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RESUMO

A tuberculose (TB) continua sendo um grave problema de saude publica agravada pelo
aparecimento de cepas M. tuberculosis (Mtb) multidroga-resistentes (MDR). O atraso
no estabelecimento do tratamento, comum nos casos de MDR-TB, pode conduzir a um
processo inflamatoério deletério em individuos hiper-reativos, encorajando a utilizacéo
da terapia adjuvante com base em intervenc¢fes anti-inflamatdérias, além da descoberta
e utilizacdo de novos antibidticos anti-Mtb. Diversas substancias naturais, dentre elas,
as chalconas, tém sido descritas em relacdo aos efeitos anti-inflamatérios e
antimicobacterianos, representando uma ferramenta potencial para a descoberta de
novos farmacos. A combinacéo destas propriedades para uma mesma substancia pode
proporcionar as chalconas uma vantagem importante no seu uso contra a TB,
entretanto, chalconas com atividade dual ainda ndo foram identificadas. Neste estudo,
uma série de 41 chalconas sintéticas foi avaliada quanto as propriedades anti-
inflamatérias (inibicdo da ativacdo dos macréfagos por LPS) e propriedades
antimicobacterianas (inibicdo do crescimento bacteriano em cultura e em macréfagos
infectados). Sete chalconas inibiram fortemente a producdo de NO e PGE; pelos
macroéfagos estimulados por LPS através da inibicdo especifica da expressao de iNOS
e COX-2, destacando as chalconas 4 e 5 respectivamente. Quatro amostras dentre
estas sete mais ativas, foram também capazes de inibir a producdo de TNF-a e IL-1pB.
Oito chalconas avaliadas foram capazes de inibir o crescimento de M. bovis BCG e M.
tuberculosis H37Rv em cultura bacteriana e em macrofagos infectados. Quatro destas,
incluindo as chalconas 4 e 5, foram ativas contra a cepa Mtb hipervirulenta, inibindo
tanto a viabilidade bacteriana intracelular como também, o crescimento de bactérias
extracelulares agregadas em clumps. A amostra com maior potencial para ambas as
atividades (anti-inflamatéria e antimicobacteriana), a chalcona 5, foi utilizada para
avaliacdo do efeito terapéutico no tratamento da TB severa induzida nos camundongos
C57BI/6 por cepa Mtb hipervirulenta. O tratamento com a chalcona 5 durante 2 ou 3
semanas foi capaz de diminuir a area de patologia pulmonar granulomatosa e reduzir o
desenvolvimento de areas necréticas. Em acordancia, o tratamento mostrou
significativa reducdo na frequéncia de leucocitos no pulméo, especialmente de
neutrofilos, e diminuiu a producdo de citocinas inflamatérias quantificada no
sobrenadante da cultura ex vivo das células pulmonares. Além disso, foi observada a
inibicdo do crescimento bacilar nos pulmdes e da disseminacao do bacilo para o baco e
figado. Os dados obtidos demonstraram que a chalcona 5 € uma substancia
promissora para estudos prospectivos que visam a geracao de novos farmacos anti-TB
para o tratamento adjuvante da TB grave associada com inflamacéo exacerbada. Este
foi o primeiro estudo descrevendo uma nova abordagem para o screening de chalconas
anti-TB focando a atividade biolégica dual, anti-inflamatéria e antimicobacteriana. Em
adicdo, esta foi a primeira descricdo destas atividades para a chalcona 5, assim como
efetivo potencial no tratamento da tuberculose severa em modelo murino.

PALAVRAS-CHAVE: Chalconas, Anti-inflamatdrio, Antimicobacteriano, Imunopatologia

e Tuberculose.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) remains a serious public health problem aggravated by the
emergence of M. tuberculosis (Mtb) strains resistant to multiple drugs (MDR). Delay in
TB treatment, common in the MDR-TB cases, can lead to deleterious life-threatening
inflammation in hyper-reactive individuals, encouraging the use of adjunctive therapy
based on anti-inflammatory interventions, in addition to the discovery of new anti-Mtb
drugs. Several natural substances of different origins, among them, the chalcones, have
been studied in relation of anti-inflammatory and antimycobacterial properties and
represent a potential tool for the discovery of new drugs. A combination of these
properties in one compound could provide an important advantage for chalcones as
potential anti-tuberculosis drugs, but chalcones exhibiting both anti-inflammatory and
antimycobacterial properties have not yet been identified. In this study, a series of forty
synthetic chalcones (substituted compounds) was evaluated in vitro for their anti-
inflammatory properties (inhibition of macrophage activation induced by LPS) as well as
antimycobacterial properties (inhibition of bacterial growth in culture and in the infected
macrophages). Seven compounds strongly inhibited NO and PGE; production by LPS-
stimulated macrophages through the specific inhibition of INOS and COX-2 expression,
respectively, with compounds 4 and 5 standing out in this respect. These compounds
were able to inhibit production of TNF-a and IL-18 as well. Additionally, eight of the
studied compounds were able to inhibit growth of the M. bovis BCG and Mtb H37Rv
strains in bacterial cultures and in infected macrophages. Four of them, including
compounds 4 and 5, were active against a hypervirulent clinical Mtb isolate as well,
inhibiting growth of the intracellular bacteria and extracellular bacterial clumps. The
compound 5, demonstrating dual activities in vitro, was evaluated for the therapeutic
effects in C57BL/6 mice infected with hypervirulent Mtb strain. The treatment with
chalcone 5 for 2 or 3 weeks led to reduction of the area of lung pathology (pneumonia)
and prevented development of pulmonary necrosis. In agreement, the treatment
showed significant reduction in the frequency of the lung- infiltrating cells, especially
neutrophils, and decreased production of inflammatory cytokines quantified in the
supernatants of lung cells cultured ex vivo. The treatment with chalcona 5 also reduced
bacterial loads in the lungs and dissemination to spleen and liver. The obtained data
demonstrate that the chalcone compound 5 is a promising agent for further studies
aimed at the generation of new anti-TB drugs for the adjunctive therapy of severe TB
associated with exacerbated inflammation. This is the first report describing a new
approach for the screening of anti-TB chalcones focusing on dual biological activities,
such as anti-inflammatory and antimycobacterial. And the first time that these both
activities were described for compound 5.

KEYWORDS: Chalcones, Anti-inflammatory, Antimycobacterial, Immunopathology and

Tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Tuberculose

A tuberculose (TB) permanece como uma das doencas infecciosas com maior
taxa de mortalidade no mundo. Considerada um problema de saude publica em 1993,
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), apds 20 anos, em 2013, foram estimados
9 milhdes de casos incidentes de TB e 1,5 milhdo de mortos pela doenca, dentre os
quais 360.000 pessoas eram HIV-positivo e 210.000 apresentavam TB multidroga-
resistente (MDR-TB) (WHO, 2014a). O Relatério Global de Tuberculose fornecido pela
OMS em 2014 estimou que 60% dos casos de TB e de niumero de mortes ocorreram
entre 0os homens, enquanto que 510.000 mortes ocorreram entre mulheres e 35%
destas apresentando coinfecgdo com virus HIV.

A maioria dos casos de TB (cerca de dois tercos) é pulmonar, sendo comum a
presenca de tosse por mais de 2 a 3 semanas, perda de peso e febre. A TB
extrapulmonar, muito presente em pacientes HIV-positivo € na maioria das vezes
pleural, linfatica, raquidiana ou urogenital (NUNN et al., 2005).

As caracteristicas da doenca manifestada nos individuos expostos ao bacilo da
tuberculose ndo sdo uniformes, ha um espectro de manifestacdes clinicas possiveis
com diferencas no tipo e extensdo da patologia desenvolvida no pulméo e intensidade
de progresséao da doenca (LOPEZ et al., 2003). Em um terco da populacdo mundial a
infeccdo por Mycobacterium tuberculosis (Mtb) € latente com risco de reativacdo da
doenca em 5 a 10% dos individuos (KUMAR et al.,, 2011 e PHILLIPS e ERNEST,
2012). Embora mais de 90% das pessoas infectadas sejam capazes de conter a
infeccdo em estagio latente com lenta progresséao, elas também representam um amplo
reservatorio para novos casos de TB ativa (OTTENHOFF e KAUFMANN, 2012).

O desenvolvimento de resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da TB é
uma ameaca ao controle da doenca em diversas regides do mundo. Em 2013, entre os
novos casos, 3,5% apresentavam TB multidroga-resistente e 20,5% destes foram de
pessoas previamente conduzidas ao tratamento. Dos pacientes com diagnostico de
MDR-TB, 9% desenvolveram TB extensivamente resistente a drogas (XDR-TB) (WHO,
2014b). A TB multidroga-resistente esta presente em nivel mundial e a XDR-TB foi
notificada em 100 paises sendo quinze destes com 10 ou mais casos reportados
(ZUMLA et al., 2013 e WHO, 2014b).



Varios fatores estdo relacionados ao aumento dos casos de TB além do
aparecimento de cepas resistentes a medicamentos, tais como a epidemia de AIDS, a
desnutricdo, baixa condicdo socioecondmica, 0 tabagismo, o consumo excessivo de
alcool, diabetes, poluicdo do ar e a migracdo populacional. Estudos adicionais
descreveram outras complicagdes, como interagbes medicamentosas de alguns
farmacos anti-TB com medicamentos utilizados no tratamento anti-HIV ou diabetes e a
longa duracdo do tratamento (pelo menos 6 meses), conduzindo a relutancia do
paciente em aderir adequadamente ao tratamento ou o abandono do mesmo (KUMAR
et al., 2011; KOUL et al., 2011 e COLE e RICCARDI, 2011).

Além disso, a auséncia de acesso imediato a um tratamento efetivo e adequado,
de ferramentas de diagnéstico ideais, do desenvolvimento de novos farmacos de baixa
toxidade e custo e de uma vacina amplamente eficaz; em conjunto problematizam o
cenario clinico da TB (DHEDA et al., 2010 e ARBEX et al., 2010).

Atualmente, o incentivo cientifico e politico para o desenvolvimento de
medicamentos e uma nova abordagem de utilizacdo para 0s que estdo em uso
mostram o esfor¢o continuo para superar os desafios com relagcdo a doenca, a fim de
erradicar o desenvolvimento da TB resistente ao tratamento.

De acordo com a OMS, até 2050 sao estimados que as substancias descobertas
a partir de novas fontes e o desenvolvimento de vacinas alcancarédo estagios clinicos

de pesquisa avangados.

1.2. O micro-organismo

O género Mycobacterium (Mycobacteriaceae) pertence a ordem Actinomycetes e
inclui mais de 160 espécies/subespécies de bactérias. Este género € composto por
grande numero de patdgenos de importancia clinica, alguns causadores de doenca em
humanos e animais (M. tuberculosis, M. leprae e M. bovis) e outros oportunistas (M.
avium e M. kansasii) (DAl et al., 2011).

A TB é causada por bactérias que fazem parte do complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC). MTBC inclui M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M. bovis,
M. bovis BCG, M. microti, M. caprae, M. orygis, e M. pinnipedii. O MTBC é
caracterizado por espécies com diferentes padrdes de tropismos por hospedeiros,
viruléncia, patogenicidade e resisténcia a farmacos, embora ocorra 99,9% de
similaridade a nivel de nucleotideos (POUNDER et al., 2010 e COSCOLLA et al.,

2013).



O principal agente etiolégico da tuberculose humana € M. tuberculosis, que tem
um tropismo exclusivo por este hospedeiro. No entanto, M. bovis, agente etiologico da
tuberculose bovina, pode causar lesdes semelhantes ao M. tuberculosis (5 a 20% de
todos os casos de TB humana) e manifestacdo extrapulmonar com maior fator de risco
em pacientes imunossuprimidos (KOLDITZ et al., 2010 e JORDAO e VIEIRA, 2011).

M. tuberculosis é um patogeno intracelular facultativo, embora seu ciclo de vida
extracelular seja menos abordado. O macréfago alveolar € a primeira célula
hospedeira, fagocitando o bacilo e sendo estimulado a producéo de varios mediadores
quimicos, apesar do patdgeno ser capaz de escapar ou evitar a sua morte (PHILLIPS e
ERNST, 2012 e ORME, 2013). No entanto, o bacilo permanece na fase intracelular por
um breve periodo, se adaptando ao estado fisiolégico extracelular, num segundo
momento do processo da doencga, no qual, de fato, passa a maior parte do seu ciclo de
vida. Bacilos persistentes sdo quase todos extracelulares e potencialmente formam
biofilmes (HUNTER et al., 2006; ORME, 2011 e ORME, 2013).

O crescimento lento e a resisténcia a descoloracdo por alcool e acidos séao
caracteristicas relacionadas aos altos niveis de lipideos, principalmente acidos
micolicos na parede celular micobacteriana. Os acidos micolicos sdo encontrados em 3
classes principais, alfa, metoxi e ceto-micolatos (Figura 1), sendo responsaveis por
50% do peso seco micobacteriano e estdo ligados de forma covalente a
arabinogalactanos. Outros  componentes da parede celular incluem
lipoarabinomananas manosiladas (Man-LAM), lipomananas (LM) e manoglicoproteinas.
A espessa camada de acidos micodlicos embora dificulte a entrada de nutrientes,
aumenta a resisténcia celular a degradacdo enzimatica e processos de descoloracéo
(KLEINNIJENHUIS et al., 2011 e KORKEGIAN et al., 2014).

A variacdo da proporcdo destes componentes em diferentes espécies de
micobactérias afeta a patogenicidade e a viruléncia. A complexidade da estrutura da
parede celular é essencial para a viabilidade do organismo e € alvo de varios agentes
terapéuticos (GROENEWALD et al.,, 2013). O glicolipideo micobacteriano trealose
dimicolato, TDM, € um fator de viruléncia capaz de induzir por si s6 inflamacédo e
conduzir a formacédo de granulomas (EHLERS e SCHAIBLE, 2013). A livre sintese de
acidos micélicos metoxilados é responsavel pela formacédo de uma matriz extracelular
rica em lipideos ao redor dos bacilos extracelulares persistentes na necrose,
possibilitando a formacédo dos biofiimes (ORME e BARSARABA, 2014).
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Figura 1. Esquema simplificado da parede celular micobacteriana e estrutura quimica dos principais
acidos micdlicos de M. tuberculosis. (A) A primeira camada e mais interna compreende o0s
peptideoglicanos, a segunda é composta por um polissacarideo, o arabinogalactano, e a terceira é
constituido por acidos micdlicos de cadeia longa (60 a 90 carbonos). Glicolipideo micobacteriano
trealose dimicolato (TDM) esta ndo-covalentemente associado ao envelope celular (modificado de
COLE, 2012). (B) Metoxi-micolatos e ceto-micolatos podem apresentar configuracdo cis e trans
enquanto a- micolatos apresentam-se somente em configuracédo cis (modificado de GLICKMAN et al.,
2000).
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O locus psk foi diretamente relacionado a formagcdo dos biofilmes
micobacterianos por contribuir com a sintese de (dlicolipideos fendlicos
imunomodulatérios responsaveis pela elongacdo da cadeia de lipideos (ORME, 2013).
Entretanto, uma variedade de genes adicionais pode contribuir para a formacéao e
manutencdo do biofilme, como o0 gene que codifica para a enzima 2-oxoglutarato
desidrogenase, fundamental no ciclo de Krebs (OJHA et al., 2008).

Além disso, minerais e sensores ambientais na membrana micobacteriana sao
importantes dentro deste processo, como por exemplo, 0 requerimento dos minerais
ferro e zinco, cofatores enzimaticos essenciais na geracdo de CO, e na sintese de
lipideos micobacterianos e 0s sensores de histidina-quinase associados a membrana,
responsaveis pela percepcdo de mudancas nas condicbes ambientais (OJHA et al.,
2008 e ACKART et al.,, 2014). A tolerancia dos biofilmes aos farmacos devido a
mudancas na permeabilidade celular, alteracbes ambientais e fatores internos
evidenciam o papel importante das bombas de efluxo up-reguladas nesta fase
(BJARNSHOLT et al., 2013). O desenvolvimento de novos farmacos deve considerar o
processo patogénico da micobactéria no meio extracelular de forma a intervir
apropriadamente na formacao e maturacéo dos biofilmes (ORME, 2013).

A evolucéo de M. tuberculosis € expressa frente a resisténcia a antimicrobianos.
Como M. tuberculosis ndo contém plasmideos e a transferéncia horizontal de genes é
considerada ausente, a resisténcia emerge classicamente através de alteracdes

genéticas, tais como mutacdes em genes alvo. Esta forma de resisténcia € transmitida
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hereditariamente durante a replicagdo e amplificada sob pressao terapéutica quando
uma mutagdo proporciona uma vantagem que nao interfira drasticamente nas fungdes
bésicas celulares. A resisténcia aos farmacos anti-TB também pode ser resultado de
resisténcia fenotipica ou tolerancia aos farmacos. Este tipo de resisténcia (n&o
hereditaria) ocorre quando células geneticamente suscetiveis adquirem resisténcia em
virtude de processos especificos, por exemplo, a formacdo de biofilmes e durante a
fase de laténcia (formas ndo-replicativas de bactéria), devido a adaptacdes metabdlicas
e fisiolégicas (GILLESPIE, 2007; CORONA e MARTINEZ, 2013 e DARTOIS, 2014;).
Neste sentido, a tolerancia aos farmacos ocorre pelo fato destes néo
conseguirem penetrar em concentragdo adequada em alguns locais, como por
exemplo, nas areas de necrose tecidual e quando bactérias extracelulares crescem em
biofilmes (OJHA et al., 2008; ORME 2011; ORME, 2013 e ACKART et al., 2014).

1.3. Respostaimune e imunopatogeniada TB

A tuberculose é uma doenca que atinge o trato respiratério na maioria dos
casos. O processo de infeccao inicialmente deriva da inalacdo de aerossol contendo
bactérias individuais ou clumps de M. tuberculosis provenientes de um individuo
infectado. O ar inalado atinge o interior do alvéolo pulmonar onde as bactérias séo
fagocitadas por macrofagos alveolares (DHEDA et al.,, 2010 e ORME, 2011). A
probabilidade de desenvolvimento da infec¢do esta diretamente relacionada a duracao
e a intensidade da exposicdo (DORHOI et al., 2011).

A viruléncia da cepa infectante, fatores genéticos do hospedeiro e algumas
comorbidades se relacionam e determinam a progressdo da doenca e o grau de
severidade do processo patologico. Cepas micobacterianas hipervirulentas
diferentemente de cepas de baixa viruléncia promovem severa patologia pulmonar com
presenca de alta carga bacilar (AMARAL et al., 2014). Estudos recentes sobre a
influéncia de variacbes genéticas do hospedeiro na suscetibilidade a infeccdes
micobacterianas mostraram que o polimorfismo no locus Itadh (leucotrieno A4
hidrolase), responsavel pelo balanco na producdo de eicosanoides pro- e anti-
inflamatorios, estd associado com a TB. Ambos o0s gendtipos homozigoticos
corresponderam ao aumento da severidade da doenca, devido a deficiéncia ou
excesso ha producdo do fator de necrose tumoral (TNF-a) resultando em necrose

celular e crescimento extracelular do bacilo (TOBIN et al., 2012).



Apés infectar o hospedeiro, os bacilos podem ser eliminados pelas células do
sistema imune, entrar em estado de laténcia ou desencadear uma infecgéo produtiva,
caracterizada pela multiplicacédo bacteriana, que evolui para uma doencga ativa. Severas
lesBes patolégicas nos pulmdes e outros tecidos afetados podem levar o individuo a
morte, principalmente em casos de imunossupressao, infeccdo por cepas
hipervirulentas ou resistentes ao tratamento (DHEDA et al., 2010 e SUBBIAN et al.,
2011).

A resposta imune inata € inicialmente caracterizada pela interacdo de
componentes micobacterianos com receptores (receptores Toll-like, receptor de
manose, receptor scavenger, entre outros) na superficie de células fagociticas locais,
principalmente macréfagos alveolares. A ativacdo dessas células induz a producéo de
mediadores inflamatérios, tais como quimiocinas, citocinas (IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a) e
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio responsaveis pela ativacdo de células
endoteliais dos capilares sanguineos adjacentes e a expressdo de moléculas de
adesdo, o que possibilita o influxo adicional de mondocitos, células dendriticas,
neutrofilos e linfocitos para o local da infeccdo contribuindo para a formacgéo primaria
dos granulomas, principal caracteristica da resposta imune a TB (Figura 2) (DORHOI
et al., 2011 e PHILIPS e ERNST, 2012).
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Figura 2. Infeccdo pelo M. tuberculosis e desenvolvimento da resposta imune inata. (A) A infeccao por
M. tuberculosis inicia com a inalacéo do (s) bacilo (s), em goticulas de aerossol gerados pela tosse de
um individuo infectado ou como microparticulas de expectoracdo seca. Os bacilos adentram o espago
alveolar e nos pulmdes os principais eventos da TB pulmonar se iniciam. (B) Os alvéolos séo revestidos
por células epiteliais tipo | e tipo Il separadas pelo intersticio contendo capilares pulmonares. Na
cavidade alveolar, os bacilos séo fagocitados por macrofagos alveolares. As células dendriticas séo
responséaveis pelo transporte do M. tuberculosis para os linfonodos toracicos, ativando a resposta imune
adaptativa e tornando células T naive em efetoras, que sdo quimioatraidas até o foco inflamatdrio inicial
(modificado de GRIFFTHS et al., 2010).



Mesmo apés ativacdo do fagodcito, M. tuberculosis é capaz de persistir nos
macroéfagos inibindo a maturagcéo do fagossoma, sua fusdo com lisossomas e apoptose
da célula infectada, o que permite sua ativa replicacdo no compartimento endossomal
(JORDAO e VIEIRA, 2011 e DORHOI et al., 2011).

A resposta imune inata na TB consiste de um processo dinamico, embora o
agente patogénico tenha sucesso nos mecanismos de estabelecimento da doenca e
evasdo da resposta imune, de modo que a resposta inata apresente baixo efeito
antibacteriano imediato. Entretanto, a mesma possui papel fundamental no
estabelecimento de um ambiente que permita o desenvolvimento da resposta
adaptativa (ERNST, 2012).

A inducédo da resposta adaptativa celular tem grande importancia no controle da
infeccdo micobacteriana pelo hospedeiro, no entanto verifica-se a capacidade do bacilo
em retardar o inicio da fase adaptativa possibilitando a proliferacdo bacilar antes do
adequado desenvolvimento da resposta imune adaptativa. A inibicdo ou falha na
capacidade de migracdo das células dendriticas mieloides infectadas pelo M.
tuberculosis tem sido relacionada a ocorréncia deste retardo inicial (OTTENHOFF e
KAUFMANN, 2012 e ERNST, 2012).

A producao de citocinas proé-inflamatorias (IL-12, IL-1B e TNF-a) induzidas pelo
M. tuberculosis em macrofagos e a apresentacdo de antigenos a células T naive
possibilitam a diferenciacéo destas no subconjunto de células T CD4" do subtipo helper
1 (Thl) e de células T CD8" efetoras, produtoras de IFN-y (ORME, 2013 e EHLERS e
SCHAIBLE, 2013). Além destas, outros tipos celulares atuam na resposta imune a TB,
como a subpopulagdo Thl7. Durante a fase inicial da doenca, as células Th1l7 atuam
de forma protetora regulando o recrutamento de neutrofilos e de células Thil,
contribuindo para a formacdo do granuloma. Entretanto também possui papel
prejudicial devido ao acumulo neutrofilico e a patologia tecidual decorrente de altas
concentracfes de IL-17 no pulméo (ERNST, 2012 e NUNES-ALVES et al., 2014).

As células Thl produtoras de IFN-y e TNF-a aceleram a infiltragdo celular
inflamato6ria como também tornam organizada a estrutura granulomatosa. O granuloma
consiste, por conseguinte, de macrofagos infectados pelo bacilo, macréfagos
espumosos lipidicos, macréfagos epitelioides e outras células fagociticas, como os
neutrofilos, rodeados por linfécitos (Figura 3), que em humanos estdo em associagao
com uma capa fibrosa de colageno e outros componentes da matriz extracelular
(COOPER, 2009; TORRADO et al, 2010 e EHLERS e SCHAIBLE, 2013). O

desenvolvimento da necrose no granuloma esta frequentemente associado com alta
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carga bacteriana, viruléncia da cepa infectante entre outros fatores (EHLERS
SCHAIBLE, 2013).

Transmissdo aérea
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Figura 3. Resposta imune e patogénese da tuberculose. Apds a inalagcdo do aerossol contendo M.
tuberculosis, o estagio inicial da infeccdo € caracterizado pela reposta imune inata, envolvendo o
recrutamento de células inflamatérias para o pulm&o. Apos a disseminacado bacteriana para os linfonodos
proximos, as células T naive sdo ativadas o que provoca a expansao de células T antigeno-especificas.
O recrutamento de células T e B para o pulmé&o, macréfagos ativados e outros leucécitos conduz a
formagdo do granuloma. Eventualmente, um baixo percentual de individuos infectados possui uma
progressdo para doenca ativa, o que possibilita a liberagdo de M. tuberculosis a partir do contato do

granuloma necrotico crescente com espacgos aéreos intactos, caracterizando o processo de transmissao
da infeccdo (modificado de NUNES-ALVES et al., 2014).

A replicagcé@o acelerada de micobactérias virulentas em macrofagos induz morte
necrotica promovendo liberagdo do bacilo ou clumps de bacilos (PARK et al., 2006). A
necrose dos macrofagos favorece a disseminacdo da bactéria e a infeccdo de novas

células permissiveis, induzindo novos ciclos de replicacdo. Além disso, resulta na
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liberacdo do conteudo celular contendo varios sinais de alerta, “danger signals”, tais
como moléculas de adenosina trifosfato, ATP. A ligacdo do ATP extracelular com
receptores purinérgicos, P2X7R, induz nos macrofagos uma cascata de sinalizacao
que ativa a formacdo do complexo multiprotéico denominado inflamassoma,
promovendo a producgao de IL-1B, induzindo morte celular e exacerbando a inflamagé&o
pulmonar (AMARAL et al., 2014). A morte necrética das células infectadas € um dos
fatores que promove o recrutamento acelerado dos neutrofilos.

Uma nova visdo sobre a teoria da patogénese da TB enfatiza o papel dos
neutréfilos que foi subestimada anteriormente (ORME, 2013). O acumulo dos
neutréfilos, a liberacdo de ampla variedade de produtos microbicidas e citotdxicos
(mieloperoxidases, oxigénio reativo, metaloproteinases, entre outros) secretados ou
liberados durante a morte destas células, contribui para a patologia pulmonar e
formacgao da necrose intragranulomatosa. Os neutrofilos liberam enzimas que destroem
o endotélio capilar propiciando assim a necrose inicial. Aléem disso, a acumulacéo focal
de células contribui para a compressado e colapso da estrutura endotelial. O dano
progressivo a partir do foco necrotico inicial associa-se ao acumulo de caseose no
nucleo central necrético onde o bacilo pode sobreviver em um estado extracelular
(Figura 3) (TORRADO et al.,, 2010; ORME e BARSARABA, 2014 e MARZO et al.,
2014).

A necrose amplia a lesdo pulmonar promovendo a sobrevivéncia da
micobactéria e sua persisténcia no hospedeiro apds formacédo da resposta imune. A
capacidade das células T e macréfagos, bem como dos farmacos anti-TB alcancarem
os bacilos extracelulares viaveis presentes na necrose € muito dificultada e a presenca
de debris celulares no interior da massa necrética possibilita a sua utilizacdo como
suporte para o desenvolvimento de biofilmes (EHLERS e SCHAIBLE, 2013 e ORME e
BARSARABA, 2014). A presenca de colesterol proveniente de debris das membranas
celulares, principalmente de neutréfilos, assim como a acumulagdo de lipideos no
interior dos bacilos, via interacdo com macrofagos espumosos lipidicos (foamy
macrophages) sdo fontes de carbono e cruciais para a persisténcia de M. tuberculosis
(PEYRON et al., 2008 e HUNTER et al., 2011).

A formacdo das cavidades no pulmdo € uma manifestacdo grave da TB
observada apos sua reativacdo. A sua formacéo € resultante do contato do granuloma
necrotico crescente nas lesées primarias com espacos aéreos intactos possibilitando o
esvaziamento dos caseos (centro necrético com aspecto de “queijo”) nas vias aéreas.

Contudo, a principal razdo para sua formacédo tem sido descrita em ocorréncia de uma
9



forte resposta inflamatoéria (pneumonia tuberculosa lipidica), decorrente de um encontro
pos- primario de macréfagos espumosos com uma micobactéria inalada ou proveniente
de um sitio persistente no interior alveolar, conduzindo a uma reacdo necrotica rapida e
violenta, mediada pela producéao de produtos reativos, citocinas e metaloproteinases de
matriz, incluindo colagenase (MMP-1), responsaveis pela criacdo da cavidade
(HUNTER et al., 2011; ORME e BARSARABA, 2014 e DARTOIS, 2014).

De forma geral, a producdo de mediadores pré-inflamatorios é essencial para a
resposta imune contra micobactérias. No entanto, nos cenarios clinicos severos, um
balanco entre fatores do hospedeiro e da micobactéria conduzem a excessiva, porém,
inadequada ativacdo da resposta inflamatéria, ocasionando a producédo exacerbada de
mediadores quimicos que resulta num quadro hiperinflamatério (danos teciduais
massivos, extensa necrose, pneumonia, exaustdo imune e mortalidade) (LECHARTIER
et al., 2014; ZUMLA et al., 2013 e ZUMLA et al., 2014b).

Tratamentos adjuvantes a terapia anti-TB tém sido explorados neste ambito para
reduzir a resposta inflamatoria destrutiva, tendo como alvo a resposta imune do
hospedeiro (prevencao da necrose e diminuicdo da lesdo pulmonar) e ndo diretamente
a micobactéria (GARLANDA et al., 2007; DORHOI et al., 2011 e MARZO et al., 2014).

O aprofundamento dos estudos sobre a resposta imune e imunopatologia da TB
apresentam novos desafios e também revelam pontos-chaves que podem ser utilizados
como multiplos alvos de tratamento. Torna-se evidente a necessidade de combinar o
tratamento antimicobacteriano a terapia adjuvante, tais como farmacos anti-
inflamatorios aumentando as perspectivas de sucesso no tratamento dos casos graves
de TB (ZUMLA et al., 2013 e ZUMLA et al., 2014b).

A utilizacdo de modelos animais, principalmente camundongos, tem sido
extremamente Util no estudo da imunologia assim como da patogenia da TB, embora o
modelo experimental murino ndo reproduza fielmente todos os tipos de lesdes
patolégicas observadas em humanos, como por exemplo, a necrose pulmonar. Estudos
associados a avaliacdo de novas estratégias terapéuticas implicadas na prevencao da
necrose pulmonar e diminuicdo da severidade da TB necessitam de modelos murinos
adequados que reproduzam satisfatoriamente este processo.

O modelo experimental utilizando camundongos das linhagens C57BIl/6 e
BALB/c infectados por cepas laboratoriais de Mtb (0 modelo mais utilizado para
estudos da TB) ndo reproduz as lesdes necroticas no pulmdo (DORHOI et al., 2011 e
ORME, 2013).
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O desenvolvimento da necrose foi observado somente em camundongos de
linhagens imunodeficientes ou hipersensiveis a TB (RADAEVA et al., 2008) que néo
sdo adequadas para estudos da patogenia em hospedeiro imunocompetente e
relativamente resistente a TB (como ocorre na maioria dos casos da TB humana).

Recentemente, em nosso laboratério foi estabelecido um modelo de infeccéo
utilizando camundongos da linhagem C57BI/6 inoculados com baixa dose de Mtb
hipervirulenta que reproduz vérias manifestacdes patologicas das formas clinicas
severas da TB humana, incluindo pneumonia tuberculosa com areas de necrose e
disseminacdo miliar para o baco e o figado (AMARAL et al., 2014). Este modelo pode
ser utilizado para estudo dos efeitos de farmacos na reducao das lesbes necréticas.

1.4. Tratamento atual da TB e desenvolvimento de novos farmacos

A terapia padrédo para a tuberculose esta bem estabelecida pela OMS,
consistindo no uso de pirazinamida, isoniazida, etambutol e rifampicina (Figura 4), por
2 meses de terapia diretamente observada e intensiva (DOT), seguido por 4 meses de
tratamento com isoniazida e rifampicina, conhecido como tratamento de primeira linha
(Grupo 1) (ORME, 2011; COLE e RICCARDI, 2011). A OMS destaca a importancia da
adequacao e qualidade na terapia padrdo da TB como a melhor forma de prevencao

contra o surgimento e propagacao da TB resistente.
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Figura 4. Estrutura quimica dos farmacos de primeira linha utilizados no tratamento convencional da
tuberculose.
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No Brasil, o sistema de tratamento da TB foi modificado para individuos com 10
anos ou mais, em 2009, de acordo com a Nota Técnica do Programa Nacional de
Controle da Tuberculose (PNCT) do Ministério da Saude. As mudancas no tratamento
consistiram na introducéo do etambutol na fase intensiva do tratamento, apds quase 30
anos de esquema triplice (pirazinamida, isoniazida e rifampicina) e na introducédo de
comprimidos com dose fixa combinada dos 4 farmacos, reduzindo as doses de
pirazinamida e isoniazida, devido ao aumento de resisténcia a estes farmacos. A
reducdo no nimero de comprimidos a serem ingeridos e a impossibilidade de tomada
isolada dos medicamentos proporciona maior conforto ao paciente além da
simplificac@o da gestéo farmacéutica em todos os niveis (Ministério da Saude, 2009).

Em 95% dos casos de TB desenvolvida pela primeira vez ndo se observa
resisténcia a farmacos inclusos no tratamento padrdo, obtendo uma taxa de sucesso
de 86% (WHO, 2014b). Independentemente da presenca de comorbidades tais como
HIV, este regime de tratamento € estabelecido para TB pulmonar e a maioria dos casos
de TB extrapulmonar (ZUMLA et al., 2013).

No entanto, embora este regime de tratamento seja altamente eficaz quando a
adesado do paciente é totalmente apropriada, em condi¢cdes experimentais e na vida
real, os resultados se afastam do ideal (ZUMLA et al., 2014a).

A falta de éxito na terapia com medicamentos pertencentes ao regime de
primeira linha conduz ao tratamento com farmacos de segunda e terceira linha
classificados em quatro grupos (Grupo 2 - 5) de acordo com a eficacia, poténcia e
experiéncia de uso. O grupo 2 € formado por aminoglicosideos (estreptomicina,
canamicina e amicacina) e polipeptideos injetaveis (viomicina e capreomicina) (Figura
5) (ZUMLA et al., 2013).
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Figura 5. Estrutura quimica dos farmacos do grupo 2 utilizados no tratamento da tuberculose.

O grupo 3 consiste de fluoroquinolonas orais e injetaveis (ciprofloxacina,
levofloxacina, moxifloxacina, ofloxacina e gatifloxacina) e o grupo 4, de bacteriostaticos
orais (acido p-aminosalicilico, cicloserina, terizidona, etionamida, protionamida,
tioacetazona e linezolida) (Figura 6) (ZUMLA et al., 2013; SHIM e JO, 2013 e CHAN et
al., 2013).
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Figura 6. Estrutura quimica dos farmacos do grupo 3 e 4 utilizados no tratamento da tuberculose.
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O grupo 5 inclui farmacos de eficacia moderada que representam a terceira linha
de medicamentos anti-TB (clofazimina, amoxicilina/ clavulanato e imipenem /cilastatina)
(ORME, 2011; ZUMLA et al., 2013 e SHIM e JO, 2013). Os farmacos pertencentes a
este grupo néo sédo recomendados para uso de rotina no tratamento da TB resistente,
devido a falta de evidéncia clinica conclusiva e clareza na atuacao para estes casos,
dificultando a sua recomendacgéo. Apenas sao utilizados quando o tratamento realizado
com os grupos 1 a 4 foi insuficiente e na tentativa de dificultar o desenvolvimento da TB
multidroga-resistente (Figura 7) (CHAN et al., 2013 e KWON et al., 2014).
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Figura 7. Estrutura quimica dos farmacos do grupo 5 utilizados no tratamento da tuberculose.

A primeira linha de agentes orais, tais como, pirazinamida, etambutol e
rifabutina, nova geracdo de rifamicinas (Figura 8), também pode ser utilizada na
ocorréncia de bacilos resistentes ao tratamento (CHAN et al., 2013). A rifabutina é
utilizada na composicdo do esquema basico, nos casos de coinfeccdo TB/HIV onde o

uso da rifampicina é incompativel com a terapia retroviral (Ministério da Saude, 2009).

Figura 8. Estrutura quimica do farmaco anti-TB rifabutina.
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A MDR-TB é definida como a TB resistente a isoniazida e a rifampicina, 0s
farmacos mais potentes de primeira linha utilizados no tratamento da doenca. Esta
resisténcia pode ser devida a infeccdo priméria com bactérias resistentes, condi¢des de
tratamento inadequadas e abandono do tratamento. A tuberculose extensivamente
resistente a drogas, XDR-TB, é a resisténcia ndo apenas a isoniazida e a rifampicina,
mas também a qualquer fluoroquinolona e pelo menos um medicamento injetavel de
segunda linha. As taxas de sucesso do tratamento e de cura sdo muito baixas,
envolvem a utilizagdo dos grupos de 1 a 5, requerem medicamentos caros e mais
toxicos, além da duracdo da terapia ser de pelo menos 18 a 24 meses (JORDAO e
VIEIRA, 2011 e KOUL et al., 2011).

Vale ressaltar, no contexto especifico de obtencdo de novos farmacos ou para o
regime padrdo utilizado; a avaliacdo da eficacia do farmaco nos distintos estados
fisiologicos e de replicagcdo do M. tuberculosis (ORME, 2011 e COLE e RICCARDI,
2011). Alem disso, substancias mais eficazes sado necessarias para o encurtamento do
periodo de tratamento favorecendo a conclusdo do mesmo, reduzindo o risco de
resisténcia e o custo. A andlise do perfil de seguranca dos farmacos também &
fundamental para possibilitar o aumento da tolerancia para o paciente, assim como
deve ser observada a compatibilidade com a terapia anti-retroviral e com o tratamento
do diabetes e a auséncia de atividade antagonica a outros medicamentos anti-TB
(KOUL et al., 2011 e ZUMLA et al., 2013).

O processo de desenvolvimento de um novo medicamento ou uma nova
abordagem de uso de um farmaco ja estabelecido é um processo dispendioso e de
longa duracdo. Muitos fatores contribuem para o longo periodo de tempo sem a
introducdo de novos farmacos anti-TB em estagios avancados de desenvolvimento,
uma vez que o candidato a farmaco € avaliado de acordo com a sua poténcia, eficacia
e eficiéncia durante sua obtencdo e experimentacao cientifica. A afinidade do farmaco
ao alvo e a atividade intrinseca estdo relacionadas com a estrutura quimica, enquanto
a poténcia associa-se a gquantidade necessaria do farmaco para obtencdo do efeito
esperado. A eficacia diz respeito a capacidade do farmaco produzir o efeito esperado,
incluindo o monitoramento adequado por pelo menos 2 anos para avaliacdo de
recorréncia e a eficiéncia analisa os efeitos colaterais e adversos ocasionados pelo
tratamento com o farmaco (COLE e RICCARDI, 2011 e MORONEY, 2014).
Atualmente existem mais substancias em estudo avaliadas quanto ao potencial
antimicobacteriano (DHEDA et al., 2010 e COLE e RICCARDI, 2011).

15



A descoberta de novos farmacos pode apresentar duas principais metodologias:
farmaco-alvo ou alvo-farmaco. A predomindncia da abordagem farmaco-alvo é
evidente, tendo em vista que todos os medicamentos em uso atualmente, os
candidatos em ensaio clinico e a descoberta de farmacos anti-TB de origem natural
massivamente foram obtidos a partir deste método envolvendo screening contra o
patdgeno (LECHARTIER et al., 2014). Esta estratégia reconhece a interacao farmaco-
alvo e permite avaliar concentracdes inibitérias minimas (MIC), demonstrando sua
importancia, ainda que o conhecimento sobre 0 mecanismo de acdo permaneca em
grande parte ausente (KOUL et al., 2011).

O sequenciamento do genoma do M. tuberculosis e novas ferramentas pos-
gendmicas tém possibilitado estudos de novos candidatos a farmacos por via alvo-
farmaco. Embora a validacdo do alvo em potencial esteja presente, geralmente esta
abordagem néo avalia o MIC e incorre na incapacidade do farmaco obtido adentrar a
complexa estrutura celular micobacteriana para alcancar o alvo, devido a acdo de
bombas de efluxo ou inativacdo. Além disso, para muitos alvos essenciais, ndo foram
identificados inibidores especificos com propriedades medicamentosas (COLE e
RICCARDI, 2011 e LECHARTIER et al., 2014).

O incentivo para o desenvolvimento de farmacos promissores para o tratamento
da TB resistente surgiu ao longo dos ultimos 10 anos a partir de investimentos feitos
por cientistas, O6rgdos de financiamento, organizacbes e de departamentos
desenvolvidos pela OMS (ZUMLA et al., 2013). Um dos programas desenvolvidos pela
Organizacao Internacional STOP TB, o Global Drug Facility, elevou de 10 para 19, a
base de segunda linha de farmacos anti-TB entre 2009 e 2014 e, consequentemente,
reduziu o custo dos medicamentos envolvidos na terapia. No periodo de 2013-2014, a
OMS implementou o uso da bedaquilina (Figura 9) no tratamento da MDR-TB apoés 50
anos de descoberta da rifampicina, obtida através da triagem de 70.000 substancias
contra M. smegmatis e recomendada como parte do tratamento para TB multidroga-
resistente quando alternativas nao forem eficazes e disponiveis (CHAN et al., 2013;
WHO, 2014a e ZUMLA et al., 2014b).

Figura 9. Estrutura quimica do farmaco
anti-TB bedaquilina.
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As caracteristicas e aspectos relevantes dos principais farmacos utilizados

atualmente no tratamento da TB foram listados de forma sucinta na Tabela 1.

Tabela 1. Principais farmacos anti-TB em uso clinico e seus alvos celulares.

Farmaco

Rifampicina e Rifabutina

Isoniazida

Etambutol

Pirazinamida

Estreptomicina, Canamicina
e Amicacina

Capreomicina

Viomicina

Fluoroquinolonas

Acido p-aminosalicilico
Cicloserina
Protionamida
Terizidona
Etionamida
Linezolida

Clofazimina

Imipenem / Cilastatina
Amoxicillina/ Clavulanato

Tioacetazona

Bedaquilina

Alvo

Subunidade B da RNA polimerase-
DNA dependente (Inibe transcricdo)

Enoil-ACP redutase
(inibe sintese de acidos micdlicos)

Arabinosil transferase
(Inibe sintese de arabinogalactanos)

Componente S1 da subunidade 30S
ribossomal (Inibe traducéo e
acidificacdo intracelular)

Subunidade 30S ribossomal
(Inibe sintese protéica)

Subunidade B2a ribossomal
(Inibe traducéo)

Subunidade B2a ribossomal
(inibe traducéo)

Enzima DNA girase e DNA
topoisomerase
(Inibe sintese de DNA)

Enzima diidropteroato sintase
(Inibe biossintese de folato)

D-alanina racemase e ligase
(Inibe sintese de peptideoglicanos)

Enoil-ACP redutase
(inibe sintese de acidos micélicos)

D-alanina racemase e ligase
(Inibe sintese de peptideoglicanos)

Enoil-ACP redutase
(inibe sintese de acidos micélicos)

Componente 23S da subunidade 50S
ribossomal (Inibe sintese protéica)

Cadeia transportadora de elétrons

B-lactamases
(Inibe sintese de parede celular)

Ciclopropanagéo da cadeia
meromicolato
(altera sintese de acidos micdlicos)

Subunidade ¢ da ATP sintase
(inibe ATP sintase micobacteriana)
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1.4.1. Tratamento adjuvante direcionado a inflamacéo

Varios estudos tém avaliado abordagens de imunoterapias adjuvantes ao
tratamento da TB resistente a farmacos com evidéncia cientifica substancial. O
tratamento adjuvante consiste na combinacdo de imunomoduladores a terapia anti-TB.
Possui como alvo pontos-chaves celulares relevantes objetivando aumentar a
capacidade de eliminacao ou contencdo do M. tuberculosis através da reducdo do dano
tecidual envolvido na resposta inflamatéria excessiva (em casos clinicos severos)
induzida pelo préprio bacilo, aumentando assim o sucesso do tratamento (KAUFMANN
et al., 2014).

Por conseguinte, a terapia adjuvante direcionada a inflamacéo visa diretamente
a resposta imune do hospedeiro, embora ndo esteja restrita ou mutuamente exclua sua
acao no controle da proliferacéo e eliminacdo do bacilo. A estratégia imunoterapéutica
frequentemente foca na resposta imune celular (inata ou adaptativa), contudo outros
alvos viaveis incluem a acdo sobre a producdo de peptideos antimicrobianos do
hospedeiro (KAUFMANN et al.,, 2014). Esta estratégia terapéutica esta associada a
chances de reducéo do periodo de tratamento, como também no numero de farmacos
necessarios a terapia convencional anti-TB, simplificacdo no tratamento da TB
resistente, melhorando a eficacia dos farmacos de segunda linha, além da preservacao
da funcao pulmonar (HAWN et al., 2013).

A utilizacdo desta abordagem requer analise e métodos clinicos cuidadosamente
avaliados. Deste modo, além da averiguacao do grau de severidade em decorréncia do
desenvolvimento da imunopatologia, o periodo de intervencéo deve ser essencialmente
considerado, além da resposta do paciente ao tratamento monitorado, de modo que a
intervencdo no processo inflamatério desencadeado ndo afete as respostas anti-TB
destinadas a eliminacdo do agente patogénico (ZUMLA et al., 2014b; LECHARTIER et
al., 2014).

Estratégias imunomoduladoras descritas incluem a utlizacdo de células
estromais mesenquimais do proprio paciente para diminuicdo de danos teciduais
pulmonares em pacientes infectados por TB resistente. A andlise dos resultados
obtidos na fase 1 mostrou perfil de utilizacdo segura (SKRAHIN et al., 2014). Em
adicdo, uma ampla variedade de citocinas e seus inibidores, imunomoduladores
guimicos e biologicos tém sido avaliados quanto ao potencial para limitar a resposta

inflamatoria excessiva em casos graves da doenca (ZUMLA et al., 2014a).
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Uma nova abordagem de utilizacdo de farmacos com acéo clinica estabelecida
em processos inflamatorios diversos (glicocorticoides e anti-inflamatérios néo-
esteroidais (AINEs)) tém sido avaliada para o tratamento adjuvante da TB em
diferentes modelos experimentais e na terapia humana (KAUFMANN et al., 2014).

DescricOes literarias mostram que o tratamento da TB do sistema nervoso
central com glicocorticoides, dexametasona e prednisolona (Figura 10) reduz o déficit
neuroldgico residual, diminui as concentracbes de metaloproteinase-9 (MMP-9) e do
fator de crescimento do endotélio vascular no fluido cerebroespinhal, embora néo
previna disfungdes neuronais nos casos de meningite tuberculosa, forma grave de TB
extrapulmonar. O ensaio clinico foi conduzido em pacientes HIV-negativo apresentando
meningite tuberculosa, necessitando de avaliacdo quanto a atuacdo destes farmacos
nos casos de coinfeccdo. Além disso, efeitos adversos foram observados embora
discretos e trataveis (BUONSENSO et al., 2010; PRASAD e SINGH, 2008). O aumento
da sobrevida em pacientes com tuberculose HIV-positivo, sem manifestacdo dos
sintomas da AIDS, pode ser obtido com a iniciagdo precoce da terapia anti-retroviral
(TARV), exceto nos casos de meningite tuberculosa, embora a TARV afete a
guantidade e qualidade da resposta imune a M. tuberculosis (KAUFMANN et al., 2014).
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Figura 10. Estrutura quimica dos glicocorticoides dexametasona e prednisolona.

Além dos glicocorticoides, a utilizacdo dos AINEs no tratamento adjuvante anti-
TB em modelos murinos tém sido crescente, uma vez que os efeitos adversos dos
glicocorticoides limitam severamente seu uso embora o0s AINEs também os
apresentem. Camundongos BALB/c infectados com M. tuberculosis H37Rv e tratados
oralmente com aspirina ou ibuprofeno (Figura 11) em combinacdo com farmaco anti-
TB pirazinamida exibiram aumento na acéo bactericida deste dltimo, ainda que os

efeitos adversos dos AINEs no tratamento a longo prazo e suas implica¢des clinicas
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necessitem de investigagdes mais profundas (BYRNE et al., 2007). Interessantemente,
ensaios in vitro utilizando o ibuprofeno contra M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG e
cepas multidroga-resistentes mostraram sua capacidade antimicobacteriana (GUZMAN
et al, 2013). Esta descricdo cientifica corrobora os resultados obtidos na
administracdo oral exclusiva de ibuprofeno no modelo experimental murino de
tuberculose C3HeB/FeJ, reduzindo significativamente o tamanho e niumero de lesbes
pulmonares, bem como a carga bacteriana além de elevar a taxa de sobrevida
(VILAPLANA et al., 2013).
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Figura 11. Estrutura quimica dos AINEs aspirina e ibuprofeno.

O farmaco de primeira-linha no tratamento da TB, pirazinamida, foi recentemente
descrito quanto a atividade anti-inflamatoria no tratamento de cultura de mondcitos
como também em modelo murino B6D2F1 infectados com M. tuberculosis, sendo
responsavel pela regulacdo negativa da resposta inflamatoria mediada por TNF-a, IL-
18 e a quimiocina CCL2, o que demonstra importante acdo dual na imunopatologia da
TB (MANCA et al., 2013).

A utilizacdo do inibidor de fosfodiesterase-4, CC-3052, analogo a talidomida
(farmaco antilepratico) (Figura 12) foi descrita positivamente no tratamento de coelhos
infectados com M. tuberculosis aumentando a resposta ao tratamento anti-TB com
isoniazida e eficaz na inibicdo da producdo de TNF-a (SUBBIAN et al.,, 2011).
Inibidores de fosfodiesterase do tipo 3 e 5 também tém sido associados a reducédo do
dano tecidual e carga bacteriana na TB (LECHARTIER et al., 2014). As
fosfodiesterases sdo membros de uma familia de enzima que hidrolisam AMP ciclico
(AMPc) e GMP ciclico (GMPc). O AMPc é um importante mensageiro intracelular
secundario que em niveis aumentados possui efeito anti-inflamatério (KOO et al.,
2011).
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Figura 12. Estrutura quimica do inibidor de fosfodiesterase-4, CC-3052 e do farmaco antileprético
talidomida.

1.5. Produtos naturais no tratamento da TB

Segundo a OMS, 80% da populacéo de paises em desenvolvimento se utilizam
de préaticas tradicionais na atencao primaria a saude e, desse total, 85% fazem uso de
plantas medicinais (uso etnobotanico). Estima-se que 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25%
de plantas, 13% de micro-organismos e 3% de animais (CRAGG et al., 2014).

Das 20 classes de antibacterianos, 70% dos antibidticos administrados na
terapia de doencas séo produtos naturais ou derivados dos mesmos, 0 que ressalta
sua importancia (DASHTI et al., 2014).

Produtos naturais provenientes de plantas e micro-organismos fornecem uma
ampla fonte de substancias que exibem propriedades medicamentosas e inumeras
atividades bioldgicas, dentre elas, antimicobacteriana. A primeira substancia capaz de
inibir in vitro o crescimento de M. tuberculosis obtida de fonte natural foi a actinomicina.
Dos farmacos utilizados atualmente no tratamento da TB, a estreptomicina, isolado de
Streptomyces griseus, foi o primeiro produto natural, com eficaz efeito bactericida
utilizado no tratamento da TB (ZUMLA et al., 2014a). Outros farmacos anti-TB também
sdo derivados de produtos naturais, tais como, a rifampicina, isoniazida, pirazinamida,
amicacina, canamicina, capreomicina, cicloserina, acido p-aminosalicilico e viomicina
(Figura 4-6) (SALOMON e SCHMIDT, 2012 e DASHTI et al., 2014).

Os produtos naturais possuem presenca nhotavel na terapia de infeccdes
bacterianas, apesar da dorméncia cientifica no tratamento da tuberculose até 2012
(LECHARTIER et al., 2014). Recentemente, o0 modo de acdo da piridomicina (Figura

13) foi descrito, atuando através de um mecanismo similar ao da isoniazida, contudo a
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piridomicina liga-se diretamente a InhA, uma proteina redutase transportadora de enoil-
acil. Isto supera os problemas de resisténcia observados para a isoniazida, pro-farmaco
gue depende da enzima bacteriana KatG (catalase-peroxidase) para gerar uma forma
ativa que se liga ao cofator NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo), formando um
complexo que inativa InhA (HARTKOORN et al., 2012). A piridomicina foi isolada
inicialmente em 1953 a partir de Streptomyces pyridomyceticus e mais tarde mostrou-
se também ser produzida por Dactylosporangium fulvuman (CRAGG et al., 2014) e tem
sido chamada de isoniazida da natureza, estimulando recentes estudos acerca do seu
potencial (GARCIA et al., 2012).

/

Figura 13. Estrutura quimica da piridomicina.

Diversas dificuldades estdo associadas a descoberta de farmacos a partir de
fontes naturais, envolvendo o paradigma dominante do processo de descoberta em
grandes industrias farmacéuticas, o apoio reduzido aos centros de pesquisa e a
proposicdo de parcerias de estudo. A identificacdo de novas substancias com atividade
desejavel possuem limitacGes técnicas superadas pela insercdo de novas tecnologias e
estratégias, como a geracdo de diversidade molecular a partir de fontes naturais e
metodologias combinatérias. Além disso, ferramentas quimicas e biologicas tém sido
utilizadas para elucidacdo do alvo e da estrutura quimica dos principios ativos,
contribuindo para o uso de quantidades de amostra cada vez menores. Os empecilhos
associados ao suprimento material de amostras e questdes ambientais tém sido
contornados com alternativas eficientes e economicamente viaveis para as fases mais
avancadas da pesquisa (LI e VEREDAS, 2009 e SALOMON e SCHMIDT, 2012).

O estudo antimicobacteriano de produtos naturais foi descrito em inumeras

revisbes de literatura revelando promissora atividade anti-TB in vitro em culturas de M.
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tuberculosis assim como em cultura de macréfagos infectados pelo mesmo. A
avaliagdo do potencial in vivo em modelos animais tem sido crescente.

Salomon e Schmidt (2012) descreveram em sua revisao artigos publicados entre
2006-2009 abordando a atividade de produtos naturais na inibicdo do crescimento do
M. tuberculosis e outras micobactérias patogénicas. Seis substancias apresentaram
MIC <1 ug/mL. Pseudopironina B, isolada do bacilo gram-negativo Pseudomonas
fluorescens apresentou MIC 0,78 pg/mL. O tiopeptideo nocarditiciona isolado a partir
de Nocardia pseudobrasilienses exibiu MIC entre 0,025-1,56 upg/mL e o peptideo
ciclico, lariatina A, isolado de Rhodococcus josti, MIC 0,39 ug/mL. O analogo
dihidrogenado de uma nova ditiodicetopiperazina isolado de Menisporopsis theobromae
obteve MIC 0,8 ug/mL enquanto dois alcaloides isolados de Allium stipitatum, N-6xido -
2-(metil-di-tio)piridina e N-6xido-2-[(metil-tiometil)di-tio]piridina apresentaram MIC de
0,1 yg/mL (Figura 14).
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Figura 14. Estrutura quimica de substancias naturais com atividade antimicobacteriana.
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Santosh e Suriyanarayanan (2014) descreveram em sua revisdo 127
substancias naturais com atividade antimicobacteriana de diferentes classes, das quais
27 apresentavam MIC <10 pg/mL. Destacando o terpeno farnesol capaz de inibir
bombas de efluxo, e outras substancias, como o flavonoide (2S)-5,7,2"-
trihidroxiflavonona, a quinona 7-metiljuglona e o terpeno acido oleandlico capazes de

atuar de forma sinérgica a agentes anti-TB convencionais (Figura 15).
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Figura 15. Estrutura quimica de substancias naturais com atividade antimicobacteriana.

Com atencdo exclusiva aos produtos naturais com atividade dual,
antimicobacteriana e anti-inflamatéria foram avaliados 200 peptideos sintetizados a
partir da informacdo genémica de micobacteriéfagos. A substancia PK34 (patente N°
CN 102241748 B), um polipeptideo de cadeia linear com estrutura primaria contendo
34 residuos de aminoacidos apresentou MIC de 50 ug/mL em ensaios in vitro contra M.
tuberculosis H37Rv e exibiu eficacia in vivo na eliminacdo de M. tuberculosis
comparavel a rifampicina em modelo murino BALB/c infectado por via intravenosa por
M. tuberculosis H37Rv. A capacidade anti-inflamatéria de PK34 foi demonstrada pela
inibicAo da producdo de citocinas pro-inflamatoérias, sendo um candidato anti-TB
promissor e estratégico para o tratamento dual em casos graves da TB (WEI et al.,
2013).

Os flavonoides, polifendis sintetizados em relativa abundéancia por vegetais, tém
sido descritos por exibirem notavel atividade inibidora no crescimento de M.
tuberculosis. Dentre os flavonoides, as chalconas possuem inumeras descricdes
demonstrando seu potencial promissor no processo de descoberta de novos farmacos
anti-TB (SINGH et al., 2014).
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1.6. A classe das chalconas e seu potencial anti-TB

As chalconas (1,3-diaril-2-propen-1-onas) s&o moléculas precursoras de
flavonas, flavonois e isoflavonas, amplamente distribuidas nos vegetais e tem
despertado grande interesse quanto ao potencial farmacolégico a elas relacionado
(NOWAKOWSKA, 2007; RAHMAN, 2011). Sua estrutura basica é resultado da rota
biossintética mista entre a via do acido chiquimico e a do acetato. O acido chiquimico é
o precursor do composto inicial da rota biossintética, a fenilalanina. Este aminoé&cido
aromatico sofre diversas modificacdes estruturais catalisadas por enzimas especificas
até a formacao do p-cumaroil-CoA. Posteriormente, este reage com trés moléculas de
malonil-CoA, sob acdo da enzima chalcona sintase, originando a estrutura bésica das
chalconas (LUSSIER et al., 2013) (Figura 16).
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Figura 16. Rota biossintética comum dos flavonoides. PAL- fenilalanina aménia-liase, C4H-cinamato-4-
hidroxilase; 4CL- 4-cumaroil-CoA ligase; ACC- acetil-CoA carboxilase; CHS- chalcona sintase
(modificado de LUSSIER et al., 2013).

Quimicamente sdo conhecidas como cetonas aromaticas a-p insaturadas, por
consistirem de dois anéis aromaticos ligados por uma cadeia aberta de trés atomos de
carbono, no qual o carbono 3 possui uma instauracdo, além de poderem apresentar
uma gama de substituintes nos anéis aromaticos (NOWAKOWSKA, 2007; RAHMAN,
2011). Na classe das chalconas, diferentemente do observado para as demais classes
de flavonoides, o nucleo aromatico proximo a carbonila € numerado com numeros
ordinarios seguidos de uma linha (‘) e o nucleo aromatico distante da mesma com
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nameros ordinarios somente (Figura 17). Isto ocorre devido ao fato de que as primeiras
chalconas identificadas foram comparadas as acetofenonas onde € empregado este
sistema de numeracao (SIMOES et al., 2010).

trans

Figura 17. Estrutura basica das chalconas (NOWAKOWSKA, 2007).

Naturalmente as chalconas podem ser encontradas em caules, raizes, folhas,
frutos e sementes de plantas e exibem substituintes comuns nos anéis aromaticos,
como hidroxilas, metoxilas, O- e C- glicosilagbes e C-alquilas distribuidos nas posicdes
orto, meta e para (SIMOES et al., 2010).

O advento da sintese organica das chalconas tem acelerado o processo de
descoberta de novos farmacos além de oferecer a vantagem da rapida producéo de um
numero consideravel de substancias potencialmente ativas com diversos padrdes de
substituicbes (BANDGAR e GAWANDE, 2010). A introducéo de substituintes nos dois
anéis aromaticos tem sido muito utilizada, conduzindo estudos relacionando a
estrutura-atividade com o potencial farmacolégico das chalconas possibilitando a
selecdo de protétipos promissores para 0 desenvolvimento de novos agentes
antituberculose (GARCIA et al., 2012).

A obtencdo das chalconas ocorre através da reacdo de condensacdo de
aldeidos aromaticos e acetofenonas na presenca de catalisadores (BUKHARI et al.,
2013a; BUKHARI et al., 2013b e RAHMAN, 2011).

Inimeras técnicas tém sido descritas para sintese de chalconas, dentre estas se
destaca o método de Claisen-Schmidt, na presenca de bases como catalisadores,
como Ba(OH),, LIOH ou irradiacao por micro-ondas e ultrassom. O método de Claisen-
Schmidt consiste na reacdo de um derivado escolhido de acetofenona com os aldeidos
aromaticos apropriados (BUKHARI et al., 2013b), um método facil, simples, versétil, de
baixo custo (RAHMAN, 2011) e com rendimentos muito variados, de 5% a 90% (GO et
al., 2005).
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A classe das chalconas, obtidas de fontes naturais ou sintéticas, possui diversas
descricbes de atividade biologica incluindo atividade antimicobacteriana
(NOWAKOWSKA, 2007; BANDGAR e GAWANDE, 2010 e SINGH et al., 2014).

Com atencéo especifica as chalconas obtidas de fontes naturais, foram descritas
22 substancias com elevado potencial antimicobacteriano, em ensaios utilizando
diferentes métodos de avaliagdo, assim como diferentes cepas de Mycobacterium,
contudo o mecanismo de acao para as substancias avaliadas foi descrito somente em
um estudo no qual a chalcona buteina (Figura 18) foi a mais ativa contra M. bovis
BCG, M. smegmatis e M. tuberculosis H37Ra (MICg 43 pg/mL). A inibicdo do
crescimento micobacteriano foi associada a inibicdo da biossintese de acidos graxos e
micolicos, especificamente a via FAS-II (BROWN et al., 2007 e BUKHARI et al.,

2013a).
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Figura 18. Estrutura quimica da buteina.

No ambito das chalconas obtidas por sintese organica, 53 substancias foram
descritas como ativas quanto a atividade antimicobacteriana. O aprofundamento dos
estudos de relacao estrutura-atividade também se faz presente, embora 0 mecanismo
de acdo permaneca pouco explorado. Duas chalconas acetilénicas, 2-eteniloxi-2’,4’-
dimetoxichalcona e 3-eteniloxi-2’,3’,4’-trimetoxichalcona (Figura 19), foram capazes de
inibir o crescimento de culturas de M. tuberculosis em estagio nao-replicante (MIC 14,9
MM e 13,1 uM respectivamente). O aumento no numero de metoxilacdes juntamente a
presenca do grupo acetilénico foi associado a atividade inibitéria contra cultura

micobacteriana ndo-replicante (HANS et al., 2010).
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Figura 19. Estrutura quimica das chalconas acetilénicas com atividade antimicobacteriana.
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As chalconas contendo em sua estrutura padrédo a inser¢cdo do substituinte
aromatico quinolina no anel B através de amino-ligacdes e de 2,3- e 2,5-dimetoxifenil
no anel A (Figura 20) exibiram atividade contra M. tuberculosis H37Rv (MIC 3,12
Hg/mL para ambas) e em comparagdo com a pirazinamida (MIC 50 pg/mL), as
quinolinachalconas foram mais potentes. Além disso, estas mostraram ser ndo-toxicas
e portanto seletivas nos ensaios de citotoxidez efetuados em linhagem celular VERO e
macréfagos MBMDM (macréfagos derivados de medula-éssea murina) (SHARMA et
al., 2009).
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Figura 20. Estrutura quimica das quinolinachalconas com atividade antimicobacteriana.

O potencial anti-TB in vivo para a classe das chalconas foi descrito somente no
estudo de Marrapu et al. (2011) utilizando moléculas hibridas de chalconas com
insercdo do grupo azol. A substancia 2”,4”-difluorobenziloxi- 4-imidazolil-chalcona
(Figura 21) foi ativa contra uma suspens&o da cultura de M. tuberculosis H37Rv (10°
bacilos), com MIC de 1,56 pg/mL e atoxica para cultura celular de VERO e MBMDM (IS
=210). Além disso, a mesma foi capaz de inibir o crescimento intracelular micobacteriano
em 71% em modelo MBMDM infectados por M. tuberculosis H37Rv). O potencial in
vivo da chalcona foi avaliado em modelo de camundongos suicos infectados pelo M.
tuberculosis H37Rv (10” CFU/animal, i.v.) e tratados oralmente com a mesma (100
mg/kg) durante 28 dias, mostrando moderado efeito inibitério (40%) contra o

crescimento micobacteriano.
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Figura 21. Estrutura quimica da substancia 2”,4”-difluorobenziloxi- 4-imidazolil-chalcona com
atividade antimicobacterina in vivo.

1.7. Chalconas anti-inflamatdrias e promissoras contribuicées para o tratamento

adjuvante daTB

Tendo em vista, os efeitos adversos observados ndo somente no tratamento
anti-inflamatério convencional, como também na utilizagcdo dos glicocorticoides e
AINEs, na terapia adjuvante no tratamento da TB, tornou-se prioridade a busca por
novas substancias com maior potencial de atividade e minimizacao dos efeitos toxicos
e possiveis interacbes medicamentosas.

Diversas substancias pertencentes a classe das chalconas foram descritas com
capacidade de inibir a producdo de mediadores quimicos, assim como a expressao de
genes relacionados ao processo inflamatério (BUKHARI et al., 2013c). Este potencial €
importante  uma vez que macrofagos alveolares de pacientes com infeccao
micobacteriana exibem expressdo aumentada de INOS (Oxido nitrico sintase induzida)
e excessiva producao de TNF-a (GUZIK et al., 2003).

Varios alvos importantes envolvidos na progressdo exacerbada da resposta
inflamatoria tém sido avaliados no estudo da classe das chalconas. As descri¢cdes de
chalconas com atividade anti-inflamatdria estdo implicadas com alvos relacionados a
peroxidacédo lipidica, inducdo de heme-oxigenase-1 (HO-1), inibicdo da producdo de
PGE,, TNF-a, NO, dentre outras citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, moléculas
de adesao celular, além da inibicdo da expressao génica da iINOS, COX-2 e NF-kB e
outros genes expressos durante o processo inflamatorio (KONTOGIORGIS et al., 2008;
BUKHARI et al., 2013c).

A substancia 3’-isopropoxichalcona (Figura 22) foi descrita por inibir a atuacao
de neutrofilos em respostas inflamatérias, através da inibicdo da degranulacdo e da
liberacdo de anions superéxido e elastase. Além disso, esta chalcona foi capaz de

aumentar os niveis de AMPc por inibir a atividade da fosfodiesterase especifica para o
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mesmo, suprimindo a ativagdo neutrofilica (HWANG et al., 2006; BUKHARI et al.,
2013c).

Figura 22. Estrutura quimica da 3’-isopropoxichalcona.

A substancia 2’-metoxi-4’,6’-bis(metoximetoxi)chalcona, MBMC (Figura 23),
mostrou-se capaz de inibir a expressédo enzimatica da iINOS e consequente producédo
de 6xido nitrico através da regulagdo negativa de vias inflamatérias (NF-kB, p38 e JNK)
em macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS. Além disso, foram capazes de induzir
a enzima citoprotetora HO-1, essencial em varias atividades protetoras do endotélio
vascular quando em situagcdes de stress oxidativo, prevenindo ou minimizando o dano
oxidativo endotelial em condi¢des hiperinflamatorias (JIN et al.,, 2009). A substancia
3,4,5,3’,4’,5’-hexametoxichalcona (Figura 23) entre outras chalconas metoxiladas
também apresentaram capacidade de induzir a enzima HO-1 e inibir a producéo de NO
e TNF-a e a expressao de iNOS (SAWLE et al., 2008).
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Figura 23. Estrutura quimica das chalconas MBMC e 3,4,5,3',4’,5’-hexametoxichalcona.

A inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo celular também é um alvo
importante para o controle da migracao celular exacerbada ao foco inflamatério. A
isoliquiritigenina demonstrou capacidade de diminuir os niveis de expressédo de VCAM-

1 e ICAM-1 inibindo a migragao celular periférica, assim como a 2’-hidroxichalcona,
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sendo esta Ultima capaz de inibir também a expressdo de E-selectina (Figura 24)
(BUKHARI et al., 2013c).

ﬁ OH <|)|
HO OH OH
Isoliquiritigenina 2'-hidroxichalcona

Figura 24. Estrutura quimica das chalconas isoliquiritigenina e 2’-hidroxichalcona.

As chalconas 3,4,3,4’-tetrametoxi-2’-hidroxi-chalcona e 3,4-dimetoxi-4’-
dimetilaminochalcona (Figura 25) foram descritas por serem capazes de inibir a
producéo de LTB., em neutrofilos humanos (KONTOGIORGIS et al., 2008). No estado
hiperinflamatorio, a producédo excessiva de leucotrineo B, (LTB4) foi associado a
susceptibilidade a infeccbes micobacterianas, devido conduzir a producéo elevada de

TNF-a e consequente necrose em macrofagos (TOBIN et al., 2012).
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3,4,3' 4'-tetrametoxi-2'-hidroxi-chalcona 3,4-dimetoxi-4'-dimetilaminochalcona

Figura 25. Estrutura quimica das chalconas 3,4,3’,4’-tetrametoxi-2’-hidroxi-chalcona e 3,4-
dimetoxi-4’-dimetilaminochalcona.

Na literatura tém sido descritas caracteristicas funcionais associadas a
propriedade anti-inflamatdria das chalconas, tais como presenca de grupos metoxilas
nas posicoes 3, 4 e 5 de ambos os anéis da estrutura padréo, de grupo hidrofébico
(posicao 2) e grupo hidroxil (posicdo 6) do anel A, grupo 2-OH ou 4-azida no anel A e
4’-metil no anel B (NOWAKOWSKA, 2007; revisado por BUKHARI et al., 2013c,).

Em adicdo ao numero de descricdes literarias relacionadas a capacidade anti-
inflamatéria encontrada para a classe das chalconas, também sao observadas
chalconas com atividade antimicobacteriana, muitas vezes similares, embora o nimero

de chalconas descritas para esta Ultima seja menor quando comparado a primeira. Os
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estudos majoritariamente enfocam tais atividades de forma mutuamente exclusivas.
Entretanto, a presenga da dupla atividade para uma mesma substancia natural é
interessante e almejada para os quadros graves de TB, visando a redu¢ao do niumero
de farmacos a serem administrados e atuagdo em ambos os pontos-chaves, controle
da proliferacao do bacilo e na resposta imune inflamatéria excessiva.

Recentemente, derivados de azochalconas foram avaliados in vitro num mesmo
trabalho quanto a atividade anti-inflamatéria, antimicobacteriana e antioxidante. As
amostras mais ativas para estas atividades avaliadas néao tiveram o amplo potencial
inter-relacionado (ROHINI et al., 2015). Vale ressaltar que a abordagem de tratamento
dual para a TB advém de conhecimentos contemporaneos sobre a imunopatologia da
doenca para casos graves de infecgao por cepas hipervirulentas.

Para as chalconas que apresentam descricao literaria antimicobacteriana e séo
encontrados estudos demonstrando atividade anti-inflamatoria, podem ser citadas a
chalcona natural buteina (Figura 18), a isoliquiritigenina (Figura 24), a chalcona
prenilada xantoumol, a licochalcona A, a isobavachalcona e 4-hidroxilonchocarpina
(Figura 26) (YADAV et al.,, 2011). Deste modo, diversas chalconas podem ter seu
potencial adjuvante direcionado a inflamacdo na TB e sua capacidade
antimicobacteriana explorados intrinsecamente em estudos in vitro e in vivo

adequados.

Isobavachalcona

Xantoumol

Figura 26. Estrutura quimica de chalconas anti-inflamatérias com descricdo para atividade
antimicobacteriana.

Para a classe das chalconas pode ser encontrado o enfoque de atividade anti-
inflamatéria conjuntamente a atividade antibacteriana (FELDMAN et al., 2011,
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BONIFAIT et al., 2014). A isopenteniloxichalcona, 4-hidroxicordoina, metabdlito natural
obtido de Lonchocarpus neuroscapha Benth. (Fabaceae) foi capaz de reduzir a
ativacao do fator de transcri¢cao nuclear-kB (NF-kB), da proteina ativadora-1 (AP-1) e a
expressdao de MMP-9, além de inibir de forma seletiva e em baixas concentragfes de
uso, o crescimento de bactérias periodontais associados a resisténcia a farmacos e
inflamacéo crénica (FELDMAN et al., 2011). Bonifait et al. (2014) demonstraram em
seu trabalho, a sintese da 2,6-dihidroxi-4-isopenteniloxichalcona e sua capacidade de
inibir a producéo de IL-8, a quimiocina CCL5 e a metaproteinase MMP-2, além do seu
efeito em patégenos bacterianos orais resistentes. Estes estudos demonstraram que as
chalconas além de serem capazes de atuar em populacdes bacterianas resistentes
também minimizavam os danos teciduais provenientes da resposta inflamatéria a
infeccao (Figura 27).

Entretanto, a abordagem de utilizacdo das chalconas num ambito especifico de
tratamento dual para o género Mycobacterium permanece nao explorada.

4-hidroxicordoina 2,6-dihidroxi-4-isopenteniloxichalcona

Figura 27. Estrutura quimica de chalconas com atividade anti-inflamatéria e antibacteriana.
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2. JUSTIFICATIVA

O aumento na prevaléncia de cepas Mycobacterium tuberculosis resistentes a
multiplas drogas (MDR) ou extensivamente resistentes (XDR) representa uma ameaca
ao controle da tuberculose (TB) (ZUMLA et al., 2013). Existe uma necessidade urgente
de se buscar novas substancias que possibilitem um tratamento anti-TB eficaz,
especialmente para as formas graves e disseminadas da doenca, tais como meningite
e pericardite, frequentemente associadas com uma resposta inflamatéria exacerbada
(GARLANDA et al., 2007).

Dados recentes demonstram que a resposta inflamatéria excessiva contribui
para a severidade da patologia pulmonar, conduzindo a necrose tecidual, formacédo de
cavidades e promocéo da disseminacdo micobacteriana (ORME, 2013 e AMARAL et
al., 2014). Neste contexto, a utilizacao de farmacos anti-inflamatorios para o tratamento
adjuvante da TB tém apresentado efeitos benéficos substanciais. Sob este prisma,
também se ressalta a importancia do desenvolvimento de novas substéncias com
atividade dual, antimicobacteriana e anti-inflamatoria, visando a reducdo do namero de
farmacos a serem administrados e atuacdo no controle da proliferacdo do bacilo e
prevencao ou minimizacdo dos danos teciduais.

As chalconas sdao metabdlitos secundarios encontrados em diversas plantas
podendo também ser sintetizadas e sdo conhecidas por exibir uma vasta gama de
atividades farmacoldgicas incluindo acfes anti-inflamatéria e antituberculose
(BUKHARI et al., 2013a; BUKHARI et al., 2013c e SANTOSH e SURIYANARAYANAN,
2014).

Neste trabalho, analisamos uma série de chalconas substituidas quanto a
propriedades anti-inflamatdrias, avaliando os seus efeitos imunomoduladores sobre
macrofagos  estimulados com LPS, assim como, suas propriedades
antimicobacterianas, avaliando os efeitos inibitérios sobre o crescimento de cepas
avirulentas e virulentas em cultura bacteriana ou em macréfagos infectados. A
chalcona mais ativa, exibindo atividade dual in vitro foi utilizada para tratamento de
camundongos C57BI/6 infectados por cepa M. tuberculosis hipervirulenta, para
avaliacdo do efeito do tratamento na imunopatologia da doenca e no controle do

crescimento bacteriano.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estudar o potencial de 41 chalconas sintéticas quanto a capacidade anti-
inflamat6ria e antimicobacteriana e seu impacto na imunopatologia induzida em
camundongos por cepas Mtb hipervirulentas focando uma abordagem dual de
tratamento anti-TB.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade anti-inflamatéria das chalconas em macréfagos RAW 264.7
estimulados por LPS quanto a capacidade de inibir a producdo dos mediadores pro-
inflamatorios NO, IL-13e PGE; e TNF-a e aprofundamento desta avaliagdo com
macrofagos alveolares MH-S estimulados com lisado de M. bovis BCG.

e Avaliar as chalconas quanto a citotoxidez celular através da analise da liberagao
de lactato desidrogenase e funcionamento mitocondrial;

eInvestigar o mecanismo de acédo das chalconas ativas em inibir a producdo de
NO através da verificacdo do potencial antioxidante dessas no sequestro do radical NO
e de radicais livres de forma geral como também na expressao enzimatica da iNOS e
da COX-2 envolvidas no processo inflamatério;

eAvaliar os efeitos Inibitorios das chalconas no crescimento de cepas
micobacterianas avirulentas e virulentas em cultura bacteriana e em macréfagos
infectados;

e Comparar os efeitos antimicobacterianos das chalconas associadas ao farmaco
padrao rifampicina frente ao crescimento de cepa Mtb virulenta em cultura bacteriana e
na viabilidade de bactérias extracelulares agregadas em clumps;

e Avaliar os efeitos terapéuticos da chalcona mais ativa, com atividade dual,
(selecionada em experimentos in vitro) em modelo murino de tuberculose pulmonar
severa induzida em camundongos C57BI/6 por cepa hipervirulenta, avaliando efeitos na
imunopatologia pulmonar, crescimento bacilar e modulacao da resposta imune induzida

pela bactéria.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese e caracterizagdo das chalconas e preparacéo de uso

As chalconas (2-41) foram obtidas através de uma parceria entre o Laboratério
de Biologia do Reconhecer/UENF e o Laboratério coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo
Otavio de Souza do Instituto de Quimica/UFRJ. A estratégia de sintese foi baseada na
reacdo de Claisen-Schimdt entre aldeidos arométicos apropriadamente substituidos
com acetofenonas em etanol absoluto a temperatura ambiente. As chalconas foram
purificadas através de recristalizacdo com etanol aquecido. A chalcona sintética 1,3-
difenil-2-propenona (1) foi obtida comercialmente (Sigma Aldrich, MO, USA). As
estruturas das 41 chalconas estédo apresentadas na Tabela 2 (p. 37). A caracterizacao
estrutural para as chalconas 2-41 foram apresentados em Ventura et al., 2015 (anexo).
As amostras das chalconas obtidas foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO,
Sigma Aldrich), na concentracdo estoque de 20 mg/mL e filtradas em membrana de
nylon estéril 0,22 um (Corning Inc., PA, USA) para esterilizagdo e mantidas no freezer -

20°C até sua utilizacao.
4.2. Cultivo celular

As linhagens murinas de macrofagos peritoneais RAW 264.7 e macrofagos
alveolares MH-S obtidas da ATCC (VA, USA) foram cultivadas em meio de cultura
DMEM-F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e gentamicina (20
ug/mL) (Gibco/Invitrogen, NY, USA) a 37°C e 5% de CO,. Quando em experimentacao,
as células RAW 264.7 (5x10° células/mL) foram plagueadas em placa de 96 pocos com
DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB, na presenca ou auséncia das chalconas
(100, 20, 4 e 0,8 pg/mL) e/ou LPS (1 pg/mL, Sigma Aldrich, proveniente do sorotipo
0111:B4 de Escherichia coli). Macrofagos MH-S foram cultivados a semelhanca dos
macrofagos RAW 264.7 e o processo de experimentacao diferiu somente na utilizacéo
do lisado celular de M. bovis BCG (1,5 pg/mL) como estimulo celular. Em ambos os
experimentos, a placa foi incubada a 37°C e 5% de CO, e apés 24 h, o sobrenadante

da cultura foi coletado para avaliagdo dos parametros inflamatérios e citotoxidez.
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Tabela 2. Estrutura representativa da chalcona ndo substituida e das chalconas sintetizadas com

substituintes nos anéis A e B.

Chalcona
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4.2.1. Quantificagéo de citocinas e mediadores inflamatérios

As citocinas TNF-a, IL-18 e o mediador inflamatério lipidico PGE, foram
guantificados separadamente no sobrenadante da cultura celular obtido conforme
descrito no item 4.2. Para a analise, foram adquiridos kits comerciais de ELISA (ensaio
de imunoadsorc¢édo ligado a enzima) tipo sanduiche (TNF-a e IL-13 (BD Biosciences,
CA, USA) e PGE; (R&D Systems, MN, USA)) e a execugado experimental ocorreu
segundo o protocolo do fabricante. No ensaio de quantificacdo da producdo de PGE,
foi utilizado como controle positivo, o farmaco indometacina (Sigma Aldrich), um AINE
inibidor da producgéo de prostaglandinas (Figura 28), nas concentracdes de 0,2 pg/mL,
0,04 pg/mL, 0,004 pg/mL e 0,0004 ug/mL padronizadas de acordo com Chang et al.,
2006, enquanto as chalconas foram diluidas na concentragédo de 100, 20 e 4 pg/mL. A
guantificacéo de IL-10 foi realizada para os experimentos ex vivo envolvendo as células
pulmonares obtidas conforme descrito no item 4.9.2 através de kit comercial de ELISA
tipo sanduiche (BD Biosciences). A producdo de NO foi estimada indiretamente,
medindo-se a concentracdo de nitrito. Cinquenta microlitros dos sobrenadantes (obtido
conforme item 4.2) foram acrescidos de 50 pL de reagente de Griess (p-
aminobenzenosulfonamida 1% + diidrocloreto de naftilenodiamino 0,1% em 5% de
acido fosforico (Sigma Aldrich). Apés 10 min, a absorbancia foi mensurada a 570 nm
em espectrofotdmetro de placa (Dynatech MR5000). A concentracdo de nitrito no
sobrenadante foi determinada em uM usando como referéncia uma curva de nitrito de
soédio decrescida do valor obtido com os aditivos sem células (GRIESS, 1984). O
farmaco padrdo, L-NMMA, acetato de N®- metil-L-arginina (Sigma Aldrich), Figura 28,
conhecido pela inibicdo da INOS, foi utilizado para comparacdo do potencial inibitério

com as chalconas (ICso 78,316,5).
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Figura 28. Estrutura quimica do inibidor padrao de iNOS, L-NMMA e da indometacina, AINE
inibidor da producéo de prostaglandinas. (VALLANCE et al., 2002; RAO et al., 2008).
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4.2.2. Avaliacdo da morte celular em macréfagos (método do LDH e do MTT)

Os métodos utilizados para avaliar a citotoxidade celular foram: a quantificacao
da liberacdo especifica da lactato desidrogenase (LDH), enzima citoplasmatica
importante na rota metabdlica celular, e a verificacdo da capacidade de reducdo da
substancia 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazol (MTT) a formazan, relacionado a
funcionalidade mitocondrial. O método do MTT avalia em sua esséncia a viabilidade
celular e, por conseguinte, os dados obtidos foram convertidos em percentuais de
citotoxidade utilizando como referéncia os valores obtidos nos controles. Os célculos
utilizados para conversédo foram: Percentual de citotoxidade = 100 - ((percentual de
viabilidade da amostra — minimo de viabilidade) x 100) / maximo de viabilidade -
minimo de viabilidade). No método, a cultura celular foi estimulada e tratada conforme
item 4.2. Apos 24 h de incubacao, foi adicionado 10 uL/poco de MTT (5 mg/mL, Sigma
Aldrich) e novamente incubada por 2 h a 37°C e 5% de CO, Posteriormente, o
sobrenadante da cultura foi removido e os cristais de formazan foram solubilizados em
HCI (4 mM) adicionado de 80 mL de isopropanol (Vetec Chemical, Brasil). A leitura foi
feita por espectrofotdmetro de placa (Dynatech MR5000) a 570 nm (RASO et al., 2001).
Para o método do LDH, o sobrenadante da cultura celular (obtido segundo item 4.2) foi
avaliado através da utilizacdo de kit comercial (Doles, GO, Brazil) conforme protocolo
do fabricante. A leitura foi mensurada em espectrofotdmetro de placa (Dynatech
MR5000) a 492 nm (VENTURA et al., 2015). Os calculos utilizados para obtencdo do
percentual de inibicdo foram: percentual de liberacdo de LDH = 100 x (liberacdo LDH
amostra - liberacdo espontanea)/(maximo da liberagéo - liberacdo espontanea). Como
controles, para o0 maximo de liberacdo de LDH (minimo de viabilidade) utilizou-se
cultura de macréfagos estimulados e néo tratados, acrescida de 1% (v/v) Triton X-100
(Sigma Aldrich) e para a liberacdo espontanea de LDH (maximo de viabilidade) foram

utilizados cultura de macréfagos somente acrescida do estimulo celular.

4.3. Avaliacao da atividade antioxidante (método do DPPH e do SNP)

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método do DPPH,
baseado no sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e o método do
SNP, baseado no sequestro do radical NO proveniente da solucdo de nitroprussiato de
sédio (SNP) (Figura 29).
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Figura 29. Estrutura quimica do radical livre DPPH e do complexo doador de NO, o nitroprussiato de
sédio (SNP).

Para o método do DPPH, 1 mL da amostra das chalconas nas mesmas
concentragOes utilizadas no tratamento da cultura celular (100-0,8 pug/mL) foi acrescida
del mL de solucéo etandlica de DPPH (0,1 mM, Sigma Aldrich) por 1 h a temperatura
ambiente. A absorcdo do DPPH foi verificada em espectrofotbmetro a 515 nm
(Biochrom, modelo Libra s6). O DPPH é um radical livre e estavel quando em solugéo,
permitindo a avaliacdo da atividade antioxidante das substancias acrescidas a mesma.
As substancias que possibilitam a origem da forma reduzida do DPPH (alteracdo da
coloragdo violeta para amarelo) apresentam atividade antioxidante. A atividade
sequestradora de radicais livres de cada amostra foi expressa pela relacdo da
absorcdo de DPPH, baseado na solucdo de DPPH ausente das amostras (controle
negativo) em relacdo a solucdo de DPPH acrescida das chalconas nas concentracoes
de 100, 20, 4, 0,8 pg/mL. A solucéo da substancia aromatica padrédo, o 2,6-di-(terc-
butila)-4-metilfenol (BHT - Sigma Aldrich) foi utilizada como referéncia de potencial
antioxidante (Figura 30). O percentual de atividade sequestradora do radical DPPH foi
calculado através da formula: 100 x (absorbancia do controle negativo — absorbancia
da amostra/ absorbancia do controle negativo).

Para o método do SNP utilizou-se o nitroprussiato de sodio, um composto
nitroso inorganico, que em meio aquoso libera o radical NO que por sua vez pode
reagir com o O, formando diéxido de nitrogénio (entre outras reacdes), sendo
relativamente estavel. Para este modelo experimental, a concentracdo da solucéo de
SNP acrescida ao meio de cultura (sem aditivo celular) e o tempo de exposicdo das
chalconas a este foram padronizados de forma a simular a quantidade em micromolar
de NO produzido pelos macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS no ensaio celular.
Uma solucdo estoque de SNP a 100 mM em PBS (salina tamponada fosfatada) foi
preparada e a concentracdo de 10 mM e tempo de incubacao de 1,5 h foram utilizados
(VENTURA, 2011). A solucao de SNP (5 uL) foi adicionada a 45 pL do meio de cultura
DMEM-F12 contendo as chalconas ou rutina (Sigma Aldrich), flavonoide conhecido por
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sua capacidade sequestradora de NO (Figura 30), nas concentracdes de 100, 20, 4,
0,8 pg/mL. Apés 1,5 h de incubacéo a temperatura ambiente, realizou-se o ensaio de
Griess (item 4.2.1) e a concentracdo de nitrito foi determinada em pM (ZHAI et al.,
20009).

OH

BHT

Figura 30. Estrutura quimica do BHT e do flavonoide rutina (RANG et al., 2007; COUTINHO
et al., 2009).

4.4. Avaliacao do potencial de inibicdo da expresséao enzimatica da iNOS e COX-2

Macréfagos RAW 264.7 foram plaqueados na concentracdo de 2x107 células/mL
em placas de petri e incubados por 24 h a 37°C e 5% de CO,. Apoés este periodo, os
macrofagos confluentes foram tratados com 1 pg/mL de LPS e duas concentracfes das
chalconas mais ativas, 20 e 4 ug/mL, (devido a ndo interferéncia da citotoxidade e a
presenca do potencial de inibicdo da producdo dos mediadores inflamatérios NO e
PGE>) por mais 24 h a 37°C e 5% de CO,. Para confirmacdo da presenca do estimulo
celular, o sobrenadante da cultura ap6s o periodo de 24 h foi coletado e o método de
Griess realizado antes do processamento das células para obtencéo do lisado celular.
Cada placa de petri foi entdo lavada com PBS 1X e a monocamada celular foi removida
com cell scraper e transferida para microtubos e centrifugada (1200 rpm, 5’) para
obtencdo do pellet celular. Estes foram lisados com tampéo de lise (10% SDS, 20%
glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 2% azul de bromofenol e 1 M Tris HCI, pH 6.8, contendo
inibidor de proteases — Sigma Aldrich). A concentracdo de proteinas foi estimada pelo
método de Bradford. Para eletroforese, 60 ug do lisado celular foram submetidos ao gel
de 10% SDS-poliacrilamida no sistema MiniVE Vertical Eletrophoresis System (GE-
Healthcare). Apos a eletroforese, as proteinas devidamente separadas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando tampéo fosfato (Amersham

Hybond- ECL, GE-Healthcare). A membrana foi bloqueada com 2,5% de albumina
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sérica bovina (BSA) dissolvida em PBS acrescido de Tween 0,05% (PBST), overnight a
4°C, e posteriormente lavadas 3X com PBST 0,05% e incubadas com anticorpo
primério anti-iNOS policlonal (Santa Cruz Biotechnology), 1:1000, ou com anticorpo
monoclonal anti-COX-2 (BD Transduction Laboratories), 1:500, ambos diluidos em
PBST 0,05% acrescido de 1% de leite desnatado, por 1h, a temperatura ambiente. Em
seguida, a membrana foi lavada 3X com PBST 0,05% e incubadas com anticorpo
secundario anti-rabbit IgG-peroxidase ou anti-mouse lgG-peroxidase respectivamente
(1:5000) (Santa Cruz Biotechnology) em PBST 0,05% por 1 h, a temperatura ambiente.
Apo6s, a membrana foi lavada extensivamente com PBST 0,05% e revelada com
solucédo de 0,5 mg de 3,3'-diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich) em 50 mM de Tris
HCI, pH 7,5 e 0,03% de perdxido de hidrogénio. O peso molecular das bandas foi
comparado ao peso molecular padrédo (Full Range Rainbow - GE-Healthcare). As
bandas protéicas reveladas foram digitalizadas utilizando scanner de alta resolucéo e a
analise densitométrica foi realizada através do software ImageJ (NIH, Bethesda, MD).
O valor para a condicéo estimulada (células estimuladas com LPS) foi inferido como 1

e as outras condi¢des foram calculadas em correlagdo com este parametro.

4.5. Obtencdao e preparo do cultivo micobacteriano

Trés cepas micobacterianas de diferentes niveis de viruléncia foram utilizadas no
estudo: Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG), avirulenta, proveniente
da vacina onco-BCG, linhagem Moreau (Copenhagem SEED# julho de 1978, cedida
pelo Instituto Butantan/SP) e duas cepas de Mycobacterium tuberculosis: H37Rv
(ATCC 27294) e a cepa Beijing M299, isolada de pacientes com TB em Mocambique,
caracterizada previamente pela hiperviruléncia (RIBEIRO et al.,, 2014), gentilmente
cedida pelo Dr. Philip Suffys/ FIOCRUZ, Brasil. As cepas foram crescidas em meio de
cultivo Middlebrook 7H9 (Difco, Detroit, MI) contendo 10% de ADC (albumina-dextrose-
catalase - Difco Laboratories), 0,5% de glicerol e 0,05% Tween 80 a 37°C sob
condicBes de NB3, durante 7 dias com agitacdo diaria, e congeladas em aliquotas de
1mL (10’ a 10® bactérias) em freezer -70°C. A densidade 6ptica das culturas
micobacterianas foi mensurada por espectrofotdmetro (Biochrom, modelo Libra s6) a
600 nm e a concentracdo correspondente foi determinada para cada cepa através da
diluicdo seriada em placas de agar contendo meio de cultivo Middlebrook 7H10 (Difco,

Detroit, MI) suplementado com 10% de OADC (&cido oleico- albumina-dextrose-
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catalase - Difco Laboratories) e 0,5% de glicerol. Toda manipulacdo e cultivo

micobacteriano obedeceu as normas de biosseguranca.

4.5.1. Avaliacao da atividade antimicobacteriana

As culturas micobacterianas em suspensdo foram crescidas por 7 dias e
agitadas em vortex e sonicadas em banho de ultrassom (Ultrasonic Maxi cleaner 800—
UNIQUE) por 1 min para dispersao dos grumos. O ajuste da concentracdo bacteriana
utilizada nos experimentos foi realizado através da leitura prévia de 1 mL da suspensao
das culturas a 600 nm em espectrofotémetro (Biochrom, modelo Libra s6), subtraido da
densidade Optica do meio de cultura 7H9 suplementado. A diluicdo da suspenséo
bacteriana obedeceu ao critério de relacdo da densidade éptica versus numero de
bacilos. Para o estudo da atividade antimicobacteriana das chalconas, a suspenséo
bacteriana foi plaqueada (1x10° CFU/poco em placa de 96 pocos) e incubadas na
presenca das chalconas nas concentragdes de 100, 20, 4 e 0,8 pg/mL ou rifampicina,
(concentracdes de 0,0011 a 0,03 pg/mL para M. bovis BCG; de 0,00032 a 1 pug/mL
para Mtb H37Rv e de 0,008 a 10 pug/mL para o isolado clinico de Mtb M299). As placas
foram seladas e incubadas a 37°C e 5% CO, por 7 dias para M. bovis BCG ou 5 dias
para as cepas de M. tuberculosis. ApGs este periodo, a cultura bacteriana foi acrescida
de 10 pL de solugcdo de MTT (5 mg/mL) e incubada por 3 h para quantificacdo do
crescimento micobacteriano (MOODLEY et al., 2014). Posteriormente, foi utilizado o
tampéo de lise (20% p/v SDS / 50% dimetilformamida - DMF em agua destilada, pH
4.7) por 18 h. A densidade Optica foi mensurada em espectrofotdmetro a 570 nm. A
suspensao da cultura bacteriana nao tratada foi utilizada como controle do crescimento

bacteriano espontaneo.

4.6. Infeccdo de cultura de macrofagos e quantificacdo do crescimento

micobacteriano intracelular

Macréfagos RAW 264.7 foram plaqueados (5x10° células/mL) em placas de 96
pocos com meio DMEM-F12 sem antibiético e suplementado com 10% SFB por 24 h.
Antes da infeccdo, a suspensdo micobacteriana foi agitada e sonicada conforme item
4.5 e a densidade Optica ajustada para 0,1. A cultura de macrofagos foi infectada na
razdo MOI (Multiplicidade da infeccdo) 1:1 (macrofago/bactéria). A fagocitose foi

permitida por 3 h, e logo apo6s, as micobactérias extracelulares foram removidas por
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lavagem com PBS. Posteriormente, a monocamada celular infectada foi tratada por 4
dias com as chalconas ou rifampicina, nas concentragdes citadas no item 4.2. A
viabilidade da cultura de macrofagos foi monitorada através do método de LDH (item
4.2.2) e foi superior a 80% durante todo o experimento, excluindo a hipétese da
reducdo do CFU estar vinculada a morte celular dos macréfagos. No quarto dia ap6s
infeccdo, as células foram lisadas com saponina 1% (Sigma Aldrich) para liberar as
bactérias intracelulares. As aliquotas do lisado celular foram diluidas em série de 10
vezes em PBS e plaqueadas em triplicata em placas de 4gar 7H10 suplementadas.
Apés 21 dias de incubacgéo a 37°C, a contagem das unidades formadoras de col6nias
(CFU) foi determinada.

4.7. Avaliacdo do potencial inibitério da associagdo das chalconas mais ativas

ao farmaco rifampicina

As chalconas mais ativas em cultura micobacteriana e em macrofagos RAW
264.7 infectados foram selecionadas para verificacdo do potencial inibitorio quando em
associacdo com o farmaco padrdo rifampicina. O isolado clinico de Mtb M299 foi
cultivado e diluido segundo item 4.5 e plaqueado em placa de 96 pocos (1x10’
CFU/mL). A suspensdo micobacteriana foi tratada com cada chalcona nas
concentragfes de 100, 20, 4, 0,8 ug/mL associadas a rifampicina, numa concentracao
previamente estabelecida onde o potencial inibitério da mesma foi de no maximo 30%
(0,04 pg/mL). A placa foi incubada a 37 °C por 5 dias. A quantificacdo do potencial
inibitério foi realizada pelo método do MTT, conforme descrito no item 4.5.1. Os
resultados obtidos foram comparados ao efeito inibitério observado para as chalconas
guando em tratamento exclusivo contra o isolado clinico M. tuberculosis M299,

conforme descrito no item 4.5.1.

4.8. Avaliacdo da capacidade inibitéria das chalconas mais ativas na

viabilidade de bactérias extracelulares agregadas em clumps

Macréfagos RAW 264.7 foram plaqueados (5x10° células/mL) em placas de 96
pocos com meio DMEM-F12 sem antibiético e suplementado com 10% SFB por 24 h.
Antes da infeccdo, a suspensdo micobacteriana foi agitada e sonicada conforme item
4.5 e a densidade Optica ajustada para 0,1. A cultura de macrofagos foi infectada na

razdo MOI 10:1 (bactéria/macrofago) com Mtb H37Rv ou com o isolado clinico M299. A
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fagocitose foi permitida por 3 h, e logo apds, as micobactérias extracelulares foram
removidas por lavagem com PBS. Posteriormente, a monocamada celular infectada foi
acrescida de meio DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB e incubada durante 12
dias. Durante este periodo, a cultura de RAW 264.7 infectada foi observada para
acompanhamento da morte celular necrética dos macréfagos e liberagdo dos
agregados micobacterianos (clumps). No décimo segundo dia, ambas as placas
contendo a monocamada celular infectada foram acrescidas de saponina 1% para
garantir o rompimento total dos macrofagos. A estas culturas foram adicionados as
chalconas mais ativas nas concentracdes descritas no item 4.5.1 e incubou-se a 37°C
por 5 dias. A avaliagdo da viabilidade micobacteriana foi efetuada através do método
bacteriolégico do CFU. Antes da execucao da diluicdo seriada, a suspensao bacteriana
foi coletada para ependorfes e homogeneizados por 3 vezes no vortex intercalados por
3 vezes no banho de ultrassom por 1 min. As diluicdes seriadas e a disposicdo nas
placas de petri contendo meio de cultivo Middlebrook 7H10 suplementado com OADC

seguiram o descrito no item 4.6.

4.9. Infeccdo experimental dos camundongos

Camundongos da linhagem C57BI/6, livres de germes, machos, com idade entre
6 e 8 semanas, foram fornecidos pelo biotério central do Centro de Biociéncias e
Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). Os animais foram infectados e mantidos em micro-isoladores, distribuidos
organizadamente em estantes ventiladas no biotério de Biosseguranca nivel 1l do
Laboratério de Biologia do Reconhecer (CBB/ UENF) sob responsabilidade da Prof2.
Dr2. Elena Lassounskaia. O modelo de infeccdo dos camundongos foi aprovado pela
Comisséo Interna de Biosseguranca da UENF (C-CIBio-18/12, 2012) e pela Comissao
de Etica em Uso Animal, CEUA, da UENF (protocolo n° 198/2012). Antes do
procedimento de infeccdo experimental foi efetuada a preparacédo do indculo. A cepa
Beijing M299 foi previamente cultivada e a densidade Optica mensurada de acordo com
o item 4.5. A mesma foi escolhida por estar associada a severa patologia pulmonar,
com alta carga bacteriana e extensivo dano tecidual (AMARAL et al., 2014). A dose de
infeccdo de 100 bacilos (baixa dose) num volume de 60 pL foi adequada para cada
animal e confirmada por contagem de CFU em placas de agar 7H10 suplementadas
plagueadas com o mesmo volume de indculo instilado na traqueia do animal. No

procedimento de infeccdo experimental, os animais foram inicialmente anestesiados
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por via intraperitoneal (i.p.), pela aplicacdo de numa aliquota de 90-120 pL da mistura
de Anazedan (xilazina, 15 mg/kg, Vetbrands) e Dopalen (ketamina, 110 mg/kg,
Vetbrands) diluidos em PBS estéril. Para certificacdo da eficacia da analgesia nos
animais, estes foram submetidos a testes de padrdo de reflexo de acordo com as
normas de bioética de experimentagao animal.

O procedimento cirurgico foi iniciado com uma inciséo transversal de 0,5 cm na pele da
regido do pescoco do animal para exposi¢cao da traqueia, onde foi injetado o volume de
60 pL (~107 bacilos) entre os anéis cartilaginosos mais proeminentes, com auxilio de
uma seringa hipodérmica 0,3 mL (Terumo, SP, Brasil). Os animais controle receberam
60 pL de PBS estéril. Logo apos a infeccdo intratraqueal (i.t.), a incisao foi suturada. Os
animais infectados foram separados em quatro grupos com cinco animais cada e
supervisionados diariamente quanto aos sinais vitais e eutanasiados (inalagéo de CO5),
se requerido, seguindo o protocolo de bioética animal, quando observado perda de
peso, auséncia de mobilidade e dificuldade de respiragcdo a fim de minimizar o
sofrimento. Camundongos BALB/c posteriormente também foram utilizados, seguindo

similar protocolo de infeccédo realizado para o modelo murino C57BI/6.

4.9.1. Tratamentos e grupos experimentais

Priorizando o estabelecimento da infeccdo pelo bacilo e desenvolvimento da
resposta imune, o tratamento dos animais foi iniciado apds 15 dias do procedimento de
infeccdo, por via intraperitoneal (20 pL/animal), alternando o lado de aplicacdo no
abdémen, diariamente durante os periodos pré-determinados de 15 e 30 dias de
tratamento. Visando a avaliacdo da terapia dual, anti-inflamatdria e antimicobacteriana,
e para fins de comparacéo do efeito potencial da chalcona nos dois ambitos, além do
tratamento com a chalcona codificada com n° 5, os farmacos ibuprofeno e rifampicina
(Sigma Aldrich), conhecidos nestas respectivas abordagens terapéuticas foram
inseridos no delineamento experimental. Todas as substancias tiveram a dose de
tratamento/animal calculadas e foram diluidas em DMSO. Deste modo, 0s animais
infectados foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos de 5 animais cada. Dois
grupos experimentais de animais ndo infectados foram inseridos (5 animais cada), de
acordo com o protocolo a que foram submetidos:

Grupo 1- Animais ndo infectados e inoculados por via i. t. com PBS estéril receberam

aplicacao intraperitoneal diaria de 20 yL de PBS estéril.
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Grupo 2- Animais ndo infectados e inoculados por via i. t. com PBS estéril receberam
aplicacdo intraperitoneal diria de 20 pL de chalcona 5 (20 mg/Kg).

Grupo 3- Animais somente infectados por Mtb e néo tratados.

Grupo 4- Animais infectados por Mtb receberam aplicacéo intraperitoneal diaria de 20
pL de chalcona 5 (20 mg/Kg).

Grupo 5- Animais infectados por Mtb receberam aplicacdo intraperitoneal diaria de 20
pL de rifampicina (10 mg/Kg).

Grupo 6- Animais infectados por Mtb receberam aplicacéo intraperitoneal diaria de 20
pL de ibuprofeno (40 mg/Kg). Os animais BALB/c infectados n&o foram tratados com
ibuprofeno.

ApoGs o periodo de tratamento de 15 dias (30 dias de infeccéo) e 30 dias (45 dias
de infeccdo) os animais foram sacrificados por exposicdo em camara de CO; e 0s
seguintes parametros averiguados: carga bacilar (CFU) no pulméo, alteracfes teciduais
e celulares no pulméo (macropatologia e histopatologia/ morfometria), figado e baco
(histopatologia), relacdo entre o peso dos pulmdes e o0 numero de células
contabilizados, producéo de citocinas ex vivo a partir das células pulmonares, analise

fenotipica do infiltrado celular no pulmdes por citometria de fluxo.

4.9.2. Obtencéo de células pulmonares e dos bacilos

Para a obtencédo das celulas pulmonares foi coletado o I6bulo esquerdo dos
pulmdes dos camundongos infectados ou ndo, os quais foram pesados e adicionados a
placa de petri (JProlab, 21 cm? com 2 mL de meio de cultura RPMI (Gibco/lInvitrogen,
NY, USA). Com o auxilio de pingcas curvas, o orgdo foi macerado e mantido
acondicionado no gelo. A seguir foram adicionados 3 mL de solucdo de digestéao
tecidual (1ug/mL de liberase Blendzyme 2 (Roche) e 0,1ug/mL de DNAse de pancreas
bovino (Sigma Aldrich)) foram acrescidas e incubadas a 37°C e 5% de CO,, por 40
minutos sob agitacdo. Apds este periodo, os 6rgaos imersos na solucdo de digestédo
foram dissociados utilizando seringas de 10mL por 10 ciclos de homogeneizacao e os
homogenatos obtidos filtrados em cell strainer com poro de 40 um (BD Bioscience, CA,
USA). O homogenato isento de matriz tecidual foi destinado a quantificacdo
micobacteriana através da diluicdo decimal seriada e plagueamento em placa de agar
7H10 suplementada. As placas foram lacradas e incubadas em estufa bacterioldgica a
37°C e 5% CO; por 21 dias e o CFU quantificado. O restante do homogenato foi

processado para obtencdo de células. As hemécias foram removidas através de
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tratamento com tampao de lise ACK (0,144 M NH,4CI, 0,0169 M Tris base, pH 7.4) e as
suspensodes celulares foram lavadas e ressuspendidas em meio RPMI suplementado
com 10% de SFB e 0,05 mg/mL de gentamicina e mantidas no gelo. Uma aliquota
desta suspenséo foi tratada com 0,1 % de azida sddica por 20 minutos para contagem
celular (RIBEIRO et al., 2014). Apés a quantificacdo e ajuste da concentracao celular
(5x10° células/mL), as células foram plaqueadas e cultivadas ex vivo por 48 h para
guantificacdo da producéo espontanea de citocinas (TNF-qa, IL-10, IL-1B) e do radical
NO pelo método de ELISA tipo sanduiche e reacdo de Griess respectivamente (item
4.2.1).

4.9.3. Anélise macroscopica e histopatolégica do pulmao, baco e figado

A avaliacdo da macro e micropatologia foi realizada para os 6rgaos pulméao,
baco e figado nos dias 30 e 45 apos a infeccdo. Os I6bulos superior direito, mediano,
inferior direito e pds-caval do pulmao foram selecionados para a analise histoldgica e,
portanto fixados por no minimo 96 h em formol 10% tamponado. A macropatologia foi
avaliada através da pesagem dos pulmdes dos animais, comparando o peso dos
orgaos entre 0os animais somente infectados e os animais infectados e distintamente
tratados e apoés a fixacdo, o l6bulo superior direito do pulmdo de cada animal foi
fotografado com escala em centimetros para a avaliacdo macroscopica das mudancas
morfolégicas do orgdo. A massa relativa foi calculada pela razdo entre o peso do
pulmdo de cada animal infectado (tratado ou ndo) e a média do peso do pulmao dos
animais controle. Os estudos histopatolégicos para avaliar a micropatologia foram
realizados nos cortes dos tecidos a partir da coloracdo com hematoxilina-eosina (H&E)
para a visualizacdo das alteracdes teciduais e pelo método de Ziehl-Neelsen para

deteccédo da presenca de bacilos alcool-acidos resistentes (BAAR).
4.9.3.1. Método de coloracdo com Hematoxilina-Eosina (H&E)

O l6ébulo superior direito dos pulmdes dos camundongos infectados foi retirado
para analises histopatologicas 30 e 45 dias apdés a infeccdo. Apos a fixacéo, os Iébulos
foram lavados com agua destilada por 30 minutos, seguido de banhos crescentes de
alcool (70%, 80%, 90%, 100%) por 1 h em cada concentracdo e, entdo, submetidos a
dois banhos contendo xilol por 1 h cada, estando estes, preparados para a inclusdo na

parafina, por 30 minutos. Apos o procedimento do Histotec (fixacdo e clarificagéo), as
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pecas foram emblocadas em parafina e levadas ao gelo. Os blocos rigidos foram
seccionados no micrétomo (Leica) com espessura de 4-5um, colocado em banho-maria
e posicionados em lamina. As laminas contendo os cortes foram embebidas em duas
baterias de xilol por 3 minutos cada, logo banhadas em &lcool (100%, 90%, 80%, 70%)
por 1 minuto em cada concentragéo para entdo serem corados com hematoxilina por 3
minutos e eosina por 50 segundos. Novamente, foram repetidos os banhos em élcool
(70%, 80%, 90% e 100%) por 1 minuto em cada concentragéo e em xilol por 3 minutos.

Os cortes entdo sofreram fixacdo permanente com Permount.

49.3.2. Método de Ziehl-Neelsen

Os 6rgaos foram fixados, clivados e emblocados como descrito no item 4.9.2.1.
A lamina contendo o corte do tecido foi imersa em solucdo aquecida de carboxifuccina
por 30 minutos. Logo apos, a mesma foi lavada em agua corrente e tratada com alcool-
acido 1% até atingir a tonalidade rosea. Os tecidos foram lavados novamente em agua
corrente por 8 minutos, com posterior imersédo em azul de metileno (10 mL da solugéo
estoque (4 mM de azul de metileno em alcool etilico 95%) acrescido de 90 mL de agua
destilada). Os cortes foram submetidos a fixagdo permanente com Permount e
analisados por microscopia Optica (microscopio Zeiss-Axiplan). As técnicas de
coloracdo com H&E e Ziehl Neelsen foram realizadas em colaboragdo com o prof. Dr.
Eulégio Carlos Queiroz de Carvalho, Patologista Clinico do Laboratorio de Sanidade

Animal, do Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte Fluminense.

4.9.3.3. Analise morfométrica do tecido pulmonar

Os cortes corados com H&E foram analisados por microscopia Optica
(microscopio Axioplan 2, Carl Zeiss, Inc.) e as imagens de cortes capturadas através do
dispositivo Axiocam MCR-5 (Zeiss). Para a analise morfométrica, as imagens foram
obtidas numa ampliacdo de 100X e avaliadas pelo programa ImageJ (NIH, Bethesda,
MD) em relacéo a area de inflamacédo (area de pneumonia) presente em cada imagem.
As imagens coloridas foram convertidas em escala de preto e branco para permitir a
identificacdo de areas aeradas, como o0s alvéolos (em preto) e areas de tecido
inflamado e néo inflamado, em branco. Para quantificar a porcentagem de area nao
aerada, area branca, a média das porcentagens de area de 10 fotos da seccédo

pulmonar dos camundongos-controle nao infectados, camundongos somente
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infectados e cada um dos diferentes grupos infectados e tratados, foi calculada e para
quantificar a porcentagem de area inflamada (4rea de pneumonia), a média do
percentual da area de tecido do pulméo controle foi subtraida do percentual da area de
tecido pulmonar de cada grupo infectado.

4.10. Analise fenotipica do infiltrado celular pulmonar

A partir do homogenato celular obtido conforme descrito no item 4.9.2. foi
quantificado e ajustado a concentracdo celular em 2x10° células/mL para cada amostra
a ser analisada. As células foram centrifugadas (1200 rpm, 5 min, 4 °C) e
ressuspendidas em solucdo de PBS suplementado com 1% de SFB no qual foi diluido
uma combinagdo de anticorpos monoclonais conjugados a compostos fluorescentes,
por 30 minutos: CD11b-PE, Ly6G-PercP, CD11c-APC, Ly6C-FITC (BD Pharmingen,
USA). Apos este periodo, as células foram lavadas com PBS acrescido de 1% de SFB
por trés vezes e fixadas com 2% de paraformaldeido por 24 h para posterior analise por
citometria de fluxo (BD FACS Calibur, software CellQuest Pro). Foram efetuadas a
aquisicdo de 20.000 eventos utilizando-se uma janela de analise (gate) a partir dos
parametros FSC (volume celular) e SSC (granulosidade celular). Os histogramas de
intensidade de fluorescéncia dos respectivos fluorocromos foram obtidos e a frequéncia
de células relacionada a cada gate de interesse foi mostrada em percentual referente

ao gate de origem.

4.11. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 4
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) e as diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p< 0,05. Os efeitos simultaneos de dois fatores
foram analisados por ANOVA e pelo teste de Bonferroni. One-way ANOVA e o teste de
Tukey foram utilizados para avaliar os efeitos de um Unico parametro. Os valores de
ICs0 € MIC foram calculadas por analise de regresséo nao linear do log [concentracao]/

curvas de inibicdo de trés experimentos diferentes usando o GraphPad Prism 4 .
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5. RESULTADOS

5.1. Screening das chalconas quanto a capacidade de inibicdo da producdo de
NO e TNF-a, citotoxidade e o crescimento de M. bovis BCG

A produgéo da citocina pro-inflamatoéria TNF-a e do radical NO pelos macréfagos
alveolares estad intimamente envolvida na resposta inflamatéria e embora exibam
efeitos protetores, em altas concentracbes possuem efeitos deletérios (BALKWILL et
al., 2001). Em alta concentracdo, o NO € responsavel pela angiogénese,
hiperpermeabilidade vascular e severo dano oxidativo na vasculatura local e o TNF-a
pode causar degranulacdo de neutréfilos, acompanhado de liberacdo de enzimas
proteoliticas associadas a injaria tecidual (GUZIK et al., 2003; ORME, 2013).

O estudo do potencial anti-inflamatorio das 41 chalconas iniciou-se pela
investigacdo da capacidade destas em inibir a producdo de NO e TNF-a em
macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS, utilizando os métodos de Griess e o
ensaio de ELISA tipo sanduiche, respectivamente. Além disso, o efeito citotoxico foi
avaliado para permitir a selecdo de chalconas exibindo baixa ou nenhuma interferéncia
da toxidez. Deste modo, os niveis da enzima citoplasmatica lactato desidrogenase
presente no sobrenadante da cultura tratada com as amostras foi quantificado, assim
como foi verificada a capacidade das células em reduzir a substéancia MTT ao cristal de
formazan, o que esta relacionado a funcionalidade mitocondrial. Este critério foi
estabelecido de modo que pudessem ser selecionadas chalconas capazes de inibir a
producdo de NO e TNF-a sem aparente interferéncia deste potencial pelo indice de
morte celular. Para cada amostra foi obtida uma curva de concentracdo-resposta e
desta foi calculada a concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade estudada,
ICs0, como exibido na Tabela 3.

A fim de proporcionar um grau de comparagao apurado, no que diz respeito a
modulacg&o da producdo de 6xido nitrico, utilizou-se a substancia padréo, L-NMMA (N°-
acetato de monometil-L-arginina), inibidor conhecido da producéo de NO. O potencial
de inibicdo obtido pelas chalconas foi comparado ao apresentado pelo L-NMMA (ICsg
78,3 £ 6,5 uM).

Com atencao nos valores de ICsp obtidos, de forma geral, as chalconas (1 a 41)
foram mais potentes em inibir a producdo de NO do que TNF-qa, tendo em vista que

apenas cinco substancias foram capazes de inibir a producéo deste ultimo.
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Ao comparar o potencial exibido para cada chalcona nos testes realizados, estas
puderam ser agrupadas de acordo com a presenca ou ndo da capacidade inibitoria
como também pelo grau de atividade demonstrado.

Dez chalconas (2, 6, 7, 9, 16, 22, 23, 32, 34 e 38) nao foram capazes de inibir a
producdo de ambos os mediadores inflamatérios avaliados, tendo em vista o valor de
ICso apresentado por estas ter sido superior a maior concentracdo utilizada. Em
contrapartida, algumas amostras inibiram moderadamente a produgéo de NO, como as
chalconas 18, 35, 36 e 39, com potencial muito inferior a chalcona ndo substituida e em
alta concentracdo de tratamento, exibindo ICsy entre 100 a 200 uM, enquanto as
amostras 10, 14 e 37 apresentaram atividade inibitéria pouco maior (ICsp aproximado
de 60mM), contudo também menos ativas que a chalcona ndo substituida (ICso 41,6 £
2,0 uM). Comparado ao potencial inibitério do L-NMMA somente as chalconas 14 e 37
foram mais ativas. Para essas amostras apenas a chalcona 10 exibiu elevada
citotoxidez celular (Tab. 3).

A maior parte das amostras apresentou elevada atividade inibitoria da producéo
de NO. As chalconas 3, 8, 11, 13, 15, 17, 20, 21, 25 e 27 mostraram potencial inibitorio
similar a chalcona néo substituida (p> 0,05), enquanto as chalconas 19, 26 e 30
exibiram maior potencial de atividade (p< 0,001). Dentre estas, as amostras 3 e 8
também foram capazes de inibir a producdo de TNF-a (ICso 60,5 £ 4,7 uM € 66,9 £ 4,5
MM respectivamente). Com relacao a citotoxidez celular, o tratamento com a chalcona 8
exibiu maior toxicidade enquanto as amostras 11 e 30 mostraram altos niveis de
liberacdo da enzima lactato desidrogenase intracelular e reduzida funcionalidade
mitocondrial para conversdo do MTT a formazan (Tab. 3).

A capacidade inibitéria da producdo de NO com maior destaque foi apresentada
pelas chalconas 4, 5, 12, 24, 28, 29, 31, 33, 40 e 41, com valor de ICs inferior a 21 uM.
A atividade da chalcona 5 foi particularmente notavel (ICsp 2,1 = 0,7 uM). A atividade
inibitéria observada para estas amostras foi maior do que para a chalcona nao
substituida e para o L-NMMA (ICso 78,3 £ 6,5 uM). As chalconas 4, 5, 24 e 41 também
foram capazes de inibir a producdo de TNF-a. Dentre estas, a chalcona 5 foi a mais
potente em inibir a producdo de ambos os mediadores inflamatérios avaliados (p> 0,05)
guando comparado as demais chalconas. Dentre estas, a chalcona 29 também
apresentou elevada citotoxidez celular e, portanto foi excluida das andlises
subsequentes (Tab. 3).

Como parte inicial da estratégia de screening, as chalconas 1-41 foram

avaliadas quanto a sua atividade antimicobacteriana em cultura de M. bovis BCG, visto
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ser essencial a busca por novas substancias antituberculose ativas e menos toxicas.
Esta cepa proveniente da vacina foi utilizada para os experimentos de triagem
considerando raz0es de biosseguranca. A inibicdo do crescimento do bacilo pelas
chalconas diretamente em cultura foi quantificada através do método do MTT e os
resultados foram apresentados na Tabela 3 como MICsy € MICqo.

Quinze chalconas (2, 6, 13, 14, 16, 20, 22, 23, 27, 28, 32, 34, 35, 36 e 37) nao
inibiram o crescimento de M. bovis BCG mesmo na maior concentracao utilizada, o que
em sua maioria coincidiu com a auséncia de atividade imunomodulatéria, com excecao,
das amostras 20, 27 e 28 capazes de inibir a producdo de NO. Em adicdo, as
chalconas 12, 18, 26, 31 e 38 demonstraram baixo potencial para inibir o crescimento
micobacteriano, e o MICso permaneceu acima de 80 pM.

As chalconas 3, 4, 7, 9, 15, 17, 19, 21, 24, 25, 33, 39, 40 e 41 apresentaram
capacidade de inibir 50% do crescimento de M. bovis BCG em concentracéo abaixo de
60 uM, destacando as chalconas 3, 4, 15, 25 e 40 com reduzido valor de MICs (< 20
uM). Entretanto, a inibicdo de 90% do crescimento micobacteriano (MICgqo) exigiu a
utilizagdo de concentragdes maiores (Tab. 3).

Embora as chalconas 10, 11, 29 e 30 tenham mostrado boa capacidade de inibir
0 crescimento bacilar, a atividade néo foi seletiva, visto a toxidez na cultura celular de
macrofagos (principal célula hospedeira do bacilo).

O efeito inibidor mais potente foi observado para as chalconas 5 e 8 que
apresentaram baixos valores de MICs associados aos menores valores de MICyo (14,5
+6,1e753%8,4uM para 5; 13,4 £4,0 e 33,7 £ 4,6 uM para 8). Nota-se que nenhuma
das substancias testadas foi mais ativa do que a rifampicina, farmaco anti-TB padréo

utilizado como um controle positivo (Tab. 3).
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Tabela 3. Efeito inibitério das chalconas na produgdo de NO e TNF-a em macréfagos RAW 264.7 estimulados
por LPS, no crescimento de M. bovis BCG em cultura e avaliacdo da citotoxidade celular pelos métodos do
LDH e MTT.

ICso (M) MICso (M) | MICqo (uM)
Chalcona NO | TNFa | LDH | MTT M. bovis BCG
1 416+£20  >480,2 177,3+95 1995+6,2 137,3+4,7 3832+9,1
2 >442,0 >442,0 >442 .0 302,5 +6,9 >442,0 >442,0
3 31,0+£46 605+4,7 3997+49 3177455 20,7£64 169,9%54
4 120+22 669+43 3484+51 2080+50 143+58 137,3%79
5 21+27 481+7,6  >3964 >3964  145+61 75384
6 >419,7 54197 >419,7 >419,7  2559+4.8 249,2+6,2
7 >A77,9 >A477,9 >477,9 > 4779 358+7,2 440,8 £ 9,5
8 46,423 669+45 1910+52 2054+44 134+40 337+46
9 >327,7 >327,7  >327,7  286,1£46 358%39 3088+53
10 680+43  >310,9 113,4+05 535+4,1 223%63 287,832
11 41,3£35  >302,8 1320+29 7190+98 67,8+38 242126
12 106+33  >3020  >302,0 2231%39 849+47 2296+22
13 52,9+ 3,6 >315,3 >315,3 290,3+4,8 220,6 +3,6 >315,3
14 580+68  >2880  >2880 2482+31  >288,0 >288,0
15 36,7£38  >311,0 256,0+38 1098+38 13,8+44 2651%45
16 >449,9 4499  >449.9 > 449.8 >449,9 >449.,9
17 30,8+45  >4162 2895+43 2914+36 615+76 3884%7,3
18 150338  >3895 3043+42 1642+58 713+48 323271
19 278+38  >3769  >3769  301,2455 564+44 322,717
20 30,1+12  >3755 _ >3755 > 375,5 >375,5 >375,5
21 30,6 +£4,7  >3963  >396,3 308,0+60 333+54 362,2+59
22 >354,2 >3542  >354.2 >354,2 >354,2 >354,2
23 >389,5 >3895  >389,5 > 389,5 >389,5 >389,5
24 213+45 788465 244845 3197+03 315+59 399,169
25 412+46  >300,2  >390,2 3492+121 158+52 228358
26 253+39  >366,7  >366,7 2794+51 912£50 286,7+78
27 446+52  >3554 2264+35 2522454 3088+50  >3554
28 149+41  >3542  >3542  3082%38  >354,2 >354,2
29 131+42  >3727 939+49 27,99+622 325+54 3395232
30 239+48  >366,7 100,0£51 29,73+53 37,8+64 328,7+36
31 84+68  >4120 267,0%45 3203+27 909+55 330242
32 >383,6 >383,6  >383,6  1696£63  >3836 >383,6
33 31+0,1 1655+52 351,2+50 287,2+103 457+54  >360,8
34 >366,7 >366,7  >366,7  343,1+53  >366,7 >366,7
35 160,347  >3488  >348,8 > 348,8 >348,8 >348,8
36 187,841  >3303  >330,3 >330,3  269,6+39  >330,3
37 586+45  >3049  >304,9 >394,8 >394,9 >394,9
38 >301,1 >301,1  >301,1 >301,1 97442 220,7£56
39 113748  >3732 3286+39 151654 281+54 344,1%63
40 135+55  >3530  >353,0 >3530  145+31  >353,0
a1 112250 68533  >347,6 >347,6  305+47 246972
LNMMA' | 78,3£65 XX XX XX XX XX
Rifampicina XX XX XX XX 0,01+0,03 020,01

! Inibidor padrdo de NO; ? farmaco anti-TB padréo; Valores de média + DP; n=3; XX- n&o definido.
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5.2. Avaliacéo das chalconas quanto a inibicdo da producado de NO e citotoxidade
em macrofagos alveolares MH-S estimulados por lisado de M. bovis BCG

A partir do screening inicial das 41 chalconas no modelo celular de macréfagos
RAW 264.7 estimulados por LPS (1 pg/mL) foram selecionadas as chalconas mais
ativas para avaliacio em outro modelo celular (macréfagos alveolares MH-S
estimulados por lisado celular de M. bovis BCG) utilizando as mesmas concentragdes
das chalconas utilizadas anteriormente. Além disso, foi avaliado a citotoxidade pelos
métodos de LDH e MTT. A utilizacdo deste modelo celular para o estudo das chalconas
mais ativas permitiu a aproximacdo com o microambiente pulmonar e a doenca
tuberculose, assim como possibilitou maior consolidacéo da avaliacéo do potencial das
chalconas testadas.

Foram testadas as amostras 3, 4, 5, 8, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 24, 25, 26, 28, 31,
33, 37, 40 e 41 selecionadas a partir do ensaio anterior. A substancia padrdo L-NMMA
e a chalcona nao substituida (1) também foram verificadas conjuntamente com as
demais chalconas.

Os resultados obtidos no modelo celular de macrofagos alveolares
demonstraram perfil similar ao padréo de capacidade inibitéria da producdo de NO e de
citotoxidade observado nos testes com o modelo de macrofagos RAW 264.7
estimulado por LPS (p> 0,05) (Tabela 3).

A chalcona 37 foi a menos potente em relacdo a inibicdo da producéo de NO,
apresentando capacidade de inibicAo somente na maior concentracdo testada (88,0
1,4%), embora nenhuma ou baixa toxicidez tenha sido observada em ambos o0s
métodos utilizados. Comparada a chalcona ndo substituida, a amostra foi menos ativa
(ICs 63,9 + 3,4 uM), contudo seu efeito ndo diferiu significativamente da substancia L-
NMMA (p> 0,05) (Fig. 31, Tab. 4).

Dentre as amostras testadas, as chalconas 3, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 24, 25, 26 e
28 mostraram alta capacidade de inibir a producao de NO. O percentual inibitorio variou
de 70-100% nas maiores concentracdes utilizadas na auséncia ou com baixo efeito
citotoxico. Na maior concentracdo testada, somente a chalcona 20 exibiu efeito
inibitério seletivo (95,6 + 2,1%), com baixa ou nenhuma interferéncia da citotoxidade
celular. Para as demais chalconas, observou-se maior percentual de liberacdo da
enzima lactato desidrogenase na concentracdo de 100 pg/mL, com excecdo da
chalcona 19 e 21, onde os indices foram baixos. Embora, todas as amostras, nesta

concentragéo, exibiram menor capacidade de reducdo do MTT a formazan indicando
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gue a funcionalidade mitocondrial foi afetada. Nas menores concentracdes testadas, 0
percentual de inibicdo da producdo de NO alcangou no maximo 35%. Em comparagéo
com a chalcona néo substituida, as amostras apresentaram similar potencial inibitorio
para a producdo de NO (p> 0,05), porém duas vezes mais ativas do que o inibidor
padréo L-NMMA (p< 0,001) (Fig.31, Tab. 4).

As chalconas 4, 31, 40 e 41 exibiram alto percentual de inibicdo da producéo de
NO, maior do que 50%, destacando a chalcona 4 e 31 (94,1 + 0,3% e 81,5 £ 0,6%
respectivamente). Dentre estas amostras, a chalcona 40 foi a Unica com baixo a
moderado efeito citotoxico na maior concentracdo testada, as demais demonstraram
maior indice de liberacdo de LDH assim como reduzida funcionalidade mitocondrial.
Contudo, em menores concentragfes, todas mantiveram sua capacidade inibitéria com
baixa ou nenhuma interferéncia da citotoxidade celular. Na menor concentracéo
testada, 0,8 pg/mL, o efeito inibitério ndo foi mantido. Quando comparado o ICsy destas
amostras a chalcona nao substituida e ao L-NMMA as amostras foram cerca de duas a
cinco vezes mais potentes (Fig. 31, Tab. 4).

A chalcona 8 foi ativa nas maiores concentragdes testadas (100, 20 e 4 pg/mL),
com o percentual de inibicdo em torno de 70%. Na menor concentracdo, a capacidade
de inibir a producédo de NO alcancou 40%. Entretanto, o potencial inibitério a 100 e 20
png/mL foi aparente devido ao efeito citotéxico observado em ambos os métodos de
avaliacdo utilizados. Ressalta-se que a amostra foi ativa nhas menores concentracdes
testadas na auséncia de citotoxidez celular. A chalcona 8 mostrou atividade inibitoria
similar a chalcona néo substituida (ICsp 44,1 = 1,3 uM) e foi mais ativa do que o inibidor
padrdao L-NMMA (p< 0,001) (Fig. 31, Tab. 4).

As amostras mais ativas foram as chalconas 5 (ICso 3,6 £ 0,8 uM) e 33 (IC50 4,2
+ 1,9 uM) mostrando capacidade inibitoria da producdo de NO em torno de 50%, na
menor concentracdo testada. Na concentracdo de 100 pg/mL, foi observado efeito
citotoxico em ambos os métodos utilizados, sendo este mais proeminente para a
chalcona 33. As amostras foram cerca de oito vezes mais potentes do que a chalcona
nao substituida enquanto a diferenca em relacdo a capacidade de inibicdo do L-NMMA

foi de dezesseis vezes (Fig. 31, Tab. 4).
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Figura 31. Efeito inibitério das chalconas na producdo de NO e citotoxidade em macréfagos alveolares
MH-S estimulados por lisado celular de M. bovis BCG. Macrofagos alveolares MH-S foram estimulados
com lisado celular de M. bovis BCG (1,5 pg/mL) e tratados com as chalconas nas concentra¢des de 100,
20, 4 e 0,8 ug/mL. As quatro barras para cada chalcona séo referentes as concentracdes testadas em
ordem crescente. (A) A concentracdo de NO em uM foi obtida por comparacdo ao controle positivo,
macroéfagos somente estimulado com lisado celular (47,0 + 0,4 uM) e ao negativo, macréfagos ndo
tratados (0,3 + 0,1 uM). O percentual de liberacdo de LDH (B) e o percentual de citotoxidade obtido pelo
método de reducdo do MTT (C) foram comparados aos do controle negativo, macréfagos somente
estimulados pelo lisado celular (1,2 + 0,1%/ 4,6 + 1,9% respectivamente) e do controle positivo,
macrofagos estimulados pelo lisado celular e tratados com 1% (v/v) de Triton X-100 (100,7 + 1,3%/ 99,8

+ 1,3%). Os valores sdo média + desvio padréo. p< 0,05 (*), p< 0,01 (**) e p< 0,001 (***) (n=3).

Tabela 4. Concentracdo minima inibitéria em pM das chalconas em relacdo a producdo de NO e
percentual de citotoxidade (método de LDH e MTT).

Chalcona] NO | LDH | MTT [Chalcona| NO LDH MTT
1 351+1,4 1799+1,8 1989+2.2 24 21,121 253104 329,717
3 29,1+1,6 3895+33 330,0+1,6 25 |41,8+26 >3902 3322+11
4 120+£26 3723+15 307,108 26 |22,8+24 >3666 291,6+22
5 36+08 >3964  >3964 28 [196+13 >3542 3063+15
8 441+13 190,9+06 2016+15| 31 |127+33 271,9+29 319,6+0,5
12 21,419 >301,9 2116+32| 33 42+19 3186+16 293106
15 342+35 2666+24 201,1+29| 37 |639+34 >3948  >3948
17 36,9+45 2919+19 2913+09| 40 |177+17 >3530  >353,0
19 31,1+08 >3768 229,6+1,9 41 [126+13 >3476  >3476
20 31,038 >3755  >3755 |L-NMMA|715+13 XX XX
21 31,3+39 >3963 306,2+0,9

Valores de média + DP; n=3; XX- ndo definido.
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5.3. Avaliacdo das chalconas quanto a inibicdo da producdo dos mediadores
inflamatorios IL-1B e PGE, em macr6fagos RAW 264.7 estimulados por LPS

A IL-1B possui importante papel no direcionamento e sustentagcdo da inflamagéo
cronica associada a uma série de doencas autoimunes e desordens metabdlicas. A
presenca de niveis sistémicos elevados de IL-1f durante a infec¢&o por M. tuberculosis
tém sido associada a extensa necrose no figado e aumentada mortalidade
(GARLANDA et al., 2007). Devido a participacéo da IL-1 nos processos inflamatorios,
o estudo do potencial inibitério das chalconas se estendeu a avaliagdo da capacidade
de inibir a producao de IL-1p.

Dezoito amostras (3, 4, 5, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 24, 25, 26, 28, 31, 33, 37,40 e
41) foram avaliadas e a maioria das amostras ativas em inibir a producdo de NO néo foi
igualmente capaz de inibir a producao de IL-1B ou com similar poténcia (Figura 32A),
embora quando comparado a capacidade de inibir a producdo de TNF-a existiram
correlacdes (Tab.3).

As chalconas 12, 15, 17, 20, 21, 25, 26, 28 e 31 nao foram capazes de inibir a
producéo de IL-1 em nenhuma das concentracdes testadas (Fig. 32A).

As chalconas 19, 33 e 40 exibiram aparente potencial inibitério, na maior
concentracao testada, visto o efeito citotoxico exibidos nos métodos de LDH e MTT,
realizados anteriormente (Fig. 31 e Tab. 4) e a atividade inibitoria ndo foi mantida nas
menores concentracdes testadas (Fig. 32A). A chalcona 37 inibiu a producéo de IL-1
na maior concentracao testada, com baixa ou nenhuma interferéncia citotoxica embora
o potencial ndo tenha sido mantido nas menores concentragdes (Fig. 32A).

A capacidade de inibicdo da producéo de IL-1p foi elevada para cinco chalconas:
3, 4, 5, 24 e 41. O potencial de inibicdo verificado na maior concentracdo utilizada
mostrou interferéncia do efeito citotéxico para todas as amostras citadas e, portanto o
efeito nas demais concentracdes foi analisado.

A chalcona mais ativa quanto a inibicdo da producédo da IL-1B foi a 41. Na
concentracdo de 20 pg/mL, a mesma exibiu 91,5 + 0,2% de potencial inibitério e a 4
pg/mL, foi observado 61,4 = 1,7%. Na menor concentracdo testada, a atividade
inibitéria ndo foi mantida (Fig. 32A). O valor de ICs foi de 13,5 + 3,9 uM (Tab. 5). O
potencial inibitério demonstrado para a producdo de IL-1B foi maior do que para a
producéo de TNF-a (p< 0,001).

As chalconas 3, 4, 5 e 24 inibiram a producdo de IL-1B, a 20 pg/mL, em

respectivos 67,3 = 1,8%, 46,7 £ 0,9%, 69,5 + 2,9% e 67,3 + 4,6%, exibindo ICs, de 46,6
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+ 4,6 uM, 115.6 £ 5.5 pyM, 57.9 + 49 uM e 56.6 = 3.5 uyM (Fig. 32A e Tab. 5). Destas
somente a chalcona 3 foi capaz de manter seu potencial de inibicdo a 4 pg/mL.
Comparando o potencial destas substancias na inibicdo da producao de IL-13 e TNF-q,
apenas a chalcona 4 n&o apresentou similar potencial para ambas as citocinas (p<
0,001), enquanto as demais néo diferiram significativamente do mesmo (p> 0,05) (Tab.
3eb).

Adicionalmente, estas chalconas também foram verificadas quanto a capacidade
de inibir a producéo de PGE, em macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS atraves
do ensaio de ELISA tipo sanduiche. O mediador inflamatério lipidico, PGE,, pertence a
classe de prostanoides derivado do acido araquidénico, que uma vez liberado da
membrana fosfolipidica pela acdo de fosfolipases é metabolizado em PGE; pela acéo
das cicloxigenases. A producdo aumentada de PGE, é observada em diversas
condicbes patoldgicas decorrentes de excessiva resposta inflamatoria (FOSSLIEN,
2001).

O farmaco padrdo, indometacina, na maior concentracdo testada apresentou
97,3 + 1,4% de inibicdo da producéo de PGE;, contudo a mesma foi aparente tendo em
vista elevado efeito téxico nos meétodos de LDH e MTT. Na concentracdo de 0,04
pMg/mL, a capacidade de inibicdo da producdo de PGE, foi de 60,6 £ 0,7%, em
concentracfes menores (0,004 e 0,0004 pug/mL) o potencial inibitério ndo foi mantido,
exibindo em torno de 37% e 12% respectivos (Fig. 32B). O ICs calculado foi de 0,4 +
0,1 uM (Tab. 5).

A maioria das chalconas testadas mostrou capacidade em modular a producao
de PGE; quando comparado a capacidade inibitoria da producéo de IL-13 e TNF-a.

As chalconas 17, 19 e 40, embora capazes de inibir a producdo de NO néo
apresentaram potencial inibitério para a producédo de PGE,, assim como ocorrido nas
analises de inibicdo da producéo de IL-1p e TNF-a. As chalconas 20 e 37 mostraram
capacidade de inibicdo somente na maior concentracao testada, em torno de 60%, néo
mantendo este potencial nas menores concentracdes utilizadas, apresentado alto valor
de ICso, embora a interferéncia da toxidez tenha sido ausente ou baixa (Fig. 32B e
Tab. 5).

Nove amostras (4, 12, 15, 21, 24, 25, 26, 33 e 41) exibiram capacidade de inibir
a producdo de PGE,, embora o potencial inibitério obtido na maior concentracéo
testada tenha apresentado interferéncia da citotoxidez celular. Na concentracédo de 20
pHg/mL, estas amostras inibiram em torno de 50-75% da producao de PGE;, e somente

a chalcona 15 foi capaz de inibir 41,5 £ 0,9% na menor concentracéo testada (ICso de
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32,8 + 3,7 uM) (Fig. 32B e C). Comparando o potencial de inibicdo destas amostras em
guanto a producao de NO e PGE,, apenas as chalconas 15 e 25 mantiveram similar
capacidade inibitéria (p> 0,05) as demais foram menos ativas em inibir a producé&o de
PGE; (p< 0,001) (Tab. 3 e 5).

As chalconas de maior potencial na inibicdo da producdo de PGE, foram as
amostras 3, 5, 28 e 31, com IC5p< 22 uM. Na concentragao de 20 pg/mL, as amostras
apresentaram 75-90% de capacidade de inibicdo e de 40-65%, quando na menor
concentragéo testada. Destaca-se a chalcona 31, com valor de ICsy de 10,2 £ 0,5 pM
(Fig. 32B e C). O potencial observado na inibicdo da produgéo de PGE; foi similar ao
obtido na inibicdo da producédo de NO, para as amostras 3, 28 e 31 (p> 0,05), enquanto
para a chalcona 5, o potencial foi diferente significativamente (p< 0,05), demonstrando
ter sido pouco menos ativo (Tab. 3 e 5).

Em relagdo ao potencial inibitorio da indometacina, as amostras testadas foram

menos ativas na inibicdo da producéo de PGE.;.
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Figura 32. Efeito das chalconas substituidas na producdo de mediadores pro-inflamatorios (IL-18 e PGEy)
em macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS. Células RAW 264.7 foram tratados com LPS (1 ug/mL)
na presenca das chalconas (100, 20, 4 e 0,8 pg/mL, a menor concentracdo néo foi utilizada no ensaio de
PGE,) durante 24 h. Os sobrenadantes da cultura foram coletados e testados por ELISA tipo sanduiche
para IL-1B (A) e PGE; (B). No teste de IL-1B, os valores obtidos para cada amostra foram comparados a
cultura de macréfagos nao tratada e tratada somente com LPS (0,03 + 0,1 pg/mL e 922,0 + 4,6 pg/mL,
respectivamente) (A). No teste de PGE,, os valores obtidos para cada amostra foram comparados a
cultura de macréfagos nao tratada e tratada somente com LPS (0,05 + 0,1 pg/mL e 436,0 + 5,8 pg/mL,
respectivamente). O farmaco padrdo indometacina foi utilizado como controle positivo, nas
concentracdes de 0,2, 0,04, 0,004 e 0,0004 pg/mL e os valores de prostaglandina obtidos foram 11,8 +
1,9;171,8 £ 1,2; 271,6 £ 2,6 e 340,7 + 1,1 respectivamente (B). As barras para cada chalcona referem-
se as concentragfes testadas em ordem ascendente. Valores sdo reportados como media + desvio
padréo, e grupos diferentes foram considerados significantes de acordo com p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e
p< 0,05 (*).
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Tabela 5. Concentragdo minima inibitéria das chalconas substituidas quanto a produgdo de IL-1B e
PGE;

1Cs0 (M) 1Cs0 (UM)
Chalcona IL-18 | PGE, | Chalcona IL-1B | PGE;
3 46,6 + 4,6 19,9 + 2,6° 24 56,6 +3,5° 90,0 +34
4 1156 +55°  61,2+0,5° 25 > 390,2 57,5 + 2,1
5 570+49%°  231+24° 26 >366,7 57,7 +1,9°
12 >301,9 50,3 + 0,3™ 28 >354,2 22,1 +0,6°
15 > 310,9 32,8 +3,7° 31 > 4123 10,2 + 0,5°
17 > 416,2 > 416,9 33 287,4+36% 751 +35°
19 > 376,9 > 376,8 37 > 3948 321,7+3,7
20 > 375,5 147,4 £ 1,2 40 > 353,0 > 4127
21 > 396,3 50,1 + 1,0™ 41 135+3,9° 67,4+22™

Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas (a—e) s&o significativamente
diferentes (p< 0,05 ou p< 0,001).

5.4. Analise da atividade antioxidante das chalconas pelo método do SNP e do
DPPH

O metabolismo basal das células produz continuamente radicais livres e

espécies reativas através da respiracdo e outras atividades metabdlicas. A
neutralizacdo destes € um mecanismo utilizado para se manter a integridade estrutural
e funcional do organismo (AZADMEHR et al.,, 2009). No entanto, ao decorrer do
processo inflamatério a producéo de radicais livres de oxigénio e de nitrogénio pode-se
se tornar exacerbada, e apesar de exercerem funcfes importantes relacionadas a
eliminacdo do agente invasivo, também sdo responsaveis pela lesdo tecidual e o
agravamento da patologia (GUZIK et al., 2003).

A fim de avaliar o potencial antioxidante das chalconas mais ativas e aprofundar
0s estudos quanto ao mecanismo de acao destas na inibicdo da producdo de NO foram
utilizados os métodos do SNP e do DPPH, verificando se a capacidade inibitoria estava
associada ao sequestro do radical NO ou de forma mais expressiva a modulacdo da
expressao enzimatica da iNOS.

O flavonoide rutina, conhecido pela sua atividade sequestradora de NO
apresentou percentual de sequestro em torno de 60-80% nas maiores concentragoes,
mantendo em 60,1 + 0,9% a atividade sequestradora na concentracédo de 4 ug/mL e na
menor concentracdo utilizada em torno de 40% (Fig. 33A). O valor de ICs foi de 26,5 *

0,9 uM (Fig. 3 e Tab. 6).
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As chalconas 3, 4, 5, 8, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 24, 25, 26, 28, 31, 33, 37 e 41
foram selecionadas devido a presenca da capacidade de inibicdo da producdo de NO e
verificadas nas mesmas concentracdes utilizadas no ensaio celular (100, 20, 4 e 0,8
pg/mL).

A maioria das chalconas avaliadas no método do SNP apresentaram nenhuma
ou baixa capacidade de sequestrar o radical NO liberado em solucéo pelo mesmo. Na
maior concentragao testada, as chalconas 3, 12, 15, 21, 24, 28, 31, 33 e 41 exibiram
percentual de sequestro de somente 10%, e para as chalconas 4, 5 e 17 este
percentual alcangou 25%, todas apresentaram elevado valor de ICsg (Fig. 33A e C). A
chalcona 40 também exibiu alto valor de ICsp € nas maiores concentracdes testadas a
capacidade antioxidante foi de 25-30%. Em relacdo a chalcona ndo substituida, estas
amostras mostraram menor potencial antioxidante e com exce¢ao das chalconas 4, 17
e 40, o percentual de sequestro das chalconas na maior concentracdo utilizada foi
significativamente diferente (p< 0,001 ou p< 0,05) do exibido pelo flavonoide rutina na
menor concentracdo testada (Fig. 33A e Tab. 6).

Seis chalconas (8, 19, 20, 25, 26 e 37) demonstraram maior atividade
sequestradora do radical NO. As chalconas 8, 20, 25 e 26, exibiram 50-65% de
atividade antioxidante na maior concentracao testada e a 20 pug/mL, de 35-50%, destas
apenas a chalcona 26 manteve seu potencial de sequestro do radical NO nas menores
concentragfes (Fig. 33A). O valor de ICxo foi de respectivos 156,1 + 0,6 uM, 281,3 £
3,1 uM, 78,3 + 1,6 uM e 111,9 = 1,4 uM. As chalconas 19 e 37 foram as mais ativas,
com ICso de 68,0 £ 2,4 uM e 70,4 + 1,7 pM, sendo similares em poténcia (p> 0,05). Na
menor concentracdo testada, o percentual de sequestro foi cerca de 40%.

Comparado a chalcona ndo substituida, as amostras foram similares ou mais
potentes em desempenhar a atividade antioxidante enquanto em relacdo a rutina, as
amostras exibiram menor potencial sequestrador (p< 0,001) (Fig. 33A e Tab. 6).

Adicionalmente, o método do DPPH também foi realizado para as mesmas
amostras avaliadas no método do SNP, permitindo a comparacdo dos resultados
obtidos em ambos os ensaios.

O BHT, substancia aromatica utilizado como controle positivo apresentou
percentual de sequestro em torno de 90-95% nas maiores concentracdes e de 80,8 +
1,3% na concentracdo de 4 pug/mL. Mesmo na menor concentracdo utilizada o BHT
sequestrou em torno de 70% (Fig. 33B). O valor de ICs foi de 9,9 = 0,6 uM (Tab. 6). O
BHT apresentou maior capacidade de sequestrar o radical DPPH do que as chalconas

testadas.
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Comparando os dados obtidos a partir dos métodos utilizados foi observado que
as chalconas 3, 4, 5,12, 15, 17, 21, 24, 28, 31, 33, 40 e 41 mantiveram baixa
capacidade de sequestrar o radical livre DPPH (Fig. 33B), embora de acordo com o
valor de ICsp a chalcona 40 tenha apresentado maior capacidade de sequestrar o
radical DPPH (p< 0,001).

As chalconas 1, 8, 19, 20, 25, 26 e 37 apresentaram elevada capacidade
antioxidante, e com excecao das chalconas 20 e 25, este potencial foi ainda maior em
sequestrar o radical DPPH (p< 0,001) (Fig. 33B). A chalcona 19 mostrou maior
potencial antioxidante do que a chalcona nao substituida, enquanto as chalconas 26 e
37 exibiram similar potencial (p> 0,05); as demais foram menos potentes (p< 0,001)
(Tab. 6). Devido aos diferentes tipos de radicais livres, suas diferentes formas de
atuacao e estabilidade em solucéo, as substancias podem apresentar diferencas na
capacidade antioxidante.

Para as chalconas 8, 19, 20, 25, 26 e 37 a capacidade de inibicdo da producéo
de NO, observada nos ensaios celulares esta associada de forma mais expressiva ao
sequestro do radical NO produzido, enquanto para as demais amostras, 0 potencial
inibitério da producéo de NO néao foi justificado substancialmente pelo sequestro deste
radical, sugerindo a atuacdo de outro mecanismo de acdo, como a reducdo da
expressdo ou modulacdo da atividade enzimatica da Oxido nitrico sintase induzida —
INOS, enzima responsavel pela producdo de NO em decorréncia do estimulo

inflamatorio.
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Figura 33. Efeito das chalconas no sequestro de radicais livres avaliados pelo método do SNP e do DPPH.
(A) As chalconas foram diluidas em meio de cultura DMEM-F12 (100, 20, 4 e 0,8 pg/mL) e acrescidas da
solucdo de SNP (10 pM), por 90 min a temperatura ambiente. O método de Griess foi utilizado para
guantificacdo do nitrito presente em solucdo. Controle negativo- meio de cultura DMEM-F12 (100,9 +
0,5%) e controle positivo- meio de cultura DMEM-F12 acrescido com 10 pM de SNP (1,2 + 1,1%). O
flavonoide rutina foi utilizado como referéncia de potencial antioxidante. (B) A solucéo etandlica de DPPH
foi acrescida por similar volume das chalconas (100, 20, 4 e 0,8 pg/mL) por 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, a absorbancia foi mensurada a 515 nm. O percentual antioxidante foi expresso como
percentual da eliminac&o do radical DPPH da solucgéo, o calculo foi baseado na absorbancia da solucdo
contendo o radical DPPH sem tratamento (controle negativo) em relacdo a absorbéncia obtida pela
solucdo de DPPH tratada com as chalconas nas diferentes concentracfes utilizadas. A substancia
aromética BHT foi utilizada como referéncia de potencial antioxidante. As barras para cada chalcona se
referem as concentracfes testadas em ordem ascendente. Valores sdo reportados como média * desvio
padrdo, e grupos diferentes foram considerados significantes de acordo com p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e
p< 0,05 (*).

Tabela 6. Concentracdo minima inibitéria das chalconas substituidas no sequestro dos radicais livres
avaliados pelo método do SNP e DPPH.

ICso (UM) 1Cs0 (UM)
Chalcona SNP | DPPH Chalcona SNP | DPPH
1 146.4+1.2° 83.242.2° 24 > 419.7 >419.7
3 > 412.0 >412.0 25 78.3+1.6°  129.442.3
4 > 397.9 > 397.9 26 111.9¢#1.4  73.2+0.9°
5 > 396.4 > 396.4 28 > 354.2 > 354.2
8 156.1+0.6° 113.3+1.6 31 >412.0 >412.0
12 > 302.0 > 302.0 33 > 366.7 > 366.7
15 > 310.9 > 310.9 37 70.4+1.7°  75.0+1.3
17 > 416.2 > 416.2 40 353.2+25  250.7+2.1
19 68.0+2.4" 31.9+2.6 41 > 347.6 > 347.6
20 281.3+3.1 310.2+2.5 Rutina 26.5+0.9 XX
21 > 396.3 > 396.3 BHT XX 9.9+0.6

Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas séo significativamente diferentes (p<
0,05 ou p< 0,001).
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5.5. Avaliagdo do potencial das chalconas mais ativas na modulagdo da
expressado enzimética da iINOS e COX-2 em macréfagos RAW 264.7 estimulados
por LPS

A enzima Oxido nitrico sintase induzida, iINOS, é responsavel pela conversao da
L-arginina e oxigénio em L-citrulina e NO tendo como doador de elétrons o NADPH. A
exposicdo a produtos microbianos, como LPS ou citocinas pré-inflamatérias induzem a
expressdo do gene da iNOS em varias células inflamatérias e é responsavel pela
producdo de altos niveis de NO durante periodos prolongados (MOLLACE et al., 2005).
O estimulo inflamatério também é responsavel pela inducdo da expressao enzimatica
da COX-2, e consequente sintese de prostaglandinas (RAO et al. 2008). A producao
excessiva de NO e prostaglandinas, devido a elevada expressdo das enzimas iNOS e
COX-2, esta associada ao papel patolégico da inflamacgéo e evidenciam a importancia
de substancias que possam modular a expressao enzimatica das mesmas (MOLLACE
et al., 2005).

Em continuagdo ao estudo do mecanismo de agédo das chalconas mais ativas na
inibicdo da producdo de NO e PGE,, e tendo em vista que a atividade antioxidante
verificada nao justificou exclusivamente a capacidade inibitéria de algumas amostras,
estas foram verificadas quanto a modulacéo da expresséo enzimatica da iNOS e COX-
2 em macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS.

Para a avaliagdo da modulacdo da expressdo destas enzimas foi utilizada a
técnica de eletroforese seguido por western blot e o tratamento da cultura de
macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS com as chalconas nas concentracdes de
4 e 20 pg/mL. O peso molecular padrao foi utilizado para confirmar a marcacao da
banda protéica de interesse, tendo a enzima INOS peso molecular de
aproximadamente 114 kDa enquanto a COX-2 possui 72kDa.

As chalconas 3, 4, 5, 31 e 33 foram analisadas quanto a modulacdo da
expressdo enzimatica da iINOS de acordo com o elevado potencial de inibicdo da
producdo de NO (Tab. 3) e pela baixa capacidade de sequestro de radicais nos
métodos utilizados (Fig. 33 e Tab. 6).

Como pode ser observado na Figura 34A, todas as chalconas acima foram
capazes de inibir quase completamente a expressdo enzimatica da iINOS na
concentracdo de 20 pg/mL em comparagdo ao controle positivo (C*), macréfagos
somente estimulados por LPS. Na concentragcdo de 4 pg/mL, a chalcona 3 néo

manteve sua capacidade de inibicdo, enquanto as demais continuaram a exibir
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capacidade de inibir a expressdo enzimatica da iINOS, embora com menor potencial.
Estes resultados estdo em acordancia com a curva de concentracdo-resposta obtida
anteriormente para cada chalcona (Fig. 31) e mostraram que 0 mecanismo de agao
das chalconas mais ativas selecionadas esta associado de forma substancial a inibi¢cao
da expressdo enziméatica da iNOS.

Conjuntamente, as chalconas mais ativas na inibicdo da produgéo de PGE,
também foram avaliadas quanto a capacidade de modulagdo da expressao enzimatica
da COX-2. De forma similar, o mesmo modelo e estimulo celular foram utilizados como
também, as concentracdes de uso das chalconas e técnica de analise.

Para esta avaliacdo, as chalconas 3, 4, 5, 28 e 31 foram selecionadas e na
concentragéo de 20 pg/mL, as amostras 3, 5, 28 e 31 inibiram quase completamente a
expressdo enzimatica da COX-2 enquanto a amostra 4 apresentou boa capacidade
inibitéria, embora menos potente quando comparado as demais testadas e em
comparacdo ao controle positivo (C*). (Fig. 34B). Na concentracdo de 4 upg/mL,
somente a chalcona 4 nao foi capaz de inibir a expresséo enzimética da COX-2 (Fig.
34B). Os resultados obtidos estdo em conformidade com o potencial observado na
inibicdo da producéo de PGE; (Fig. 32).

A acentuada diminuicdo na intensidade da marcacdo da banda protéica para
INOS e COX-2 foi evidenciada no tratamento da cultura celular com as chalconas, de
forma mais expressiva na concentracdo de 20 pg/mL, assim como a reducéo do valor
da densidade relativa das bandas obtido através da analise quantitativa por

densitometria.
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Figura 34. Efeitos das chalconas mais ativas sobre a expressdo enzimatica da iNOS e COX-2 em
macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS. As células foram tratadas com LPS (1 pg/mL) e chalconas
(4 e 20 pg/mL) por 24 h, lisadas e submetidas a andlise por Western blot para a expressdo da enzima
iINOS (A) e COX-2 (B). Os resultados apresentados referem-se as chalconas que exibiram altos niveis
de atividade inibitoria (chalconas 3, 4, 5, 28, 31 e 33). As células tratadas apenas com LPS foram
utilizadas como controle positivo de estimulacdo de macréfagos (C). As células néo tratadas foram
usadas como controle negativo (C). As imagens sdo representativas de dois experimentos
independentes que apresentaram resultados semelhantes. Na parte inferior a cada imagem, 0s niveis
das enzimas nas bandas imunorreativas foram quantificados por analise densitométrica. Cada banda foi
comparada com a respectiva banda de controle positivo na mesma membrana e o valor para o controle
positivo (células estimuladas por LPS) foi definido como 1 e outras condi¢des foram calculadas de forma
correspondente para permitir comparac@es de relacao.

5.6. Avaliacdo das chalconas mais ativas na inibicdo do crescimento de cepas

Mtb de diferentes niveis de viruléncia em cultura bacteriana

Para aprofundar a avaliacdo do potencial antimicobacteriano das chalconas e
como segundo objetivo do estudo, as chalconas que apresentaram maior potencial
inibitério nos testes de screening envolvendo a cultura de M. bovis BCG (cepa
avirulenta), foram investigadas quanto a capacidade antimicobacteriana frente a duas
culturas de M. tuberculosis patogénica, sendo uma delas de baixa viruléncia, a cepa
laboratorial M. tuberculosis H37Rv e uma cepa hipervirulenta proveniente de isolado
clinico, cepa M299, caracterizada por pertencer a sublinhagem moderna de cepas M.
tuberculosis Beijing (RIBEIRO et al., 2014).

Dezesseis chalconas foram selecionadas (3, 4, 5, 7, 8, 9, 15, 17, 19, 21, 24, 25,

33, 39, 40 e 41) e avaliadas primeiramente quanto a inibicdo do crescimento de Mtb

67



H37Rv. Os resultados foram apresentados na Figura 35A e os respectivos valores da
concentracdo minima inibitéria (MIC) 50% e 90% foram mostrados na Tabela 7.

As chalconas 7 e 39 nao foram capazes de inibir o crescimento micobacteriano
da cepa H37Rv mesmo nas maiores concentracdes (Fig. 35A e Tab. 7), enquanto as
chalconas 19 e 40 apresentaram capacidade de inibicdo, em torno de 60-75%, a 100
Mg/mL, nas menores concentragdes, o potencial de inibicdo do crescimento
micobacteriano n&o foi mantido, apresentando valor de MICsy e MICq elevados (Fig.
35A e Tab. 7). As chalconas 17 e 21 inibiram cerca de 60% do crescimento da Mtb
H37Rv e a chalcona 41 mostrou 75% e 43% de atividade inibitéria nas concentracdes
de 100 e 20 pg/mL. O valor de MICs foi de 63,8 + 6,2 uM, 66,9 + 6,2 uM e 82,1 + 4,3
MM respectivamente e de MICq foram elevados (Fig. 35A e Tab. 7). Deve-se
considerar que na maior concentracao testada, apenas a chalcona 40 apresentou efeito
citotoxico baixo a moderado em cultura de macrofagos (Fig. 31), as demais
demonstraram maior toxicidez nesta concentracdo, sendo um critério importante para
analise da atividade antimicobacteriana priorizando substancias seletivas ao patégeno.

A chalcona 33 inibiu quase completamente o crescimento micobacteriano na
concentracdo de 100 pg/mL, embora de forma nédo seletiva (citotoxico para cultura de
macrofagos), e nas demais concentracdes, a capacidade inibitoria ndo foi mantida
(Figura 35A). O MICs foi de 36,9 + 4,5 uM (Tab. 7). As chalconas 15, 24 e 25 também
nao apresentaram seletividade ao patégeno na maior concentragcao testada, contudo,
na concentracao de 20 pg/mL, a capacidade inibitéria foi de 70% (chalconas 15 e 24) e
de 97% (chalcona 25). Em menores concentracdes, apenas a chalcona 24 exibiu 50%
de potencial inibitério (Fig. 35A). O MICs, foi de 17,1 £ 3,8 uM, 25,3 + 5,2 uM e 25,1 £
5,2 uM respectivamente (Fig. 35A e Tab. 7). A chalcona 9 inibiu seletivamente o
crescimento de Mtb H37Rv nas maiores concentracdes testadas, em torno de 60-70%,
mantendo em 50% a capacidade de inibicdo na concentracdo de 4 pg/mL. O valor de
MICs foi de 24,4 £ 4,5 uM (Fig. 35A e Tab. 7).

As chalconas 3, 4, 5 e 8 foram as mais ativas. Todas estas amostras inibiram
guase completamente a inibicdo do crescimento do bacilo, na concentracdo de 100
png/mL, sendo que para chalcona 8, isto também ocorreu na concentracao de 20 pg/mL,
embora de forma néo seletiva (Fig. 31). As chalconas 3, 4 e 5, inibiram seletivamente,
em torno de 95% o crescimento micobacteriano na concentracdo de 20 upg/mL, e
mantiveram este potencial em cerca de 55-75% na concentracdo de 4 pg/mL. Nesta

concentracgdo, a chalcona 8 exibiu 66% de capacidade inibitéria (Fig 35A).
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A maioria das substancias foi ativa contra a cepa Mtb H37Rv, apresentando
MICsp similar ao observado contra M. bovis BCG, apesar da diminuicdo da atividade
inibitéria quando analisado o valor de MICy (Tab. 7). Deve ser notado que as
substancias mais ativas contra M. bovis BCG (Tab. 2), as chalconas 5 e 8 (MICq 75,3
+ 8,4 UM e 33,7 £ 4,6 UM, respectivamente) foram menos potentes em relacdo a
capacidade de inibicdo do crescimento de Mtb H37Rv (MICg 303,2 + 5,4 uM e 344,7
0,4 uM, respectivamente).

Conforme realizado para o screening inicial em cultura de M. bovis BCG, o
farmaco padrao rifampicina também foi avaliado, e destaca-se a utilizagdo de maiores
concentragbes deste contra Mtb H37Rv (0,00032 pg/mL — 1 pg/mL), indicando maior
grau de dificuldade na inibicdo do crescimento micobacteriano para esta cepa, todavia
em comparacgdo com as chalconas utilizadas, a rifampicina foi mais ativa. (Fig. 35A). O
MICs calculado foi de 0,11 £ 0,02 uM e 0 MICg, 0,15 £ 0,08 uM (Tab. 7).

A partir destes resultados, oito chalconas (3, 4, 5, 8, 9, 15, 24 e 25) foram
selecionadas para avaliagdo da capacidade inibitéria contra a cepa Mtb hipervirulenta
M299. As chalconas 15 e 24 foram significativamente menos potentes contra o isolado
clinico M299, apresentando elevado valor de MICs, (Fig. 35B e Tab. 7). A chalcona 9
inibiu em torno de 55-65% do crescimento micobacteriano nas maiores concentracdes
utilizadas, embora o potencial inibitério ndo tenha sido mantido nas menores
concentracfes (Fig. 35B). Em comparacdo com a atividade inibitoria mostrada contra
Mtb H37Rv, a chalcona foi menos ativa contra o isolado clinico duplicando o valor de
MICsp (53,6 + 1,9 uM) (Tab. 7).

Somente cinco chalconas (3, 4, 5, 8 e 25) mostraram similar perfil de atividade
contra ambas as cepas M. tuberculosis (Tab. 7). A dificuldade em inibir o crescimento
micobacteriano da cepa M299, pelas chalconas, também foi notada para o farmaco
padrao utilizado, a rifampicina. Comparando os percentuais de inibicdo do crescimento
obtidos pelo mesmo contra o isolado clinico hipervirulento notou-se um aumento de dez

vezes na concentracdo anteriormente utilizada contra Mtb H37Rv (Fig. 35 e Tab. 7).
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Figura 35. Efeito das chalconas na inibicdo do crescimento de cepas M. tuberculosis de baixa e
hiperviruléncia. As suspensdes bacterianas (1 x 10° CFU/poco) da cepa Mtb H37Rv (A) e do isolado
clinico M299 (B) foram tratadas ou ndo tratadas com amostras de chalconas (0,8, 4, 20 e 100 pug/mL) ou
rifampicina (0,00032 - 1 pg/mL para a cepa H37Rv e 0,008, - 10 pg/mL para a cepa M299) durante 5
dias. As quatro barras para cada amostra referem-se as concentracdes em ordem crescente. As
suspensdes bacterianas tratadas com o farmaco rifampicina foram utilizadas como um controle positivo e
a suspensao bacteriana ndo tratada como controle negativo. Valores sdo reportados como media +
desvio padréo, e grupos diferentes foram considerados significantes de acordo com p< 0,001 (***), p<

0,01 (**) e p< 0,05 (*).

Tabela 7. Concentracdo inibitéria minima das chalconas substituidas na inibicdo do crescimento
micobacteriano da cepa laboratorial M. tuberculosis H37Rv e do isolado clinico M. tuberculosis M299.

Chalcona MICso (UM) MICgo (UM) MICso (UM) MICgp (LM)
M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis M299
3 13,0+3,3° 372,7+3,6° 18,4 +3,9° 3739+1,4
4 197+1,9° 320,1+4,8° 20,1+1,0° 351,5+1,8
5 12,7+19° 303,2+5,4 11,7+3,4° 289,6 +0,7
7 >477,9 >477,9 XX XX
8 105+3,8° 3259+33° 102+4,9° 344,7 +0,4
9 244+45° 252,1+27°¢ 53,6 +1,9 3130+ 1,4
15 17,1+3,8°% 287,8+55°¢ >311,0 >311,0
17 63,8+6,2° >416,2 XX XX
19 112,4+6,4°¢ >376,8 XX XX
21 66,9+6,2° 368,2+52°2 XX XX
24 253+52° 3746 +6,8° >419,7 >419,7
25 25,1+52° 366,1+3,6° 185+3,6° 366,9 +0,3
33 36,9+45°2 355,8+4,9°2 XX XX
39 >373,2 >373,2 XX XX
40 131,7+1,3° 351,8+59°2 XX XX
41 821+43°" 2753 +6,7°¢ XX XX
Rifampicina 0,11 + 0,02 0,15+ 0,08 0,2+0,18 3,3+0,16

Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas (a-c) séo significativamente diferentes (p<
0,05 ou p< 0,001, determinado pelo teste de Tukey). XX—n&o definido.
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5.7. Avaliacdo do efeito das chalconas mais ativas em cultura de macr6fago RAW
264.7 infectado por M. tuberculosis H37Rv

O M. tuberculosis infecta primariamente macréfagos e a composicao da sua
parede celular juntamente com a produgdo de diversos mediadores inflamatorios
contribui para ativacdo continuada destas células que deve ser controlada rigidamente
a fim de evitar danos teciduais excessivos (GARLANDA et al., 2007). Substancias
capazes de inibir o crescimento intracelular dos bacilos nos macréfagos infectados sao
candidatos promissores para estudos farmacoldgicos aprofundados, uma vez que o
potencial das amostras é testado no microambiente que mimetiza a fase intracelular da
infeccdo natural da TB (MARRAPU et al., 2011).

ApOs avaliar o potencial das chalconas diretamente em cultura de Mtb de baixa
e hiperviruléncia, as chalconas mais ativas foram analisadas quanto ao potencial
inibitério em macrofagos infectados por Mtb H37Rv na proporcdo de 1:1
(macrofago:micobactéria) e a viabilidade do bacilo foi verificada através da contagem
das unidades formadoras de col6nia (CFU).

Para atestar a viabilidade e o crescimento bacteriano durante o experimento, as
culturas referentes ao controle positivo (macrofagos somente infectados) foram lisadas
e semeadas no inicio (dia 0) e final (dia 4) da infeccdo. Para excluir a hipétese da
reducdo do CFU estar vinculada a morte celular dos macrofagos, o método de LDH foi
realizado apos o periodo de tratamento realizado. A baixa concentracao
micobacteriana utilizada foi escolhida por néo alterar a viabilidade dos macréfagos no
periodo de observacédo (ZHANG et al., 1999).

As chalconas 3, 4, 5, 8, 9, 15, 24, 25 e 33 foram selecionadas para 0s
experimentos de infeccdo in vitro de acordo com os resultados provenientes da
avaliacdo da inibicdo do crescimento micobacteriano na cultura de M. bovis BCG e Mth
H37Rv.

As chalconas 15 e 33 apresentaram baixa capacidade de reducdo do
crescimento bacteriano (p> 0,05), com elevado valor de MICsy. Na maior concentracao
testada, o percentual de reduc¢do do niumero de CFU foi de 69,2 + 1,3% e 93,2 + 0,7%
respectivamente (Fig. 36A), enquanto nas menores concentracdes este potencial ndo
foi mantido, embora a viabilidade da cultura de macréfagos ndo tenha sido afetada
nestas concentracdes pelo efeito citotoxico (Fig. 36B).

As chalconas 24 e 25 foram ativas em reduzir o crescimento intracelular do

bacilo. Nas maiores concentragdes, o potencial de redugcao da viabilidade bacilar para
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ambas foi em torno de 90%. Na concentracdo de 20 pg/mL, a chalcona 25 foi capaz de
reduzir 89,4 + 1,5% do crescimento intracelular de Mtb sem interferéncia citotoxica para
o cultivo celular (Fig. 36A e B), a medida que a chalcona 24 inibiu 54,7 + 1,8% na
mesma concentracdo (Fig. 36A e B). Em menores concentragdes, o potencial de
reducédo no crescimento intracelular do bacilo néo foi mantido.

As amostras mais ativas e de similar potencial de atividade (p> 0,05) foram as
chalconas 3, 4, 5, 8 e 9. Nas maiores concentracfes testadas, todas as amostras
inibiram mais de 90% do crescimento intracelular micobacteriano (Fig. 36A), ainda que
somente a chalcona 9, na maior concentragéo testada tenha inibido de forma seletiva
(Fig. 36B). Nas menores concentragdes, as chalconas testadas reduziram em torno de
60-80% do crescimento intracelular de Mtb, destacando-se as chalconas 4 e 5 que
mostraram potencial inibitorio de 50%, com valor de MICso de 4,2 £+ 0,3 uM e 3,8 £ 0,1
HM.

A B
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Chalcona  MIC5, (uM) Chalcona 1Cso LDH (M)
10 -8- 3 12,3¢1,0 @ 3 307,05,12
—— 4 4,2+0,3 4 3745163°
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3 6 o 8 135£0,6 2 8 66,1£1,5°
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Figura 36. Efeito das chalconas em cultura de macréfagos RAW 264.7 infectados por M. tuberculosis
H37Rv. Macrofagos RAW 264.7 foram infectados com Mtb H37Rv na razdo de infeccdo de 1:1
(macréfago:micobactéria) e tratadas com as chalconas na concentracdo de 100, 20, 4 e 0,8 pg/mL por 4
dias. A viabilidade intracelular do bacilo foi determinada por contagem do CFU (A) e a toxidade das
chalconas para os macréfagos foi avaliada pelo método do LDH (B). Os resultados apresentados sao
valores obtidos apds 3 experimentos realizados em ftriplicata. p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*)
comparado ao controle positivo (macrofago néo tratado). Valores na mesma coluna com diferentes letras
sobrescritas (a-c) sé@o significativamente diferentes (p< 0,05 ou p< 0,001; determinado pelo teste de
Tukey).
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5.8. Avaliacdo do efeito das chalconas mais ativas em associa¢cdo ao farmaco
rifampicina na viabilidade da cepa M. tuberculosis hipervirulenta

O tratamento da TB resistente a farmacos envolve um cenario amplamente
complexo em termos de patologia e severidade da doenca. A combinagdo de
antibidticos no tratamento da TB € uma pratica comum na clinica terapéutica para
combater o desenvolvimento de resisténcia do bacilo ao farmaco em virtude da
monoterapia, 0 que € importante durante o tratamento de longa duracdo. Tal
tratamento pode resultar em efeito aditivo ou sinérgico em relagdo a monoterapia
exclusiva proporcionando maior eficacia e redugdo na concentracdo de cada farmaco
utilizado, podendo reduzir possiveis efeitos colaterais, o custo do tratamento e a
duracéo do mesmo (GUZMAN et al., 2013; MULLER et al., 2013).

Nesta etapa do estudo, o potencial das chalconas 3, 4, 5, 8 e 25 foi avaliado
guando em associacdo ao farmaco padrao rifampicina numa concentragao previamente
estabelecida (0,04 pg/mL) onde o potencial inibitério da mesma foi de no maximo 30%,
a fim de investigar se o acréscimo das chalconas nas concentra¢des de 0,8, 4, 20 e
100 pg/mL ao tratamento da rifampicina teria efeito negativo ou positivo na capacidade
de inibicdo do crescimento micobacteriano do isolado clinico M299. Os resultados
obtidos no tratamento exclusivo com as chalconas testadas (Fig. 35B e Tab. 7) foram
comparados ao observado no ensaio de associacao entre estas e o farmaco padrao,
rifampicina.

Como pode ser observado na Figura 37, a associacdo do tratamento entre o
farmaco padréo rifampicina com cada uma das chalconas 3 (A), 5 (C) e 25 (E) mostrou-
potencial inibitério foi confirmada pela diminuicdo do MICs, observado na associacao
dos tratamentos quando comparado ao mesmo de forma exclusiva (Tab. 8). As
amostras foram similares em termos de capacidade inibitoria (p> 0,05). Nas menores
concentragoes, 0,8 e 4 ug/mL, onde de forma exclusiva o tratamento com as chalconas
apresentava baixa a moderada capacidade de inibicAo do crescimento bacilar, a
associacao do tratamento exibiu significativa reducdo do crescimento micobacteriano
(p< 0,001).

Quando analisado os resultados obtidos na associacdo entre a chalcona 4 e a
rifampicina observou-se a ndo ocorréncia de alterac6es no efeito inibitério (Fig. 37B),

sendo similar ao obtido no tratamento exclusivo com a chalcona (p> 0,05). O valor de
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MICso obtido a partir da associacdo da chalcona 4 a rifampicina e o tratamento
exclusivo com a mesma néo diferiram em potencial (p> 0,05) (Tab. 8).

A associagao entre a chalcona 8 e a rifampicina mostrou uma facilitacdo da
sobrevida da cultura micobacteriana de Mtb M299, decorrente da redugdo na
capacidade da chalcona quando em associacao inibir o crescimento micobacteriano
(Fig. 37D). Em disting&o ao tratamento exclusivo com a chalcona 8, houve um aumento
do valor de MICs, (Tab. 8). Esta associacdo foi menos efetiva e mostrou-se
desfavoravel para inibicdo do crescimento micobacteriano.
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Figura 37. Efeito da associacdo das chalconas mais ativas a rifampicina contra M. tuberculosis
hipervirulenta. A suspensdo bacteriana (1 x 10° CFU/poco) do isolado clinico M299 foi tratada ou nédo
tratada com cada chalcona (0,8, 4, 20 e 100 pug/mL) associada a rifampicina (0,04 pg/mL) durante 5 dias.
Os gréficos A, B, C, D e E se referem respectivamente aos ensaios com as chalconas 3, 4, 5, 8 e 25. A
viabilidade micobacteriana foi quantificado pelo método do MTT. Os dados foram apresentados como
porcentagem de crescimento bacteriano de cada cultura tratada em comparacdo com o crescimento da
cultura ndo tratada (controle negativo,100%). A linha continua cinza refere-se ao percentual de inibicao
do crescimento micobacteriano para o tratamento exclusivo com cada chalcona enquanto a linha
pontilhada refere-se ao efeito da associagdo das chalconas com a rifampicina. Os resultados

apresentados sdo valores obtidos apds 3 experimentos realizados em triplicata. p< 0,001 (***), p< 0,01
(**) e p< 0,05 ().
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Tabela 8. Concentragédo inibitéria minima (50%) referente ao tratamento com as chalconas associadas
ou ndo a rifampicina quanto a inibicdo do crescimento micobacteriano da cepa Mtb M299.

MICs (UM) MICsp (UM)
| Chalcona Mtb M299 Chalcona Mtb M299
3 18,4 + 3,9° 3+ RIF 0,7+0,2°
4 20,1+1,0° 4 +RIF 8,9+0,5
5 11,7 +3,4° 5+ RIF 1,0+0,3°
8 10,2 +4,9° 8 + RIF 1443 +14
25 18,5 + 3,6° 25 + RIF 0,8+0,1°

Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas (a-b) séo significativamente diferentes (p<
0,05 ou p< 0,001; determinado pelo teste de Tukey).

5.9. Avaliacdo do efeito das chalconas mais ativas na viabilidade de bactérias

extracelulares agregadas em clumps

A replicacéo acelerada de micobactérias virulentas em macréfagos induz morte
necrotica promovendo a liberacdo do bacilo ou clumps de bacilos (PARK et al., 2006).
A maior parte destas bactérias liberadas torna-se extracelular e se adapta a necrose
formando agregados ou clumps (ORME, 2013). A formacdo destes agregados
bacterianos explica a aparente "tolerdancia a droga" das bactérias persistentes.
Atualmente, foi demonstrado que o M. tuberculosis pode formar biofilmes in vitro, e
estes possuem um tipo de matriz extracelular formado por acidos micdlicos livres,
tornando-se altamente resistentes a antibioticos (ORME, 2011 e OJHA, et al., 2008).

Deste modo, o potencial das chalconas mais ativas (3, 4, 5, 8 e 25) na inibicéo
do crescimento micobacteriano de cepas virulentas em cultura e em macrofagos
infectados foi avaliado quanto ao efeito na viabilidade de bactérias extracelulares
agregadas em clumps.

O farmaco padréao rifampicina (10, 0,2, 0,04 e 0,008 ug/mL) também foi avaliado
guanto ao efeito na viabilidade dos agregados micobacterianos para ambas as cepas.

Vale ressaltar as diferencas existentes em termos de crescimento bacilar e
aparéncia da cultura celular infectada pelas cepas Mtb de baixa e hiperviruléncia
utilizadas. O isolado clinico M299, possui maior taxa de crescimento bacteriano do que
a cepa Mtb H37Rv e embora ambas nesta razdo de infeccdo induzam morte necroética
nos macréfagos, a cepa hipervirulenta exibe maior proporcdo deste tipo de morte
celular.

As chalconas mais ativas, de forma geral, exibiram capacidade de reduzir a
viabilidade dos agregados micobacterianos para ambas as cepas, embora este tenha
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sido menor quando comparado a capacidade inibitéria diretamente em cultura
bacteriana e em cultura celular infectada em menor proporgéo de bactérias.

A reducdo do potencial inibitério também foi observada para o tratamento com o
farmaco padréo rifampicina. Nas menores concentracdes, o elevado potencial inibitério
observado anteriormente foi diminuido contra os agregados micobacterianos em
clumps para ambas as cepas utilizadas na infec¢ao da cultura celular. O valor de MICsg
foi de 0,4 + 0,1 pM (H37Rv) e 0,6 + 0,1 pM (M299), o que confirmou a maior dificuldade
do farmaco em reduzir o crescimento dos agregados micobacterianos (Tab. 9), embora
tenha sido mais ativo comparado ao efeito das chalconas.

Em relagé@o ao controle positivo, as chalconas 3, 5 e 8 foram as mais ativas em
reduzir a viabilidade dos agregados micobacterianos da cepa Mtb H37Rv. Nas maiores
concentragOes utilizadas as amostras exibiram percentuais de reducédo em torno de
95%. Contudo, na concentracdo de 4 pg/mL, somente a chalcona 5 demonstrou
potencial inibitorio de 50,9 * 2,1%, as demais exibiram menor capacidade inibitoria
(Fig. 38A). A capacidade de reduzir a viabilidade dos agregados micobacterianos da
cepa Mtb H37Rv nédo foram mantidos na menor concentracao utilizada sendo similar ao
controle somente infectado (p> 0,05) (Fig. 38). O valor de MICsx, foi de 20,5 = 0,4 uM,
16,2 £ 0,7 uM e 18,5 + 1,6 uyM para as chalconas 3, 5 e 8 (Tab. 9). Comparado aos
resultados obtidos anteriormente nos ensaios em cultura de macréfagos infectados
pela cepa Mtb H37Rv em menor proporcao e diretamente em cultura bacteriana (Fig.
36 e Tab. 7), o potencial inibitorio foi pouco menor (Tab. 9).

As chalconas 4 e 25 mostraram capacidade inibitéria menor do que as chalconas
3, 5 e 8 (p< 0,001), embora tenham exibido potencial na reducdo da viabilidade dos
agregados micobacterianos da cepa Mtb H37Rv. Nas maiores concentracfes, 0s
indices de inibicdo foram maiores que 90% e em concentra¢cdes menores o potencial
inibitério alcancou somente 30% (Fig. 38A). O valor de MICs, foi de 26,6 + 0,9 UM e
28,9 £ 0,8 uM (Tab. 9).

Comparando o potencial inibitério das chalconas no crescimento dos agregados
micobacterianos da cepa Mth H37Rv ao apresentado contra os da cepa Mth M299, as
chalconas 3, 4 e 5 mantiveram a atividade inibitéria, enquanto as chalconas 8 e 25
demonstraram similar reducdo de potencial (Fig. 38B). Isto foi confirmado pelo
aumento no valor de MICsy calculado para as amostras em ambas as condi¢cdes (p<
0,001) (Fig. 38C).

A chalcona 4 apresentou capacidade de reduzir a viabilidade dos agregados

micobacterianos da cepa Mtb M299 em cerca de 90% (100 pg/mL) e 75% (20 pg/mL).
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Na concentragao de 4 pg/mL, o percentual de inibicdo foi de somente 30% (Fig. 38B).
O valor de MICs foi de 35,5+ 0,9 uM (Tab. 9).

As chalconas 3 e 5 se destacaram em reduzir a viabilidade de crescimento dos
agregados micobacterianos da cepa Mtb M299, sendo em torno de 90% nas maiores
concentragOes testadas. Na concentragao de 4 pg/mL, o potencial de inibicdo foi de
46% para a chalcona 3, e de 50% para a chalcona 5 (Fig. 38B). O valor de MICs foi de
20,7+ 1,1 pM e 18,4 + 0,8 uM (Tab. 9).

O estudo do efeito das chalconas diretamente em cultura bacteriana, como
também no crescimento intracelular em cultura de macrofagos infectados por cepas de
viruléncia distintas ou mesmo na viabilidade de crescimento dos agregados
micobacterianos permitiu aprofundar os conhecimentos acerca do potencial destas
chalconas e conjuntamente com os resultados obtidos no estudo anti-inflamatério
selecionar a amostra mais promissora para ensaios em modelo murino de tuberculose

pulmonar severa, induzida em camundongos C57BI/6 por cepa hipervirulenta.
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Figura 38. Efeito das chalconas mais ativas na viabilidade de bactérias extracelulares agregadas em
clumps. Macréfagos RAW 264.7 foram infectados separadamente pela cepa laboratorial Mtbh H37Rv (A)
e pelo isolado clinico M299 (B), na razédo de 10:1 (bactérias: macréfagos) durante 12 dias. ApGs este
periodo, os macréfagos ainda remanescentes foram rompidos e os agregados bacterianos foram
submetidos a presenca das chalconas mais ativas (3, 4, 5, 8 e 25) nas concentra¢@es de 100, 20, 4 € 0,8
pg/mL por mais 5 dias. O farmaco padréo rifampicina (10, 0,2, 0,04 e 0,008 pug/mL) também foi avaliado.
A viabilidade do bacilo apds o tratamento foi determinada por contagem do CFU. As quatro barras para
cada amostra referem-se as concentragdes em ordem ascendente. As suspensdes bacterianas tratadas
com o farmaco rifampicina foram utilizadas como um controle positivo e a suspensdo bacteriana ndo
tratada como controle negativo. Os resultados apresentados s@o valores obtidos apds 3 experimentos
realizados em triplicata. p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*) comparado ao controle positivo.
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Tabela 9. Concentragéo inibitéria minima (50%) das chalconas na viabilidade de agregados
extracelulares da cepa Mtb H37Rv e do isolado clinico M299.

MICs (UM) MICsp (UM)

| Chalcona Mtb H37Rv Chalcona Mtb M299
3 205+04 3 20.7£ 1.1
4 26.6 +0.9 4 35.5+0.9
5 16.2 0.7 5 18.4+0.8
8 185+1.6 8 404+18
25 28.9+0.8 25 40.8 £ 0.7
Rifampicina 04+0.1 Rifampicina 0.6+0.1

Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas (a-c) séo significativamente diferentes (p<
0,05 ou p< 0,001; determinado pelo teste de Tukey).

5.10. Avaliagédo do efeito da chalcona 5 no crescimento bacteriano nos pulmdes
de camundongos infectados

Apés a avaliacdo in vitro das amostras obtidas quanto a atividade anti-
inflamatoria e antimicobacteriana, a chalcona 5 foi selecionada para continuacdo dos
estudos visando a abordagem dual para o tratamento da tuberculose, visto a mesma
ter exibido maior potencial dentre as demais em ambas as atividades nos experimentos
anteriormente realizados.

Para este proposito, a avaliacao do efeito terapéutico da chalcona 5 foi efetuada
em modelo murino C57BI/6 infectado pela cepa M. tuberculosis hipervirulenta, ja
estabelecido pelo nosso grupo de pesquisa (AMARAL, 2011; ANDRADE et al., 2012).
Este modelo se caracteriza pela inducdo de tuberculose progressiva, crescimento
bacilar nos pulmdes e reproducdo de varias manifestacbes patoldgicas das formas
clinicas severas da TB humana, incluindo pneumonia tuberculosa com areas de
necrose e disseminacdo miliar para o baco e o figado (AMARAL et al., 2014). Assim, 0
estabelecimento deste modelo animal possibilitou o estudo do efeito terapéutico da
chalcona 5 na reducdo das lesGes necroticas (prevencdo ou minimizacdo dos danos
teciduais) e no crescimento do bacilo.

A caracterizacdo do tratamento com a chalcona 5 no ambito dual foi comparado
a terapia com farmacos conhecidos pela atuacdo nas respectivas abordagens
terapéuticas, antimicobacteriana e anti-inflamatéria, sendo portanto, inseridos no
delineamento experimental grupos de animais tratados com o farmaco padrao anti-TB,
rifampicina, e com o farmaco anti-inflamatério ibuprofeno. Inicialmente, o parametro

utilizado para avaliar o efeito terapéutico antimicobacteriano das amostras foi investigar
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a capacidade de crescimento do bacilo nos pulmdes dos camundongos infectados.
Apés 15 dias da infeccdo, os camundongos separados em grupo foram submetidos ao
tratamento diario por via intraperitoneal com a chalcona 5, rifampicina ou ibuprofeno.

Todos os grupos de animais tratados, independente da substancia utilizada no
tratamento intraperitoneal e da duragcdo do mesmo, diferiram significativamente dos
animais somente infectados (p< 0,001) em relacdo a reducdo da carga bacilar
quantificado através da contagem de CFUs (Fig. 39).

Os animais tratados com a chalcona 5 na dose de 20 mg/kg durante 15 dias de
tratamento, reduziram 1,8 em Logio do CFU apresentado pelos animais nao tratados.
Entretanto, a reducédo induzida pela rifampicina foi significativamente maior (de 2,7
Logio). ApoOs 30 dias de tratamento, os efeitos inibitérios de ambas substancias foram
similares — cerca de 3 Logio do CFU (Fig. 39). Deve-se considerar que a dose de
tratamento da rifampicina foi a metade do utilizado para a chalcona 5, no entanto
efeitos colaterais, como diarréia foram observados de forma expressiva durante o
tratamento com a rifampicina.

O tratamento durante 15 dias com o farmaco anti-inflamatoério ibuprofeno reduziu
1,4 em Logio do CFU, apresentando o nivel de eficacia inibitéria compativel com o
tratamento efetuado com a chalcona 5, contudo o potencial foi significativamente menor
ao exibido pela rifampicina no mesmo periodo de tempo (Fig. 39). Apds 30 dias de
tratamento, o efeito do ibuprofeno na reducdo do crescimento micobacteriano
aumentou, demonstrando 2,1 Logio de diferenca em numero de CFU comparado ao
grupo dos animais nao tratados. Entretanto, durante o mesmo periodo de tempo os
efeitos do tratamento com a chalcona 5 ou rifampicina foram significativamente maiores
(Fig. 39).

O efeito terapéutico da chalcona 5 quanto ao crescimento bacteriano nos
pulmdes, também foi avaliado em camundongos BALB/c infectados pela cepa Mtb
M299 a fim de verificar os resultados obtidos em outro modelo murino. Neste modelo
foi realizado o tratamento comparativo apenas com o farmaco rifampicina. Como
observado na Tabela 10, o tratamento com a chalcona 5 também apresentou reducao
na carga bacilar de até 2,7 Logio CFU em 30 dias de tratamento. O tratamento com a
rifampicina apresentou maior efeito de reducdo assim como observado no modelo
murino C57BI/6.
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Figura 39. Efeito do tratamento com a chalcona 5, ibuprofeno ou rifampicina no crescimento
micobacteriano intracelular nos pulmées dos camundongos C57BI/6 infectados. Camundongos C57BI/6
foram infectados intratraquealmente com 100 bacilos da cepa Mtb M299, e apés 15 dias de infeccao
foram tratados diariamente em grupos separados (n=5) por 15 e 30 dias (via intraperitoneal) com
chalcona 5 (20 mg/kg), rifampicina (10 mg/kg) ou ibuprofeno (40 mg/Kg, somente no tratamento dos
animais C57BI6 infectados). O crescimento micobacteriano nos pulmdes foi avaliado através da
contagem de CFU. Os resultados apresentam média + desvio padrdo de valores obtidos em dois
experimentos independentes. p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*), comparando cada grupo tratado
com o grupo apenas infectado.

Tabela 10. Efeito do tratamento com a chalcona 5, ibuprofeno ou rifampicina no crescimento
micobacteriano intracelular nos pulm&es dos camundongos BALB/c infectados.

Log 10 CFU

15 dias de tratamento
(30 dias de infecc¢éo)

30 dias de tratamento
(45 dias de infec¢éo)

Mtb 59+0,3 57+0,8
Mtb + Chalcona 5 3,8+0,6 3,004
Mtb + Rifampicina 3,0+0,1 25%20,3

Valores reportados como média
independentes.

+ desvio padrdo de valores obtidos em dois

experimentos
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5.11. Avaliacdo do efeito da chalcona 5 na patologia dos pulmbes de
camundongos infectados

Para avaliar o efeito do tratamento com a chalcona 5 na progressado da
tuberculose severa, foi realizada a andlise da patologia pulmonar dos animais
infectados em comparacao aos grupos de animais infectados e tratados pela chalcona
5 ou farmacos ibuprofeno e rifampicina.

Apé6s fixacdo com formol para posterior estudo histopatologico, o l6bulo
pulmonar direito de um animal representativo pertencente aos diferentes grupos de
experimentacédo foi fotografado para comparacdo da macropatologia induzida (Fig.
40A). A massa relativa de cada 6rgao (Fig. 40B) foi calculada em relacdo ao peso em
gramas (Fig. 40C) do pulméo do animal controle.

Como observado na Figura 40A, os pulmdes dos animais somente infectados
foram maiores do que o dos animais ndo infectados e dos animais infectados e
tratados, independente do tratamento utilizado e duragdo do mesmo.
Macroscopicamente, os pulmdes dos animais infectados e néo tratados apresentavam
grandes lesdes inflamatdrias, onde pode-se observar nddulos difusos de coloracao
esbranquicada de diferentes tamanhos, o0 que associa-se com o0 aumento do peso e da
massa relativa pulmonar, que foi 2,7 vezes maior que em animais de controle (Fig. 40B
e C). Entre 30 e 45 dias de curso da infec¢do, o peso e a massa relativa pulmonar dos
animais nao tratados nao diferiu significativamente (p> 0,05) (Fig. 40B e C). O peso
pulmonar dos animais tratados pelos farmacos foi cerca de 1,5 a 2 vezes menor do que
0 peso dos pulmdes dos animais infectados o que reflete a reducéo da intensidade da
infiltrac&o pelas células inflamatérias no érgéo.

Os pulmbes dos animais tratados com a chalcona 5 durante 15 dias de
tratamento exibiram menor numero de lesdes inflamatdrias e em menor tamanho, o que
condiz com a reducao do peso pulmonar, em cerca de 45%, quando comparado ao dos
pulmdes dos animais ndo tratados (Fig. 40C). Em 30 dias de tratamento, o efeito da
chalcona 5 foi ainda mais acentuado, com a reducéo do peso pulmonar maior que 50%
em comparacdo com o grupo nao tratado. Quando comparado com os efeitos dos
outros farmacos utilizados para o tratamento dos animais infectados, a reducdo do
peso pulmonar observada nos grupos tratados pelas chalcona 5 e o farmaco anti-
inflamatorio, ibuprofeno, foi similar, enquanto o efeito do antibidtico rifampicina foi

significativamente menor (Fig. 40C).
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Figura 40. Efeito do tratamento com a chalcona 5, ibuprofeno ou rifampicina na macropatologia
pulmonar induzida nos pulmdes dos camundongos C57BI/6 infectados pela cepa Mtb hipervirulenta.
Camundongos C57BI/6 foram infectados intratraquealmente com 100 bacilos e ap6s 15 dias de infeccdo
foram tratados diariamente em grupos separados por 15 ou 30 dias (via intraperitoneal) com chalcona 5
(20 mg/kg), rifampicina (10 mg/kg) ou ibuprofeno (40 mg/Kg) e posteriormente sacrificados. Foram
infectados cinco animais de cada grupo de tratamento. A macropatologia pulmonar foi avaliada
gualitativamente através da imagem do I6bulo direito pulmonar fotografado para um animal
representativo de cada grupo experimental (A) e pelo peso pulmonar aferido em balanca de precisdo
expresso em gramas (C). A massa relativa pulmonar foi determinada através da razéo entre a média do
peso pulmonar dos animais de cada grupo em separado pela média do peso pulmonar dos animais
controles (B). Os resultados apresentados sdo média + desvio padrdo apds dois experimentos
independentes. p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*), comparando cada grupo tratado com o grupo
apenas infectado com a cepa Mth M299.

Em adicédo ao estudo da macropatologia pulmonar, a histopatologia do érgao foi
verificada através do estudo das seccbes do pulmdo corados pelos métodos de
hematoxilina-eosina (H&E) e Ziehl-Nielsen (ZN). Os pulmdes dos animais infectados
pela cepa hipervirulenta apresentaram o desenvolvimento da patologia da tuberculose
severa. Ao final de 30 dias de infeccdo os pulmbes exibiram extensa area de
pneumonia tuberculosa, cerca de 80% da éarea total dos cortes pulmonares (Fig. 41-

43), apresentando uma certa delimitacdo dos nédulos granulomatosos (Fig. 41B, setas
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vetmelhas), compostos na periferia por areas de alveolite com o espessamento das
paredes alveolares, além de alvéolos e brénquios cheios de macréfagos, neutrofilos e
linfécitos (Fig. 41B, setas pretas). Além disso, multiplos focos de necrose
intragranulomatosa decorrente da progressdo da pneumonia tuberculosa foram
presentes (Fig. 41B, estrela), mostrando numerosa quantidade de bacilos &lcool-acido
resistentes (BAAR) intra- e extracelulares (Fig. 42). Foi observado trombose de vasos
nas regides necréticas. As regides adjacentes aos nddulos granulomatosos embora
sem a presenca marcante de infiltrado celular apresentavam grande quantidade de
exsudato seroso. Hemorragias focais também foram observadas nessas areas devido a
dilatacao dos capilares sanguineos. (Fig. 41B). A analise dos pulmdes ao final de 45
de infeccdo, exibiu tendéncia de reducdo nas areas de alveolite e no percentual de
area de pneumonia (Fig. 41-43), demonstrando uma certa melhoria no quadro
patolégico associada ao controle de infeccdo pelo sistema imune atingida ao final da

fase aguda da doencga.
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Figura 41. Andlise histopatolégica comparativa entre os pulmdes de camundongos C57BL/6 controle e
infectados por cepa Mtb hipervirulenta. Camundongos C57BI/6 foram infectados intratraquealmente com
~100 bacilos e sacrificados apds 30 ou 45 dias de infeccao. Os I6bulos inferior esquerdo, superior e
médio direito do pulmao foram fixados em formol e processados histologicamente. As laminas do tecido
foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E) e observadas em microscépio optico com aumento de
100X. (A) animal controle, (B) animal infectado com 30 dias de infec¢éo e (C) animal infectado com 45
dias de infecgdo. As setas pretas indicam areas de alveolite e as setas vermelhas apontam uma borda
delimitando a area de pneumonia tuberculosa, enquanto a estrela indica area necrética.

Os pulmdes dos animais infectados e tratados com a chalcona 5 durante 15 dias
apresentaram diminuacao da area de pneumonia tuberculosa em torno de 50% (Fig. 42
e 44), comparado aos animais sem tratamento. Foram observada reducéo da area de
alveolite e necrose nas areas granulomatosas e do exsudato seroso alveolar nas
regides adjacentes. Uma grande parte do tecido pulmonar apresentava areas livres da
patologia (Fig. 42), o que correspondeu ao menor peso e massa relativa pulmonar (Fig.
40). Foi observada menor quantidade de BAAR nas amostras coradas através de

técnica Ziehl Neelsen (Fig. 42).
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Em maior periodo de tratamento (30 dias), a area de patologia foi ainda menor,
apresentando reducéo de 60-70% em comparacdo com 0s animais nao tratados (Fig.
44). Os granulomas foram menores, sem alveolite e exsudato seroso (Fig. 43).

Comparando os efeitos do tratamento com chalcona 5 e ibuprofeno (farmaco
anti-inflamatorio), ndo houve diferenca estatisticamente significativa no que diz respeito
a reducdo da &rea de pneumonia observada apés 15 dias de tratamento (p> 0,05, Fig.
42 e 43). Os animais de ambos 0s grupos apresentaram menor area de alveolite
pulmonar e volume de infiltrado celular em relacdo aos pulmdes dos animais sem
tratamento (Fig. 42). A quantidade de bacilos coradas pelo método de Ziehl Neelsen foi
também menor comparado aos pulmdes dos animais sem tratamento (Fig. 42).
Entretanto, ap6s 30 dias de tratamento, os pulmdes dos animais tratados com a
chalcona 5 apresentaram menor area de pneumonia do que os pulmdes dos animais
tratados com ibuprofeno (p< 0,05) (Fig. 44), demonstrando melhor efeito terapéutico.

Os animais tratados com rifampicina durante 15 dias, mostraram maior reducao
na quantidade de BAAR no pulméao, comparado aos animais tratados com chalcona 5
(Fig.42). Contudo em termos de patologia pulmonar, os animais tratados pela
rifampicina ndo apresentaram reducdo significativa da area de pneumonia, como foi
observado para os animais tratados com a chalcona 5 ou ibuprofeno, exibindo regites
com acumulo de exsudato seroso e maiores extensbes de areas de alveolite. O
tratamento com a rifampicina ndo foi capaz de reduzir o desenvolvimento de areas
necroticas, onde foi possivel observar a presenca de bacilos extracelulares (Fig. 43).
Em 30 dias de tratamento com rifampicina, a area de pneumonia diminui apenas em
20% (Fig. 44).
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Figura 42. Analise histopatologica dos pulmbes dos camundongos C57BL/6 infectados (30 dias de
infec¢cdo) sem tratamento ou sob tratamento por 15 dias com a chalcona 5, ibuprofeno ou rifampicina. Os
I6bulos inferior esquerdo, superior e médio direito do pulméo foram fixados em formol e processados para a
obtencdo de laminas coradas com hematoxilina-eosina (H&E) e método de Ziehl Neelsen (ZN). As
microfotografias foram obtidas com aumento de 100X. No canto superior direito de cada lamina corada com
H&E, encontra-se a secc¢ao do tecido total fotografada no aumento de 25X. Setas pretas indicam &reas de
alveolite. Setas vermelhas indicam elementos de borda delimitando a area de pneumonia tuberculosa,
enquanto a estrela indica &rea necrética. Os BAAR estédo coradas em vermelho (ZN).
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Figura 43. Andlise histopatolégica dos pulmbes dos camundongos C57BL/6 infectados (45 dias de
infecgcdo) sem tratamento ou sob tratamento por 30 dias com a chalcona 5, ibuprofeno ou rifampicina. Os
I6bulos inferior esquerdo, superior e médio direito do pulméo foram fixados em formol e processados
para a obtencé@o de laminas coradas com hematoxilina-eosina (H&E) e método de Ziehl Neelsen (ZN). As
microfotografias foram obtidas com aumento de 100X. No canto superior direito de cada lamina corada
com H&E, encontra-se a secc¢do do tecido total fotografada no aumento de 25X. Setas pretas indicam
areas de alveolite enquanto a estrela indica area necrética. Os BAAR estédo coradas em vermelho (ZN).
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Figura 44. Analise morfométrica da area de pneumonia nos pulmdes dos animais infectados sobre efeito
do tratamento com a chalcona 5, rifampicina e ibuprofeno. Imagens de dez sec¢des dos pulmdes de cada
grupo de animais foram capturadas pela camera Axiocam MCR-5 Zeiss, no aumento de 10X, e
analisadas com o uso do programa Image J para a determinacdo morfométrica da area de inflamacé&o no
pulmao (area de pneumonia). Para quantificar area de pneumonia, foi calculada a porcentagem da area
pulmonar ndo aerada em relacdo da area pulmonar total (100%) de cada grupo infectado, subtraindo da
média percentual da area ndo aerada nos pulmdes de controle (tecido pulmonar). Os resultados
apresentados sdo média + desvio padrdo apés dois experimentos independentes. p< 0,001 (***) e p<
0,01 (**), comparando cada grupo tratado com o grupo apenas infectado com a cepa de Mth M299. p<
0,01 (##) e p< 0,05 (#), comparando o0s grupos de animais submetidos aos tratamentos com a
rifampicina e ibuprofeno com o grupo tratado com chalcona 5.

Além da analise histopatolégico do pulméo, foram analisados os aspectos
patolégicos do baco e figado de cada animal para avaliacdo do efeito do tratamento na
contencédo da disseminacéo do bacilo. O baco e figado dos animais infectados exibiram
maior nimero de granulomas, compostos por macréfagos, linfocitos e elevado niumero
de neutréfilos. Nos granulomas foram observados bacilos intracelulares (Fig. 45).
Comparando os dias de infeccdo decorridos e 0os aspectos observados nestes 0rgaos,
0 numero de granulomas relativamente aumentou em 45 dias em comparacdo com 30
dias de infeccdo (Tab. 11). Nos grupos de animais tratados durante 15 e 30 dias, a
disseminacdo do bacilo para o baco e figado foi reduzida, levando a reducdo do
namero dos granulomas e de BAAR intracelulares. Foi observado também menor

numero dos neutréfilos nestes granulomas.
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Figura 45. Analise histopatolégica do figado e bago dos camundongos C57BL/6 infectados pela cepa
Mtb M299 (30 ou 45 dias de infec¢do) sem tratamento e sob tratamento por 15 e 30 dias com a
chalcona 5, ibuprofeno ou rifampicina. O figado e o bago foram fixados em formol e processados para a
obtencdo das laminas. As laminas foram coradas pelo método de Ziehl Neelsen (ZN), e as
microfotografias foram obtidas com o microscopio Axiplan (Zeiss), utilizando o programa Axion Vision,
no aumento de 100X. Imagens referentes aos animais controle e infectados, sem tratamento. As setas
vermelhas destacam os granulomas com micobactérias intracelulares.
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Tabela 11. Ndmero de granulomas quantificados na sec¢éo do figado dos animais C57BI/6 infectados
pela cepa M299 sem tratamento ou sob tratamento de 15 ou 30 dias com a chalcona 5, ibuprofeno ou
rifampicina.

15 dias de tratamento | 30 dias de tratamento

(30 dias de infecgéo) | (45 dias de infeccéo)
Mtb 42 + 3 614
Mtb + Chalcona 5 134 22+5
Mtb + Rifampicina 28+2 39+3
Mtb + Ibuprofeno 12+3 254

Os granulomas observados no figado foram quantificados e as médias + desvio padrdo do nimero de
granulomas foram apresentados para cada grupo de animal (n=6).

5.12. Analise fenotipica das células inflamatorias nos pulmdes dos camundongos
infectados sob efeito do tratamento com a chalcona 5

Para entender o mecanismo do efeito terapéutico da chalcona 5 na reducéo da
patologia estudamos o influxo de leucdcitos inflamatérios para os pulmdes dos animais
infectados através da avaliagcdo fendtipica das subpopulagdes celulares mieloides
presentes no homogenato celular pulmonar de cada animal.

Inicialmente, considerou-se o0 gate de interesse contendo células positivas para
expressdo de CD11b, uma integrina expressa na superficie de células mieloides. A
partir deste gate, a frequéncia de células positivas para expressdo de Ly6G foi
avaliada, uma proteina expressa majoritariamente por neutréfilos. As células CD11b+
Ly6G- foram avaliadas quanto a expressdao de CD11lc, uma integrina expressa
predominantemente na superficie de células dendriticas e em macréfagos alveolares,
guanto para a expressdo de Ly6C, um marcador das populacbes de mondcitos
(Ly6Ciow) € macrofagos ativados (Ly6Chign) (Fig. 46A).

Em acordancia com as analises microscopicas dos pulmdes dos animais
infectados, que demonstraram grandes aglomerados dos leucécitos, principalmente
macrofagos e neutroéfilos, os dados de citometria apresentaram elevado percentual de
células CD11b+ (cerca de 75% de toda populacéo celular analisada) nos pulmdes dos
animais ap6s 30 dias de infeccdo (Fig. 46B). O numero destas células nos pulmdes
dos animais tratados com chalcona 5 ou ibuprofeno foi 3 vezes menor, e o tratamento
com a rifampicina também ocasionou inibi¢édo significativa do influxo celular porém esta
foi menor (cerca de 50%). Mais da metade das células CD11lb+ (55-60%)
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expressavam também o marcador Ly6G, sugerindo que a maioria dessas células foi
representada pelos neutrofilos (Fig. 46C).

A populagdo das células Ly6G- incluiu duas principais sub-populagfes: células
Ly6C+ CD11c- (incluindo mondcitos e macrofagos inflamatorios) e células Ly6C+
CD11c+ (incluindo células dendriticas e macrofagos alveolares ativados). Todas as
populacdes celulares foram reduzidas nos pulmdes dos animais tratados pelos
farmacos. A maior taxa de reducao foi observada na populacdo das células Ly6G+, o
namero dessas células foi 5 vezes menor apés 15 dias de tratamento e cerca de 10
vezes menor apds 30 dias do tratamento nos animais tratados pela chalcona 5 ou
ibuprofeno. A reducéo das células Ly6G+ pela rifampicina foi significativamente menor,
cerca de 30% apos 15 dias de tratamento e de 50% apos 30 dias de tratamento. O
efeito dos tratamentos com chalcona 5 e ibuprofeno foi menor em relagdo a populacao
das células Ly6G- Ly6C+ CD11lc- (mondcitos e macrofagos inflamatérios), que foi
reduzida 2,5 vezes apo0s o tratamento durante 15 dias. Apos 30 dias, os numeros
dessas células foram reduzidas 4,5-5,0 vezes em comparagcdo com animais nao-
tratados (Fig. 46D e E).
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Figura 46. Analise fenotipica do infiltrado celular pulmonar dos animais infectados pela cepa Mtb
hipervirulenta sobre efeito do tratamento com farmacos. O lébulo esquerdo dos pulmdes dos animais de
cada grupo foi utilizado para obteng&o das células. As células foram tratadas com uma combinacéo de
anticorpos (anti-CD11b-PE, Ly6G-PercP, CD11c-APC, Ly6C-FITC). Posteriormente ao tratamento, as
células foram fixadas e analisadas em citdbmetro de fluxo para identificar subpopulagcbes das células
mieloides (A). A frequéncia celular foi calculada em percentual (B-E). Os resultados apresentados sao
média = desvio padrdo de dois experimentos independentes. p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05 (*),
comparando cada grupo tratado com o grupo apenas infectado com a cepa Mtb. A simbologia p< 0,01
(##) e p< 0,05 (#) se refere a comparagéo entre 0s grupos de animais submetidos aos tratamento com
rifampicina e ibuprofeno em relacdo aos tratados com a chalcona 5.
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5.13. Analise do perfil de citocinas produzidas ex vivo pelas células dos pulm&es
dos camundongos infectados sob efeito do tratamento com a chalcona 5

Os perfis de citocinas/ quimiocinas produzidas pelas células pulmonares dos
animais infectados sao decorrentes dos diferentes niveis de ativacao celular para cada
sub-populagcdo no foco inflamatério granulomatoso. Para avaliar o perfil de citocinas
produzido pelas células pulmonares, a producdo dos mediadores quimicos foi
quantificada no sobrenadante da cultura das células do pulméo cultivadas ex vivo por
48 h. Os sobrenadantes da cultura foram coletados, filtrados para eliminar eventuais
micobactérias, e submetidos a quantificacdo dos mediadores inflamatérios TNF-a, IL-
18 e IL-10 por ELISA tipo sanduiche e de 6xido nitrico (NO) através do método de
Griess.

As células pulmonares obtidas dos animais infectados e néo tratados
apresentaram elevada producdo de mediadores inflamatorios presentes no
sobrenadante da cultura (NO, TNF-a e IL-1B, Fig. 47A-C) e baixos niveis da citocina
anti-inflamatoria IL-10 (Fig. 47D), o que suporta a observagdo da extensa area de
pneumonia com presenca do elevado numero de células inflamatérias no pulméo. Os
dados obtidos para este grupo ndo exibiram diferenca significativa entre 30 dias de
infeccdo (final da fase aguda) e 45 dias (inicio da fase crénica), embora ocorra uma
tendéncia a regulacdo negativa da producdo de citocinas pro-inflamatorias apos o
controle do crescimento bacteriano pela resposta imune.

O tratamento com a chalcona 5 apresentou reducdo de 2 a 3 vezes nha
producdo dos mediadores pro-inflamatérios (Fig. 47A-C) pelas células pulmonares
guando comparado a producdo dos mesmos pelas células pulmonares dos animais
sem tratamento, o que se relaciona ao menor numero de infiltrado celular e
consequente diminuicdo do dano tecidual. Além disso, os niveis de producédo da
citocina IL-10 (Fig. 47D) foram significativamente aumentados em relacdo aos animais
nao tratados demonstrando a capacidade de modulacdo da resposta imune
contrabalanceando elementos pré- e anti-inflamatorios a fim de conter a resposta
inflamatoria exarcebada.

Os resultados obtidos no tratamento com a chalcona 5 foram similares aos
exibidos no tratamento com o farmaco anti-inflamatorio ibuprofeno para os mediadores
guimicos estudados nos dois periodos de tratamento investigados.

Em contraste, uma menor reducdo na producdo de mediadores pré-inflamatorios

(Fig. 47A-C) foi exibida pelas células pulmonares provenientes dos animais tratados
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com a rifampicina do que o observado para o tratamento com a chalcona 5 (p< 0,001)
ou ibuprofeno, e os niveis de indugéo da IL-10 (Fig. 47D) foram sigficativamente mais

baixos, demonstrando a menor capacidade da rifampicina na supressao de inflamagéo.
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Figura 47. Andlise da producdo de citocinas e Oxido nitrico pelas células dos pulmbes dos animais
infectados com cepa Mtb hipervirulenta sobre efeito do tratamento com farmacos. A células foram
extraidas do pulm&o e a concentragéo celular foi ajustada em 2x10° células/mL para cada amostra. As
células foram plaguedas e mantidas sob cultivo por 48 h. Os sobrenadantes da cultura foram
guantificados para producdo de NO (A), TNF-a (B), IL-1B (C) e IL-10 (D). Os resultados apresentados
sdo média + desvio padrdo de dois experimentos independentes. p< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,05
(*), comparando cada grupo tratado com o grupo apenas infectado com a cepa de Mtb. p< 0,001 (###) e
p< 0,01 (##) se refere a comparacdo entre os grupos de animais submetidos aos tratamentos com
rifampicina e ibuprofeno em relacao aos tratados com chalcona 5.

94



6. DISCUSSAO

As chalconas e seus derivados tém atraido cada vez mais atencdo devido a
exibicAo de inumeras atividades farmacoldgicas, tais como anti-inflamatéria e
antimicrobiana, incluindo efeitos antimicobacterianos. Assim, a classe das chalconas
possui grande interesse quimico e farmacoldgico, encorajando a sintese e avaliacdo
biolégica voltada para a diversificagdo da estrutura basica das chalconas (nédo
substituida) a fim de gerar substancias apresentando maior potencial e reduzido efeito
adverso (RAHMAN et al., 2011).

O processo inflamatério esta fortemente envolvido na patogénese da maioria
das doencas infecciosas, incluindo a tuberculose. Atualmente, o tratamento da TB
baseia-se no uso de farmacos antimicobacterianos, no entanto, muitas formas graves
da doenca, como por exemplo, a TB miliar ou meningite tuberculosa, exigem adicional
terapia anti-inflamatoria para suprimir a resposta inflamatéria excessiva (GARLANDA et
al., 2007).

Existe uma necessidade urgente de tratamento para as formas de TB
associadas com a inflamacdo exacerbada, incentivando a sintese e desenvolvimento
de novas substancias com atividade dual, ou seja, antimicobacteriana e anti-
inflamatoria.

Neste estudo investigamos os efeitos anti-inflamatérios e antimicobacterianos de
uma série de quarenta chalconas, sintetizadas com diferentes substituintes nos anéis A
e B e também da chalcona nao substituida disponivel comercialmente. O screening
inicial das chalconas foi realizado através da avaliacdo dos efeitos inibidores destas
substancias na producao de NO e TNF-a por macréfagos RAW 264.7 estimulados com
LPS e posteriormente no modelo celular de macréfagos alveolares MH-S estimulados
por lisado de M. bovis BCG, exibindo similar desempenho.

Os niveis mais pronunciados de atividade inibitoria sobre a producdo de NO
foram apresentados por dez chalconas (4, 5, 12, 24, 28, 29, 31, 33, 40 e 41), exibindo
ICso inferior a 21 uM. A amostra mais ativa foi a chalcona 5 contendo um grupo
metilenodioxi entre os carbonos 3 e 4 do anel A (ICso 2,1 = 2,7 uM). O grupo
substituinte metilenodioxi € geralmente encontrado ligado a uma estrutura aromatica,
onde o metilenodioxibenzeno ou o grupo funcional benzodioxolo é formado, e é
amplamente encontrado nos produtos naturais. A presenca deste grupo em lignanas de
Saururus chinensis (GAO et al., 2014) e na miristicina, encontrada na Myristica fragrans

(LEE et al., 2011) contribui para a capacidade destas substancias inibirem a producéo
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de NO por macréfagos RAW 264.7. Este é o primeira descricdo demonstrando
atividade anti-inflamatéria para a chalcona 5 contendo o substituinte metilenodioxi entre
a posicao 3 e 4.

Entretanto, deve-se notar que quatro outras substancias (12, 20, 28 e 35)
avaliadas neste estudo, que compartilham o grupo substituinte metilenodioxi no anel A,
tal como a chalcona 5, e, adicionalmente, possuindo substituintes no anel B,
apresentaram niveis mais baixos de atividade do que o observado para a chalcona 5.
Dentre estas, a substituicdo na posicéo 4’ do anel B pelo radical bromo (12), metil (20)
ou metoxila (28) nao diferiu em termos de potencial inibitério enquanto a presenca do
radical cloro (35) na posigdo 2° do mesmo anel, conduziu a drastica redugédo da
atividade.

As chalconas que inibiram eficazmente a producao de NO foram em sua maioria,
igualmente ativas na supressao de PGE,, e estas atividades foram mediadas pela
inibicdo especifica da expressdo enzimatica da INOS e COX-2, respectivamente. As
amostras 3, 5 e 31 foram as mais ativas. Estes resultados foram corroborados também
através dos ensaios antioxidantes, onde o mecanismo de acdo baseado no sequestro
dos radicais livres ndo justificou substancialmente o potencial inibitério das chalconas
mais ativas na producdo de NO, com excecdo de algumas amostras (8, 19, 25, 26 e
37) para as quais a atividade antioxidante foi expressiva.

Em contraste com a producéao de NO e PGE;, que foi suprimido facilmente pela
maioria das chalconas, a producéo das citocinas inflamatorias TNF-a e IL-1( foi inibida
apenas por algumas amostras, como a chalcona 3, 4, 5, 24 e 41, existindo correlacdes
guanto a capacidade de inibicdo para ambos os mediadores inflamatorios. Destaca-se
o fato das vias de transducdo de sinais e seus componentes serem compartilhados
entre TNF-a e IL-1B, além destas citocinas atuarem no mesmo portfélio genético
(BALKWILL et al., 2001).

Considerando a presenca de elevada toxicidez para a cultura de macrofagos por
algumas chalconas e sua exclusdo nas analises posteriores, somente trés chalconas
foram identificadas como potentes agentes anti-inflamatoérios, as chalconas 3, 4 e 5,
sendo capazes de suprimir a producdo dos principais mediadores inflamatérios (NO,
PGE,;, TNF-a e IL-1B) em macrofagos estimulados por LPS. A chalcona 3 foi
caracterizada pela presenca do radical cloro na posicdo 4 do anel A enquanto a
chalcona 4 possui o substituinte 4-dimetilamino no mesmo anel. Ressalta-se que, estes
substituintes foram relatados em estudos anteriores como importantes caracteristicas

estruturais para a presenca de atividade anti-inflamatéria (KONTOGIORGIS et al.,
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2008). A chalcona 3 foi também descrita pela capacidade de inibicdo do edema de pata
(cerca de 60%) induzido pela carragenina em modelo murino contudo o mecanismo de
acao nao foi elucidado (YADAV et al., 2011), e de acordo com nossos resultados, a
atividade anti-inflamatéria possivelmente decorre da supressdo da expressao da
enzima COX-2 e consequente reducéo da producao de PGE-.

Para identificar chalconas com propriedades antimicobacterianas, as amostras
foram avaliadas quanto sua capacidade de inibir o crescimento de M. bovis BCG em
cultura, e as chalconas mais ativas foram posteriormente testadas contra o crescimento
de cepas M. tuberculosis, tais como a cepa laboratorial padrdao H37Rv e o isolado
clinico M299. Algumas das chalconas inclusas no estudo, amostras 24, 25 e 30, foram
descritas previamente por exibir atividade antimicobacteriana contra M. tuberculosis
H37Rv (MOODLEY et al., 2014; SIVAKUMAR et al., 2010 e AVILA et al., 2008).

De acordo com estes dados, as chalconas 24, 25 e 30 apresentaram satisfatoria
atividade anti-M. bovis BCG em nossos experimentos. Entretanto, somente a chalcona
25 foi ativa contra a cepa Mtb M299, as demais foram excluidas desta avaliagao devido
a elevada citotoxidez ou baixa atividade contra Mtb. Deve ser notado que a maioria das
chalconas que exibiram atividade inibitoria contra M. bovis BCG e a cepa Mtb
laboratorial ndo mantiveram sua efetividade na inibicdo do crescimento da cepa Mtb
M299.

A cepa Mtb M299, pertencente ao gendtipo Beijing sublinhagem moderna, foi
caracterizada em estudos prévios do nosso grupo como uma cepa hipervirulenta,
responsavel por induzir severa imunopatologia pulmonar em camundongos C57BI6,
podendo conduzir os animais a morte precoce (RIBEIRO et al., 2014). Somente cinco
chalconas (3, 4, 5, 8 e 25) mostraram similar perfil de atividade contra as cepas M299 e
H37Rv. Duas chalconas (15 e 24) e o farmaco padrdo anti-TB rifampicina foram
significativamente menos potente contra a cepa hipervirulenta M299 demonstrando o
alto nivel de resisténcia desta cepa para o tratamento quando comparado com a cepa
H37Rv. Com atencao exclusiva ao tratamento com o farmaco rifampicina foi necessario
um aumento de 10 vezes na concentracdo utilizada contra Mtb H37Rv para inibir o
crescimento da cepa M299.

Em relacdo a capacidade das chalconas para suprimir o crescimento intracelular
de Mtb em macroéfagos, trés amostras (4, 5 e 8) foram potentes, destacando a chalcona
5 como a mais ativa. Ressalta-se a importancia de avaliar a atuacdo de substancias
com acdo em cultura bacteriana, também em cultura de macréofagos infectados. Isto

possibilita a averiguacdo da seletividade da substancia testada para com a célula
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hospedeira infectada pela micobactéria e a capacidade da substancia em adentrar o
ambiente intracelular a fim de exercer o efeito desejado, além de ampliar a
compreensdo de possiveis atividades imunomodulatérias e serem bons candidatos
para estudos farmacoldgicos in vivo (MARRAPU et al.,, 2011). Para a classe da
chalconas somente trés trabalhos foram realizados sobre este prisma, e as chalconas
4, 5 e 8 avaliadas em nosso estudo, reduziram o crescimento intracelular
micobacteriano em 10 a 100 vezes mais quando comparado as chalconas descritas
nos dois trabalhos anteriores (MASCARELLO et al.,, 2010; MATIVANDLELA et al.,
2009), sendo que no terceiro trabalho (MARRAPU et al., 2011), os valores de MIC nao
foram calculados, sendo expressos em percentual, e por essa razdo nédo puderam ser
comparadas em termos de potencial com nossos dados.

Para nosso conhecimento, a chalcona 5 n&o foi testada anteriormente contra
Mycobacterium, no entanto, a atividade antibacteriana desta contra Staphylococcus
aureus e anti-fungica contra Cladosporium cladosporioides foi demonstrada em um
trabalho anterior (SILVA et al., 2013). A atividade antimicobacteriana da chalcona 4
contra Mtb H37Rv ja foi descrita na literatura, embora os dados obtidos nesse estudo
nao fornecam informacdes suficientes sobre o valor de MIC e indice de seletividade
(SIVAKUMAR et al., 2007), o que dificulta a comparacdo destes resultados com o0s
dados obtidos em nosso trabalho.

Como parte de uma avaliacéo inicial sobre os efeitos da associacdo entre as
chalconas mais ativas e o farmaco padréo rifampicina no crescimento da cepa M299,
as amostras 3, 5 e 25 apresentaram efeito positivo a inibicdo do crescimento desta
cepa quando associadas ao farmaco rifampicina. Nestes casos onde o efeito foi
positivo para a atividade da chalcona em estudo, os resultados mostram uma tendéncia
a existéncia de efeito sinérgico, tendo em vista que o efeito observado com a
associacao das substancias € maior do que simplesmente o somatorio da atividade das
mesmas individualmente, sendo observado uma reducéo de 10 vezes no valor de MIC
original. Para a confirmacdo do efeito sinérgico, serdo necessarios experimentos
futuros para se determinar o indice da concentracdo inibitoria fracionaria (FICI) que
representa a soma do FIC de cada substancia testada, em que o FIC é a razdo do MIC
de cada substancia quando utilizado em combinacao, pelo MIC de cada substancia
guando utilizado sozinho, sendo considerado um efeito sinérgico FIC < 0,5 (JOHNSON
et al, 2004). Neste ambito, somente o estudo do grupo de Mativandela
(MATIVANDELA et al., 2009) descreveu o efeito sinérgico entre a chalcona 3,2'4'-
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trihidroxi-3'-metoxichalcona e a isoniazida, reduzindo em 4 vezes o MIC original da
isoniazida

Um estudo adicional das chalconas mais ativas quanto a inibi¢gdo do crescimento
das bactérias extracelulares agregadas em clumps (para as cepas Mtb H37Rv e M299)
mostrou que as amostras 3 e 5 foram as mais potentes contra o crescimento de
agregados de ambas as micobactérias. A busca por substancias com este potencial
tém sido almejada para diversas infec¢des, devido a substancial resisténcia dos bacilos
agregados em clumps e biofilmes aos farmacos utilizados (OJHA et al., 2008, ORME,
2011). Deve-se notar que cepas Mtb altamente virulentas, como a cepa M299,
induzem in vivo o desenvolvimento de é&reas de necrose celular favorecendo o
crescimento extracelular do bacilo e sua disseminacédo, o que destaca a importancia da
capacidade inibitéria destas chalconas sob esta abordagem. Em adicdo, para a classe
das chalconas, a avaliacdo neste modelo nao foi descrita anteriormente.

A identificagdo da maioria das chalconas ativas descritas neste estudo foi
acompanhada por analise da relagdo estrutura-atividade (SAR) (VENTURA et al.,
2015). Tendo em vista que a atividade de qualquer substancia promissora a ser
utilizada para fins terapéuticos é dependente de a mesma possuir caracteristicas fisico-
guimicas compativeis com parametros de biodisponibilidade no organismo a fim de
interagir com o alvo proposto (DASHTI et al., 2014), estudos de ADME e toxicidade
foram realizados para as chalconas estudadas. Os resultados obtidos in silico
mostraram que todos os parametros farmacocinéticos das chalconas substituidas
avaliadas neste trabalho estavam dentro dos valores recomendados, e a chalcona 5,
mais promissora, apresentou niveis inferiores de hepatotoxicidade do que os farmacos
anti-TB isoniazida e pirazinamida (VENTURA et al., 2015).

Para a continuacdo do estudo da chalconas como farmacos anti-TB, 0s
resultados obtidos in vitro e paralelamente in silico foram conjuntamente avaliados e a
chalcona 5 foi selecionada para investigacdo dos efeitos terapéuticos em modelo
murino de tuberculose severa (AMARAL, 2011; ANDRADE et al., 2012). A combinacédo
das atividades anti-inflamatérias e antimicobacterianas para uma mesma chalcona
pode proporcionar uma vantagem importante no seu uso contra a TB, tendo em vista a
possibilidade de reducdo do periodo de tratamento, do niumero de farmacos anti-TB a
serem utilizados e simplificacdo do tratamento e a preservac¢do da funcdo pulmonar
(HAWN et al., 2013), entretanto, chalconas com atividade dual ainda ndo foram

identificadas.
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Trabalhos anteriores tém enfatizado a importancia da avaliagdo in vivo de
substancias potencialmente ativas contra Mycobaterium, em modelos animais
adequados, utilizando para infeccdo cepas Mtb emergentes e resistentes ao
tratamento, e ndo somente cepas laboratoriais, para de fato se obter substancias de
eficacia relevante (ORME, 2011). Além disso, a busca por novos farmacos anti-TB para
o tratamento adjuvante da TB grave associada com a inflamagdo excessiva tém sido
especialmente incentivada (LECHARTIER et al., 2014, ZUMLA et al.,, 2014a). Isto
ressalta a importancia da utilizacdo do modelo murino de tuberculose severa aplicado
em nossos estudos por possibilitar a avaliacdo do efeito terapéutico da chalcona 5 néo
somente sobre o controle da carga bacilar da cepa hipervirulenta, mas também na
imunopatologia da doenga induzida pela mesma.

Os efeitos do tratamento com a chalcona 5 foram comparados aos tratamentos
com o farmaco padréo anti-TB, rifampicina, e com o farmaco anti-inflamatoério,
ibuprofeno, visando a confiabilidade da eficacia avaliada (DASHITI et al., 2014).

Primeiramente, foi avaliado o efeito da chalcona 5 sobre o crescimento
bacteriano nos pulmdes, onde o tratamento com a mesma durante 15 dias reduziu
cerca de 2 Logip CFU, alcangando até 3 Logip CFU ao final de 30 dias de tratamento
em comparacdo aos animais ndo tratados, o que foi confirmado através da
guantificacdo de CFU/g de pulmdo e nas seccdes pulmonares coradas por ZN dos
animais tratados. Os resultados obtidos no modelo murino C57BI/6 também foram
verificados no tratamento dos animais BALB/c. A dificuldade de drastica reducdo na
carga bacilar foi observada para todos os tratamentos efetuados e reflete a
caracteristica de cepas hipervirulentas apresentarem maior taxa de crescimento entre
0s primeiros 28 dias de infeccdo in vivo em comparacdo com cepas menos virulentas
(AMARAL et al., 2014, ANDRADE et al., 2012).

Além de atuar no controle da proliferacao bacilar, o tratamento com a chalcona 5
foi capaz de diminuir o nimero e tamanho das lesbes inflamatérias, o que foi
compativel com a diminuicdo do peso e massa relativa pulmonar comparado aos
animais nao tratados. Em adicdo, as analises histopatoldégicas dos pulmdes dos
animais tratados com a chalcona 5 exibiram reducdo da éarea de pneumonia
tuberculosa, envolvendo a diminuicdo de areas de alveolite e necrose nas areas
granulomatosas e do exsudato seroso alveolar nas regifes adjacentes, além da
diminuicdo da disseminacdo do bacilo para o baco e figado. A diminuicdo da area de
patologia esta diretamente relacionada a capacidade da chalcona 5 diminuir o influxo

de células inflamatorias no pulmdo, baco e figado, especialmente de neutrofilos,
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propiciando a redugdo do numero de granulomas e necrose nestas areas, reduzindo o
namero de BAAR extracelulares.

O acumulo excessivo de infiltrado celular inflamatério no pulméo e sua relagéo
com a imunopatologia da TB severa tém sido abordada por diversos autores e
fundamentada no fato que o acumulo excessivo destas células no pulméo conduzem a
compressdo e colapso da estrutura endotelial, o que em combinagdo com altas
concentracbes dos mediadores inflamatérios produzidos por estas células, leva a
necrose tecidual (ORME, 2013; TORRADO et al., 2010; MARZO et al., 2014). Além
disso, o recrutamento de células fagocitarias permissiveis induz novos ciclos de
replicacéo bacteriana e favorece a disseminacédo do bacilo (AMARAL et al., 2014). O
acumulo de neutrofilos tém sido destacado na patologia da TB, uma vez que séo
células de vida curta e secretam ou liberam uma ampla variedade de produtos
microbicidas e citotoxicos durante sua morte celular, contribuindo para o dano tecidual,
formagdo da necrose intragranulomatosa, e além disso, os debris celulares sé&o fonte
de carbono para o bacilo e suporte para formacao de biofiimes (HUNTER et al., 2011;
PEYRON et al.,, 2008). Um dos fatores que afetam a funcdo da resposta imune
adquirida a TB € o acumulo de neutrdfilos que conduzem a perda da contencdo da
doenca (ORME et al., 2015).

Como parte final, o perfil de citocinas produzidas ex vivo pelas células
pulmonares dos animais tratados com a chalcona 5 foi avaliado, demonstrando uma
reducdo de 2 a 3 vezes na producao dos mediadores pro-inflamatorios, enquanto os
niveis de IL-10 foram significativamente aumentados. A diminuicdo do influxo celular
nos pulmdes e reducdo da patologia estdo associados com a menor producdo de
citocinas pro-inflamatérias. Além disso, observou-se 0 aumento na producdo da
citocina anti-inflamatéria IL-10 o que pode sugerir uma modulacéo da producéo local de
citocinas pelas células do pulmao.

A resposta protetora contra Mtb exige um equilibrio entre citocinas anti-
inflamatorias e pré-inflamatérias, e seus efeitos sdo contrabalanceados durante o
processo inflamatorio. A elevada infiltracdo celular culmina no aumento da producao de
mediadores pro-inflamatorios tendo como consequéncia, dano tecidual, pneumonia e
mortalidade, enquanto a grande predominancia de citocinas anti-inflamatérias pode
favorecer a proliferacdo e disseminacdo do bacilo, em virtude da inadequacédo da
resposta imune, que também conduz a severidade da doenca (GARLANDA et al.,
2007, TOBIN et al., 2012).
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Comparado ao tratamento com a rifampicina, a chalcona 5 exibiu menor
potencial de reducdo da carga bacilar, contudo os animais tratados com a mesma
apresentaram boa tolerabilidade, sem a presenca de efeitos colaterais, diferentemente
do observado para o tratamento com a rifampicina que induziu diarréia nos animais
tratados. Deste modo, uma dose maior da chalcona 5 poderia ser testada para
aumentar o potencial de reducdo do crescimento bacteriano nos pulmdes. Em
contrapartida, embora o tratamento com a rifampicina reduza a carga bacilar de forma
mais efetiva do que a chalcona 5, em termos de patologia pulmonar, o tratamento com
a rifampicina ndo propiciou reducgédo significativa da area de pneumonia ou de areas
necréticas, onde observou-se a presenca de bacilos extracelulares, o que esta
correlacionado com a menor capacidade da rifampicina em diminuir o influxo de células
inflamatérias e inflamacdo no pulmdo (TORRADO et al.,, 2010; COOPER, 2009;
EHLERS e SCHAIBLE, 2013). Os resultados do tratamento com a rifampicina e a
chalcona 5 sustentam a abordagem do tratamento adjuvante, anti-inflamatério e
antimicobacteriano, nos casos de TB grave associada com a inflamacéo excessiva, de
forma que a intervengéo possa ser focada na tendéncia inflamatoéria do individuo a ser
tratado (ORME et al., 2015).

Em relacdo ao tratamento com o ibuprofeno, a chalcona 5 exibiu melhor efeito
terapéutico, tanto no potencial de reducéo da carga bacilar quanto na reducao da area
de patologia (pneumonia) ao final de 30 dias de tratamento. Embora o ibuprofeno seja
um farmaco de abordagem anti-inflamatéria, o efeito inibitério diretamente no
crescimento da cepa Mtb H37Rv e de um isolado clinico de Mtb-MDR ja foi descrito
previamente (GUZMAN et al., 2013). Esta observacéo foi substanciada em modelo
murino C3HeB/FeJ infectado por via intravenosa com alta dose de infeccdo (2 x 10*
CFU) de Mtb H37Rv, onde foi realizado o tratamento oral diario com ibuprofeno (80
mg/kg) por 1 semana. Sob estas condi¢des, os animais tratados mostraram reducao no
namero e tamanho das lesées no pulméo, reducdo da area afetada pela infeccdo em
torno de 50%, diminuicdo da carga bacilar em 1,5-2 Logio € aumento da sobrevida em
40% (VILAPLANA et al., 2013). Os resultados obtidos no modelo de camundongos
C3HeB/FeJ (sensiveis para TB) ndo podem ser comparados diretamente com o0s
nossos resultados obtidos em modelo de camundongos C57BI/6 (resistentes para TB).
Entretanto, os dois trabalhos demonstram que a utilizacdo do ibuprofeno para
tratamento da TB severa apresenta bons efeitos terapéuticos, inibindo a inflamacéo

exacerbada, causada tanto pela cepa laboratorial H37Rv (em alta dose de infeccao),
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quanto pelo isolado clinico hipervirulento (cepa Mtb Beijing M299), utilizado em baixa
dose de infeccéo.

Em comparagéo com o trabalho de Vilapana et al., nosso estudo apresenta um
certo avanco no entendimento dos mecanismos do efeito terapéutico dos farmacos
anti-inflamatorios (ibuprofeno ou chalcona 5) utilizados para tratamento da TB severa.
Pelo menos dois fatores sao importantes: 1) uma forte redu¢do no recrutamento das
células inflamatodrias, principalmente de neutrofilos, no pulmédo; e 2) inibicdo da
producdo dos mediadores proé-inflamatérios e aumento da producdo de IL-10 pelas
células presentes no pulmdo. A capacidade de reduzir o influxo de neutréfilos e a
minimizacdo dos danos teciduais pulmonares ja foi descrito para o tratamento oral com
o ibuprofeno em pacientes com fibrose cistica (KONSTAN et al., 2003), o que corrobora
os resultados obtidos no nosso modelo murino de TB acerca da diminui¢do do influxo
celular.

Os resultados promissores obtidos pelo grupo de Vilaplana com o modelo
murino da TB, incentivaram os autores sugerir uma ampla utilizacdo deste farmaco
anti-inflamatorio para tratamento dos pacientes com TB (VILAPLANA et al., 2013).
Entretanto, as indicacbes para uso dos anti-inflamatérios nos casos TB devem ser
melhor estudados. A TB é uma doenca crénica que em alguns pacientes, ou em fases
determinadas, pode ser controlada pelo sistema imune, atingindo um equilibrio entre
resposta imune e persisténcia de bactéria no organismo. No nosso modelo da TB
experimental, baseado nos camundongos C57BI/6 relativamente resistentes a Mtb, o
sistema imune € capaz de controlar a doengca na maioria dos animais apos 3 a 4
semanas de infeccdo, o que estad associado com a regulacdo negativa da inflamacao
pulmonar na fase cronica (ANDRADE, 2012; RIBEIRO et al., 2014). Efeito dos
farmacos,anti-inflamatérios, incluindo ibuprofeno e chalconas, na fase cronica da
doenca com baixo nivel de inflamacéo deve ser melhor estudado, e os biomarcadores
da inflamacéo exacerbada nos pacientes hiper-reativos, que podem ser beneficiados
pela terapia anti-inflamatoria, ainda devem ser identificados. A analise cuidadosa da
utilizacdo do tratamento adjuvante deve considerar o grau de severidade da doenca e
principalmente o periodo de intervencdo de modo que a mesma nao afete as respostas
anti-TB destinadas a eliminagcdo do agente patogénico (ZUMLA et al., 2014b;
LECHARTIER et al., 2014).

No ambito da classe das chalconas, esta € a primeira descricdo de atividade
dual em modelo murino de TB de hiperviruléncia, com identificacdo da chalcona 5

como a substancia mais ativa. Somente um trabalho foi realizado in vivo envolvendo
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chalconas no tratamento da tuberculose. Neste estudo, camundongos suigcos foram
infectados pela cepa Mtb laboratorial H37Rv por via intravenosa em alta dose, 10’
CFU/animal, e o tratamento oral com a chalcona foi realizado por 28 dias (100 mg/kg).
Apenas o efeito de reducdo na carga bacilar foi estudado, demonstrando uma reducao
de 40% da viabilidade bacilar, contudo esta reducédo foi minima em termos de CFU em
Logio (0,3 CFU Logio) (MARRAPU et al., 2011). Quando comparado ao potencial
exibido pela chalcona 5 na reducéo da carga bacilar, a mesma mostrou um potencial
de reducdo quase 10 vezes maior, visto a capacidade de diminuicdo do crescimento
bacteriano pela chalcona 5 ter sido de 2,8 Logao.

Os dados obtidos neste trabalho demonstram que a chalcona 5 € uma
substancia promissora para estudos prospectivos que visam a geracdo de novos
farmacos anti-TB para o tratamento adjuvante dos casos graves da TB grave
associados com inflamacao exacerbada. Este foi o primeiro estudo descrevendo uma
nova abordagem para o screening de chalconas anti-TB focando a atividade biologica
dual, anti-inflamatoria e antimicobacteriana. Em adig&o, este foi o primeira descrigdo
destas atividades para a chalcona 5, assim como efetivo potencial no tratamento da

tuberculose severa em modelo murino.

104



7. CONCLUSOES

De uma série de quarenta chalconas sintéticas, as amostras 3, 4 e 5 foram
identificadas como potentes agentes anti-inflamatérios sendo capazes de suprimir a
producdo dos mediadores inflamatérios (NO, PGE,, TNF-a e IL-1B), sendo a inibicdo

da producdo de NO e PGE; decorrente da inibicdo especifica da INOS e COX-2.

As amostras selecionadas como mais ativas apresentaram sua capacidade
imunomodulatéria de forma seletiva, nas concentracdes intermediarias utilizadas, com
auséncia ou baixa toxicidez para a cultura celular;

Com relacdo a estrutura-atividade, a chalcona 3 possui o radical cloro na posi¢éao 4 do
anel A, a chalcona 4 possui o substituinte 4-dimetilamino no mesmo anel enquanto a
chalcona 5 apresenta um grupo metilenodioxi entre os carbonos 3 e 4 do anel A. Estes
substituintes foram descritos em estudos anteriores por contribuirem para a capacidade
anti-inflamatoria;

Dezesseis chalconas foram capazes de inibir o crescimento de M. bovis BCG, cinco
destas mantendo similar capacidade inibitéria contra cepas Mtb H37Rv e M299,
destacando a chalcona 5 como mais ativa e sendo a primeira descricao

antimicobacteriana para a mesma,

As chalconas 4, 5 e 8 foram capazes de suprimir o crescimento intracelular bacteriano
em macrofagos infectados por Mtb, exibindo capacidade de adentrar este
microambiente e exercer o efeito desejado;

A associacdo entre as chalconas 3, 5 e 25 e o farmaco padrdo rifampicina
apresentaram efeito positivo a inibicdo do crescimento da cepa M299, mostrando uma
tendéncia a existéncia de efeito sinérgico;

As amostras 3 e 5 foram as mais potentes em inibir o crescimento extracelular de
bactérias Mtb H37Rv e M299 agregadas em clumps, sendo a primeira descricao de

chalconas com essa atividade;

A chalcona 5 apresentou maior atividade para ambos efeitos, anti-inflamatério e
antimicobacteriano.

Em camundongos, o tratamento com a chalcona 5 inibiu significativamente o
crescimento bacteriano nos pulmdes, reduziu em namero e tamanho as lesdes
inflamatorias e a area de pneumonia tuberculosa, além de diminuir a disseminacéo do

bacilo para o baco e figado;
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A diminuicdo da patologia no pulmao foi relacionada a capacidade da chalcona 5
diminuir o influxo de células inflamatérias no pulméo, especialmente de neutrofilos,
propiciando a reducdo da necrose nestas areas e diminuicdo do numero de BAAR

extracelulares;

A diminuig&o do influxo celular esta associado a capacidade da chalcona 5 reduzir a
producdo de citocinas proé-inflamatérias e aumentar a producdo da citocina anti-
inflamatéria IL-10 pelas células do pulméo;

O tratamento com a rifampicina reduziu significativamente a carga bacilar, embora néo
tenha propiciado reducao da patologia pulmonar devido a maior presenca do influxo de
células inflamatédrias, o que sustenta a abordagem do tratamento adjuvante nos casos
de TB grave associada com a inflamacgao excessiva,

O tratamento com a chalcona 5 exibiu melhor efeito terapéutico do que o tratamento
com o ibuprofeno, tanto no potencial de reducéo da carga bacilar quanto na reducao da
area de patologia (pneumonia) ao final de 30 dias de tratamento.

No ambito da classe das chalconas, este é a primeira descricdo de atividade dual em
modelo murino de TB induzida por cepa Mtb hipervirulenta, com identificacdo da

chalcona 5 como a substancia mais ativa.
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