based on their
resistance to INH and RIF (MIC values of 2- > 8 pg/mL).

The antimycobacterial activity of UA is in agreement
with those reported in the literature. Honda et al. (2010)
evaluated the anti-tubercular activity of lichen deriva-
tives against Mtb (H37Rv), including UA, with a MIC of
62.5 pg/mL. In the same year, Ramos and Silva deter-
mined the antimycobacterial activity of UA against re-
sistant and susceptible Mtb clinical isolates. They found
MIC values of 12.25 pg/mL for the standard sensitive
strain H,,Rv and 1.56-12.5 pg/mL for Mtb clinical iso-

TABLE I

Effect of usnic acid or UA-into liposomes in combination with isoniazid or rifampicin
against multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis clinical isolates

MIC in combination

(ng/mL)
Combination MDR-TB clinical isolates UA UA-Lipo INH RIF FICI Interaction
UA/INH 1619 31.25 - 4 - 1.30 Indifferent
1411 62.5 - 16 - 250 Indifferent
UA-Lipo/INH 1619 - 0.98 16 - 2.00 Indifferent
1411 - 62.5 4 - 2.25 Indifferent
UA/RIF 1619 7.81 - - 0.5 0.31 Synergistic
1411 7.81 - - 1 0.38 Synergistic
UA-Lipo/RIF 1619 - 0.122 - 1 0.25 Synergistic
1411 - 0.245 - 0.25 0.28 Synergistic

FICI: fractional inhibitory concentration index; INH: isoniazid; MDR-TB: multidrug-resistant M. fuberculosis; MIC: minimum
inhibitory concentration; RIF: rifampicin; UA-Lipo: usnic acid encapsulated into liposomes.
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lates with monoresistance to INH, SM or RIF. Regard-
ing the UA-Lipo, all isolates exhibited MIC values (0.98
pg/mL) more than 30-fold lower than UA alone. This
phenomenon observed in MIC for all isolates may be
explained in the sense of these strains have never come
into contact with UA and UA-Lipo earlier, and thus have
a certain degree of susceptibility and uniformity.

One possible explanation for the enhancement of anti-
microbial activity owing the encapsulation of UA into lip-
osomes may be attributed to electrostatic interactions be-
tween negatively-charged cartboxyl groups of mycolic ac-
ids, which are the main components of the Mtb cell wall (Pi-
nheiro et al. 2013), and positively-charged liposomal vesi-
cles. In addition, liposomes and bacteria can interact direct-
Iy by fusion processes, leading to the release of the encap-
sulated antibiotic within the bacteria (Sachetelli etal 2000).

Other authors also have found that the encapsulation
of antibiotics into liposomes enhances the antimycobac-
terial activity as compared with pure drugs. In 2009,
Changsan et al. (2009) encapsulated RIF inte liposomes
using the thin film method. The MIC value of RIF en-
capsulated into liposomes against Mycobacterium bovis
was 0.2 pM, whereas the MIC of RIF was higher (0.8
uM), thus indicating that liposomes were more efficient.
Recently, Rojanarat et al. (2012) prepared proliposomes
containing levofloxacin (LEV-proliposome) and its ac-
tivity against M. bovis was assessed. The antimycobacte-
rial activity of LEV-proliposomes was higher than LEV
(MIC = 0.5 and 1 pg/mL, respectively). These in vitro
results demonstrate that the encapsulation of drugs into
liposomes may boost their antimycobacterial activity.

Yempala et al. (2013) synthesised novel dibenzofuran
derivatives through molecular hybridisation and evalu-
ated their antimycobacterial activity against Mtb H37Rv.
Among the compounds analysed the lowest MIC value
was 3.12 pg/mL. In comparison with our results, one may
state that the encapsulation of UA into liposomes was
three times more effective than the new UA derivatives.

The checkerboard method was used to verify the
possible interaction effects of the combination of drugs
on the antimicrobial activity of the compounds tested
against Mtb. The drug combination regimens could lead
to successful therapeutic schemes for TB treatment,
considering MDR-TB isolates can rapidly develop resis-
tance to new drugs, especially those redesigned from the
existing scaffolds of the currently used anti-TB drugs
(Ganihigama et al. 2015).

In synergism, the drugs involved can affect different
targets in the microorganisms (Rastogi et al. 1998, Agertt
et al. 2013). Thus the result obtained with the combina-
tions of UA and UA-Lipo with RIF demonstrated an en-
hancement of their antimycobacterial activity, when com-
pared with the effect of both drugs used separately.

Bapela et al. (2006) were pioneers in experiments
combining natural products with antituberculous agents,
such as INH and RIF. The combinations of INH or RIF
with 7-methyljuglone, a natural product isolated from
Euclea natalensis, reduced MIC values four fold and
eightfold, respectively. Results showed a synergistic ef-
fect for both combinations against Mtb isolates.
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In 2013, Rey-Turado et al. (2013) evaluated the in
vitro effect of combinations between antituberculous
agents such as INH, RIF and EMB against drug-sus-
ceptible clinical isolates. The FICT values for all isolates
were 1.5, showing indifferent effect. We can, therefore,
say that our results of combinations between UA or UA-
Lipo and RIF were more effective than the first-line
drug combinations proposed by those authors.

Thus, UA-Lipo may be used as a dosage form to im-
prove the antimycobacterial activity of RIF, a first-line
drug for the treatment of infections caused by Mitb.
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