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RESUMO

A resisténcia bacteriana representa uma crescente € preocupante ameaga a satude publica em
todo o mundo, especialmente com a emergéncia de microrganismos multidroga-resistentes.
Nas ultimas décadas, a conscientizagdo sobre essa ameaca global aumentou
consideravelmente e diversas iniciativas politicas e de pesquisas foram implementadas para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos. Entretanto, alguns obstaculos encontrados nos
ambitos cientificos, regulatorios € econdmicos, tem atrasado este processo. Este estudo teve
como objetivo avaliar a potencial atividade antibacteriana de compostos isoxazodlicos e
extratos naturais obtidos de laboratérios da Universidade Federal de Santa Catarina e também
via plataforma open source Pathogen Box®, contra isolados bacterianos caracterizados e
clinicamente relevante de Bacilos Gram-negativos, S. aureus e Enterococcus spp. Os
compostos isoxazolicos e os extratos naturais ndo apresentaram atividade inibitéria nas
concentragdes avaliadas na etapa de triagem. Os compostos do Pathogen Box® foram
avaliados na concentracdo de 100 uM contra as cepas sensiveis: Escherichia coli (ATCC®
25922) e Staphylococcus aureus (ATCC® 29213), em que 69 compostos apresentaram
atividade inibitéria de crescimento. A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) desses
compostos foi determinada contra as cepas resistentes: 1) E. coli resistente a polimixina
(MCR-1), para a qual 3 compostos apresentaram CIM < 50uM (MMV004168, MMV228911
MMV675997); e ii) contra a cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), para a qual 6
compostos tiveram CIM entre 25uM — 0,78uM (MMV688771, MMV 020537, MMV 688756,
MMV 687700, MMV 687699, MMV 021057). Os nossos resultados demonstraram promissora
atividade contra S. aureus da sutezolida (MMV688756), independente do mecanismo de
resisténcia apresentado pela bactéria, com baixa CIM, inferior a concentragdo citotoxica 50%
em células HepG2 e com indice de seletividade = 8. Esses resultados preliminares de
atividade antibacteriana da sutezolida sdo promissores € podem embasar estudos adicionais in
vitro e in vivo. O Pathogen Box"™ demonstra ser uma excelente ferramenta open source que
auxilia na pesquisa e investigacdo destas moléculas promissoras e pode ser um assistente

potente nos estagios iniciais do reaproveitamento de medicamentos.

Palavras-chave: Pathogen Box, atividade antibacteriana, Multirresisténcia, sutezolida



ABSTRACT
Phenotypic screening of antibacterial activity of natural extracts and synthetic

compounds

Bacterial resistance is an evergrowing threat to public health worldwide, especially with the
emergence of multi-drug resistant microorganisms. In recent decades, an awareness of this
global threat has risen considerably and several policy and research initiatives have been
implemented in developing new antimicrobials. However, some obstacles faced in the
scientific, regulatory and economic spheres have delayed this process. This study aimed to
evaluate the potential antibacterial activity of isoxazole compounds and natural extracts
obtained from laboratories of the Federal University of Santa Catarina and also via via open
source platform Pathogen Box® against characterized and clinically relevant bacterial isolates
of Gram-negative bacillus, S. aureus and Enterococcus sp. The isoxazole compounds and the
natural extracts showed no inhibitory activity at the concentrations evaluated at the screening
stage. Pathogen Box® compounds were evaluated at a concentration of 100 uM against
sensitive strains: Escherichia coli (ATCC® 25922) and Staphylococcus aureus (ATCC®
29213), in which 69 compounds showed growth inhibitory activity. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of these compounds was determined against the resistant strains: 1)
polymyxin resistant E. coli (MCR-1), where 3 compounds had MIC < 50uM (MMV004168,
MMV228911 MMV675997); and ii) against the methicillin resistant S. aureus strain
(MRSA), for which 6 compounds presented MICs between 25uM — 0,78uM (MMV688771,
MMV020537, MMV688756, MMV687700, MMV687699, MMVO021057). Our results
showed promising activity of sutezolid (MMV688756) against S. aureus regardless of the
bacterial resistance mechanism, with low MIC, below the 50% cytotoxic concentration in
HepG2 cells and with selectivity index = 8. These preliminary results concerning the
antibacterial activity of sutezolid are promising and may support further in vitro and in vivo
studies. Pathogen Box® proves to be an excellent open source tool that assists in the research
and investigation of these promising molecules and can be a potent assistant in the early

stages of drug repurposing.

Keywords: Pathogen Box, antibacterial activity, multiresistance, sutezolid
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1 INTRODUCAO

A identificacdo da atividade antibacteriana da penicilina por Fleming em 1929
revolucionou a medicina e desencadeou a busca e a investigacdo por novos compostos com
propriedades antimicrobianas tanto de origem natural como sintética (BEUTLER, 2009).
Desde os primordios da inser¢do dos antimicrobianos com finalidade terapéutica na
sociedade, a preocupagdo com a resisténcia existe. Inclusive, o proprio Fleming (1945) em
seu discurso no prémio Nobel ja havia afirmado sobre o uso da penicilina: “Pode haver um
perigo, no entanto, na subdosagem. Nao ¢ dificil fazer micrdbios resistentes a penicilina em
laboratério apenas expondo-os a concentragdes ndo suficientes para mata-los, € a mesma coisa
aconteceu ocasionalmente no corpo. Pode chegar a hora em que a penicilina possa ser
comprada por qualquer pessoa nas lojas. Depois, ha o perigo de que o homem ignorante possa
facilmente autoadministrar-se uma subdosagem e expor seus microbios a quantidades nao
letais do fArmaco, tornando-os resistentes”. Atualmente, podemos constatar isto globalmente,
uma vez que a utilizagdo exacerbada dos antimicrobianos tanto na clinica como na agricultura
e pecuaria, elevou consideravelmente a exposicdo e o desenvolvimento de resisténcia
(CHANG et al., 2014). A crescente ameaga das infeccdes por microrganismos
multirresistentes se tornou um alarmante problema a nivel mundial. Com o constante
aparecimento de novos mecanismos de resisténcia, a capacidade de combater e tratar doengas
infecciosas comuns, assim como a prevenc¢ao durante procedimentos cirirgicos, transplantes e
at¢é mesmo o controle de diabetes se tornou bastante arriscada, podendo levar a uma
prolongada estadia hospitalar, incapacidade do paciente e até a 6bitos (WHO, 2018).

Uma recente revisdo independente, encomendada pelo governo do Reino Unido,
estimou que sem novas politicas para impedir a disseminagdo da resisténcia aos
antimicrobianos, as 700.000 mortes por ano de atualmente podem aumentar para cerca de 10
milhdes de mortes por ano até 2050, algo em torno de um 6bito a cada 3 segundos associados
a resisténcia bacteriana. Acrescido a isto, o impacto econdmico cumulativo a nivel global esta
estimado ser em torno de 100 trilhdes de dolares (O’NEILL, 2016). Apenas nos Estados
Unidos, pelo menos 2 milhdes de pessoas sdo infectadas anualmente por bactérias resistentes
aos antimicrobianos utilizados no tratamento clinico, o que resulta diretamente em torno de
23.000 mortes todo ano (CDC, 2013; WHO, 2014a).

Além do aumento da resisténcia bacteriana aos agentes utilizados no tratamento,
houve uma redu¢do no desenvolvimento de novos antimicrobianos (BLAIR et al., 2014). A

compreensdo dos mecanismos de a¢do dos farmacos existentes € de como as bactérias se
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tornaram resistentes a eles ¢ fundamental para avangarmos na pesquisa de moléculas com
mecanismos inéditos e mais eficazes. Apesar disso, a aprovagdo regulamentar de novos
antimicrobianos declinou 90% nos ultimos 30 anos nos Estados Unidos (SHLAES et al.,
2013). Isso se da, possivelmente devido as restrigdes da Agéncia de Medicamentos e
Alimentos dos EUA (FDA), uma vez que os padrdes e requisitos para o desenvolvimento de
antimicrobianos sdo muito altos, além do risco de o novo medicamento ser descartado ainda
no processo de desenvolvimento, o que desestimula os laboratorios a manterem suas linhas de
pesquisa (HEINZERLING, 2013; WATKINS; BONOMO, 2016). Nas ultimas décadas,
muitas empresas farmacéuticas importantes descontinuaram seus programas de
desenvolvimento de antimicrobianos (PROJAN; SHLAES, 2004), pois além do alto custo em
pesquisa e desenvolvimento, a rapida evolucdo da resisténcia antimicrobiana gerou para a
industria farmacéutica uma diminui¢ao do retorno de mercado (PAYNE et al., 2006) quando
comparado com outros agentes terapéuticos. Acrescido a isto, tem-se a dificuldade de
identificar novos compostos via métodos tradicionais de pesquisa e os requisitos regulatérios
exigem ensaios clinicos grandes e complexos para aprovacdo de novos firmacos de modo
geral (ECHOLS, 2012).

Em 2017, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou uma lista de patégenos
(incluindo bactérias resistentes responsaveis por infec¢des agudas e Mycobacterium
tuberculosis multirresistente) que necessitam prioridade de financiamento e facilidade na
coordenacdo global de estratégias de pesquisa e desenvolvimento para a descoberta de novos
compostos ativos. A lista destina-se a empresas farmacéuticas que possam investir na
pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos e a universidades, instituicdes publicas
de pesquisa e parcerias publico-privadas que estdo se tornando cada vez mais envolvidas nesta
estratégia. Paralelamente a isto, agéncias reguladoras como FDA e a Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMA) estdo trabalhando na simplificacdo do caminho de aprovacdo de
antimicrobianos para necessidades médicas nao atendidas (WHO, 2017).

Nesse contexto, este estudo tem como objetivo investigar a possivel atividade
antibacteriana de extratos naturais e compostos sintéticos produzidos na Universidade Federal

de Santa Catarina, assim como de compostos obtidos via plataforma Pathogen Box®.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar a triagem da potencial atividade antibacteriana de extratos naturais e

compostos isoxazolicos frente a bactérias sensiveis e multirresistentes.

1.1.2 Objetivos especificos

Realizar a triagem da atividade antibacteriana de compostos isoxazolicos sintéticos;

Realizar a triagem da atividade antibacteriana de extratos naturais;

Realizar a triagem da atividade antibacteriana dos compostos do Pathogen Box®;

Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos compostos que apresentaram

atividade antibacteriana;

Verificar potencial do Pathogen Box® como uma ferramenta no auxilio para o

reposicionamento de farmacos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Pela defini¢do oficial da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), resisténcia
antimicrobiana (RAM) ¢ a capacidade que um microrganismo apresenta de impedir que um
antimicrobiano exer¢a sua atividade contra cle. Desta forma, mesmo em tratamento com
terapia antimicrobiana estes microrganismos conseguem se desenvolver, e isto acarreta a
ineficicia de tratamentos padrdes, infeccdes persistentes que podem levar a Obito, ou se
espalhar para outros individuos e para o meio ambiente (WHO, 2018). O termo “resisténcia a
antimicrobianos” abrange diferentes microrganismos (bactérias, virus, parasitas) e classes de
farmacos como antibacterianos, antivirais, antifingicos e antiparasitarios.

Os antimicrobianos s3o organizados em classes pelo mecanismo e sitio de acdo no
organismo alvo. A resisténcia a um farmaco pode acarretar resisténcia a outros
antimicrobianos de classes relacionadas pelas semelhangas entre eles ou entre as estruturas e
locais onde exercem atividade nas bactérias (WHO, 2014a).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser intrinseca, adquirida ou adaptativa. A

resisténcia intrinseca ¢ decorrente de uma caracteristica inata da bactéria, seja por sua

morfologia ou fisiologia, que a torna naturalmente resistente a um antimicrobiano. O principal
exemplo desta, ¢ a presenga da membrana externa nas bactérias Gram-negativas (Figura 1);
esta funciona como uma barreira fisica que restringe a permeabilidade de diversos farmacos
eficazes contra bactérias Gram-positivas que, por ndo conseguirem transpor esta camada,
ficam impossibilitadas de atingir seu alvo de agdo. E o caso da vancomicina, um antibidtico
glicopeptideo que ndo consegue penetrar a célula bacteriana devido ao seu alto peso
molecular e assim, exercer sua atividade inibindo a sintese da parede bacteriana (NELSON,
1999; BLAIR et al., 2014). A membrana externa também pode expressar grande quantidade
de bombas de efluxo inespecificas que expulsam o antimicrobiano de dentro da célula,
reduzindo assim sua concentragdo intracelular (NIKAIDO, 1994; ARZANLOU; CHAI,
VENTER, 2017). J4 a daptomicina atua na membrana citoplasmatica por despolariza¢do nos
fosfolipidios anidnicos em um processo mediado por Ca®"; como as bactérias Gram-negativas
apresentam uma proporc¢dao muito inferior destes fosfolipidios anidnicos, o potencial de a¢do

da daptomicina ¢ reduzido em relagdo as bactérias Gram-positivas (RANDALL et al., 2012).
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Figura 1: Diferencas entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Fonte: adaptado de: BYJU'S. Diferencas entre bactérias Gram positivas e Gram negativas. Disponivel em:
<https://byjus.com/biology/difference-between-gram-positive-and-gram-negative-bacteria/>.

J& resisténcia adquirida esta relacionada a capacidade das bactérias em adquirir ou

desenvolver resisténcia a antibacterianos por mutacdes espontdneas que podem ser
transmitidas para geragdes subsequentes via transmissdo vertical, ou através da aquisi¢do de
material genético via elementos genéticos mdveis como plasmideos (pequenas sequéncias de
DNA circular bacteriano capazes de se auto replicar), integrons (sistemas de aquisi¢do de
material genético capaz de capturar, integrar e expressar genes externos) € transposons
(sequéncias lineares de DNA capazes de se movimentar dentro do mesmo genoma de uma
bactéria) em um processo conhecido como transferéncia horizontal de genes. Esta troca entre
bactérias pode ocorrer por meio de conjugagdo (coordenada por plasmideos), transformagao
(aquisi¢@o de material genético proveniente da lise celular de outra bactéria) e transdugdo
(aquisicado de material por meio de bacteriofagos) (BLAIR, 2014; OLIPHANT;
EROSCHENKO, 2015; MUNITA; ARIAS, 2016). A resisténcia pode se manifestar por
diferentes mecanismos como: alteragdo na permeabilidade celular que reduz a concentragao
intracelular do antimicrobiano, como bombas de efluxo e porinas; alteracdes nos alvos de
acao dos antibacterianos por mutagdo genética e inativagao do fairmaco por hidrdlise, como €
o caso das penicilinases (BLAIR et al., 2014; ALI; RAFIQ; RATCLIFFE, 2018).

Os microrganismos resistentes estdo presentes no meio ambiente e podem circular
entre populacdes de animais, seres humanos, sendo também encontrados em alimentos
destinados ao consumo humano. Entre alguns fatores descritos que promovem a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos temos: nao adesao as melhores praticas no controle de
infeccdo em ambiente hospitalar; uso excessivo de antimicrobianos na agricultura; longa
permanéncia de pacientes imunocomprometidos em ambiente hospitalar; turismo e viagens
pelo mundo que podem facilitar a transferéncia de genes de resisténcia; saneamento basico

deficiente e sistemas de dgua contaminada que podem levar a disseminacdo de bactérias
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resistentes pelo esgoto; prescricdo inadequada e excessiva de antimicrobianos de amplo
espectro que podem exercer pressao seletiva sobre bactérias comensais (NIAID, 2014).

No entanto, o uso de antimicrobianos ¢, isoladamente, o fator mais importante na
evolucao da resisténcia antimicrobiana ao redor do mundo. Esses estao entre os medicamentos
mais prescritos na medicina humana, sendo que mais de 50% destas prescrigdes nido sao
necessarias ou sdo prescritos em doses inadequadas, como nos casos de infecgdes virais do
trato respiratorio, no uso de farmacos de amplo espectro para tratar infecgdes simples (CDC,
2013) e no uso disseminado de antimicrobianos na agricultura para prevenir infecgdes € como
promotores de crescimento (CHANG et al., 2014). O uso de antimicrobianos na saude
humana e animal tem contribuido para a sele¢do e o desenvolvimento de bactérias
multirresistentes (MDR), ndo suscetiveis a pelo menos um agente de trés ou mais classes de
antimicrobianos, ou até mesmo de bactérias pan-resistentes (PDR), que apresentam resisténcia
a todos os agentes de todas as classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012;
VENTOLA, 2015).

2.2 MECANISMOS DE ACAO DOS ANTIBACTERIANOS E DE RESISTENCIA
BACTERIANA

Os antimicrobianos atuais sdo categorizados em classes de acordo com seu sitio e
mecanismo de agdo principal (Figura 2). Os inibidores da sintese de parede celular, como
os [-lactimicos, agem ao interferir nas enzimas necessarias para formar a camada de
peptidoglicano, as proteinas de ligacdo a penicilina (PBP) ou entdo através da ligacdo aos
residuos finais - D-Ala-D-Ala - da camada recém-formada de peptidoglicano, o que a impede
de se estabilizar, manter forma e fun¢do (glicopeptideos). Os inibidores da sintese da
membrana celular (lipopeptideos) agem pela despolarizacdo e aumento de permeabilidade
da membrana celular que acarreta lise e morte da bactéria. Inibidores de sintese de DNA
inibem enzimas como as DNA girase e topoisomerase IV, essenciais no processo de
replicagdo bacteriano que acarretam na quebra do DNA (fluoroquinolonas). Inibidores de via
metabélica bloqueiam a via do acido folico, crucial para a sintese do DNA, por inibi¢do
competitiva da enzima que catalisa sua sintese (sulfonamidas) exercendo um efeito
bacteriostatico. Inibidores de sintese protéica se ligam as subunidades ribossomais
bacterianas 30S (aminoglicosideos, macrolideos e tetraciclina) e 50S (cloranfenicol)
bloqueando a sintese proteica (OLIPHANT, 2015; TENOVER, 2006; WONG; OLIVER;
LININGTON, 2012).
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Figura 2: Classificacdo dos mecanismos e sitios de acao dos antimicrobianos.
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Fonte: ANVISA. Mecanismos de acdo. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. 2007. Disponivel em:
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web
/modulo1/pop_mecanismo.htm.

Consequentemente a acdo dos principais antibacterianos, os mecanismos de resisténcia
antimicrobiana estao relacionados com o proprio sitio de acdo do fAirmaco e caracteristicas da
célula, como as diferencas estruturais entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A
modificacdo das PBP ¢ um mecanismo chave de resisténcia em bactérias Gram-positivas,
enquanto a producdo de B-lactamases ¢ encontrada majoritariamente nas bactérias Gram-
negativas (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). Como exemplos -clinicamente
importantes dos mecanismos temos:

- A resisténcia mediada por B-lactamases em bactérias Gram-negativas: as f3-
lactamases hidrolisam quase todos os B-lactdmicos que possuem ligacdes éster e amida, por
exemplo, penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenémicos. Sdo enzimas
amplamente prevalentes que sdo classificadas usando dois esquemas principais: Ambler
(estrutural) e Bush — Jacoby — Medeiros (funcional). (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN,
2017). Pela classificacdo de Ambler, temos as B-lactamases de classes A-D (Figura 3). A
classe A (penicilinases, cefalosporinases e carbapenemases) sdo majoritariamente inibidas
pelo 4cido clavulanico e inclui B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC). A classe B inclui metalo-B-lactamases, como as
carbapenemases IMP, NDM, SPM, as quais requerem zinco ou outro metal pesado para

exercerem sua atividade catalitica; sdo inibidas pelo acido etilenodiamino tetra-acético
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(EDTA) mas ndo pelo acido clavulanico. A classe C (cefalosporinases) tem como principal
representante a enzima AmpC, que confere resisténcia a todos os B-lactdmicos, com excecao
dos carbapenémicos, hidrolisando também as cefalosporinas de 3* geragdo. As enzimas da
classe D (oxacilinases) como OXA-23 e OXA-48, que sdao fracamente inibidas pelo acido
clavulanico, hidrolisam oxacilina e conferem resisténcia a penicilina, oxacilina e meticilina.

(WATKINS; BONOMO, 2016; KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

Figura 3: Classifica¢do das B-lactamases.
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ESBLs: CTX-M, TEM-3 OXA-23, OXA-48
Carbapenemases: KPC

Fonte: Adaptado de Munita e Arias, 2016

- A resisténcia a meticilina em S. aureus (MRSA): resulta da aquisicdo de um gene
extracromossomal, geralmente o gene mecA, que se localizada em um cassete cromossdmico
estafilococico mec (SCCmec). Este gene codifica a PBP2a, uma PBP alterada que possui
baixa afinidade aos P-lactamicos, tornando a maioria destes farmacos ineficazes contra
MRSA, sendo necessarias terapias alternativas, como a vancomicina, para combater infecgoes

graves (MUNITA; ARIAS, 2016).

- A resisténcia a vancomicina em S. aureus (VRSA / VISA): o fenotipo VRSA
apresenta resisténcia mediada por genes presentes no cromossomo bacteriano e/ou adquiridos
por plasmideos, como vanA, vanB e vanC, que produzem precursores de peptidoglicano
modificados com aminodcidos diferentes daqueles aos quais os glicopeptideos conseguem se
ligar, diminuindo assim afinidade de liga¢do e a atividade antimicrobiana da vancomicina

(VAN HOEK et al., 2011).
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- A resisténcia mediada pelo gene mcr-I em bactérias Gram-negativas: confere
resisténcia as polimixinas através da alteracdo do lipideo A, que € o constituinte da membrana
citoplasmatica onde as polimixinas se ligam para exercer sua atividade antibacteriana. O gene
mcr-1 € o primeiro relato de resisténcia as polimixinas mediada por plasmideos; ele codifica
uma fosfoetanolamina transferase (pEtN) que adiciona uma pEtN a por¢do do lipideo A e

reduz a afinidade do farmaco a seu sitio de acao (LIU et al., 2016; TIETGEN et al., 2018)

2.3 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS ANTIMICROBIANOS

Apesar da constante disseminagdo da resisténcia antimicrobiana como uma potente
ameaca a morbidade e mortalidade a nivel mundial, a pesquisa farmacéutica e
desenvolvimento ndo conseguiu atender a necessidade clinica de novos antibacterianos. Tanto
que nos ultimos 20 anos, apenas duas classes de antimicrobianos, as oxazolidinonas e os
lipopeptideos, tiveram éxito em todas as etapas de desenvolvimento e foram aprovadas pelas
agéncias regulatorias internacionais de medicamentos, sendo ambas para bactérias Gram-
positivas. Para Gram-negativas, as alternativas terapéuticas estdo cada vez mais escassas € nos
ultimos 10 anos esta preocupagdo se intensificou com o surgimento da resisténcia aos
carbapenémicos, a principal classe de tratamento para bactérias produtoras de -lactamases de
espectro estendido (LUEPKE et al., 2016). A aprovacdo regulamentar de novos
antibacterianos declinou 90% nos ultimos 30 anos nos Estados Unidos (SHLAES et al.,
2013). Isto se da possivelmente devido as restrigdes da FDA, uma vez que os padrdes e
requisitos para o desenvolvimento de novos farmacos sdo muito altos. Além disso, ha o risco
de o novo medicamento ser descartado ainda no processo de desenvolvimento, o que
desestimula os laboratorios pela falta de retorno financeiro (HEINZERLING, 2013;
WATKINS; BONOMO, 2016). De cada 5-10 mil compostos promissores, apenas cinco
chegardo a fase I e destes, apenas um sera aprovado pelo FDA; tudo isso em um processo que
leva entre 10 a 15 anos desde seu potencial antimicrobiano ser descoberto. No momento,
existem 14 antibacterianos em ensaios clinicos com potencial para tratar bactérias Gram-
negativas do grupo ESKAPE de prioridade critica (PEW, 2019).

Na ultima década muitas empresas farmacéuticas importantes descontinuaram seus
programas de desenvolvimento de antimicrobianos (PROJAN; SHLAES, 2004), pois além do
alto custo em pesquisa e desenvolvimento, a rapida evolugdo da resisténcia antimicrobiana
gerou para a industria farmacéutica uma diminui¢ao do retorno de mercado (PAYNE et al.,

2006) quando comparados com outros agentes terapéuticos para diabetes, hipertensao e
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doencas cronicas. Acrescido a isto, tem-se a dificuldade em identificar novos compostos via
métodos tradicionais de pesquisa e os requisitos regulatdrios exigem, de modo geral, ensaios
clinicos grandes e complexos para aprovacao (ECHOLS, 2012).

O Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas (NIAID), e a Autoridade
Biomédica de Pesquisa e Desenvolvimento Avangado (BARDA) sdo os dois principais
programas de governo dedicados a estabelecer parcerias com empresas publicas e privadas
com a finalidade de desenvolvimento de novos antimicrobianos. Em 2015, o presidente
americano Barack Obama lancou o programa nacional de a¢do para o combate de bactérias
resistentes e redirecionou mais de 600 milhdes de dolares para o desenvolvimento de
pesquisas de antibacterianos por via deste programa (LUEPKE et al.,, 2016). O NIAID
colabora com o FDA na pesquisa ¢ no desenvolvimento nas fases iniciais, € apds aprovagao
de fase I, os ensaios das fases subsequentes de antibacterianos passam a ser desenvolvidos
pelo BARDA ou industrias farmacéuticas (CARB, 2017).

Em 2017, a OMS publicou uma lista de patdégenos que necessitam prioridade de
financiamento e facilidade na coordenagdo global de estratégias de pesquisa e
desenvolvimento para a descoberta de novos compostos ativos contra bactérias resistentes
responsaveis por infecgdes agudas e tuberculose multirresistente. A lista destina-se a
empresas farmacé€uticas que possam investir na pesquisa e desenvolvimento de novos
antimicrobianos, mas também a universidades, institui¢des publicas de pesquisa e parcerias
publico-privadas. Nos ultimos anos surgiram alguns destes novos modelos de colaboragao
entre empresas farmacéuticas e universidades como o Broad Spectrum antimicrobial (BSA), o
Combatting Bacteria Resistant Biopharmaceutical Accelerator (CARB-X) e o New Drug
Medicine for Innovative Initiative (ND4BB). Paralelamente a isto, agéncias reguladoras como
a Agéncia de Medicamentos e Alimentos dos EUA (FDA) e a Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMA) estdo trabalhando na simplificacdo do caminho de aprovacdo de
antimicrobianos para necessidades médicas nao atendidas (WHO, 2017). Segundo dados
obtidos pela Pew Charitable Trusts (2019), desde 2014 dez antimicrobianos foram aprovados,
e 15 foram descontinuados. Entre os aprovados no tltimo ano estdo as tetraciclinas Nuzyra®
(omadaciclina) e Xerava® (eravaciclina); e outros cinco que foram submetidos para licenca
de comercializagdo: iclaprima, uma 2,4-diaminopirimidina com a¢do na enzima diidrofolato
redutase; cefiderocol (S-649266), uma cefalosporina com agao nas PBP; imipeném/cilastatina
+ relebactam (MK-7655A), uma associa¢do tripla entre um carbapenémico + inibidor
dehidropeptidase + inibidor de B-lactamase com alvo nas PBP e B-lactamases; lascufloxacino

(KRP-AM1977) uma fluoroquinolona com agdo na Topoisomerase II; e lefamulin (BC-3781),
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uma pleuromutilina com ag¢do na subunidade 50S ribossomal no centro peptidil-transferase
(PTC). Entretanto, nenhum desses novos compostos ou combinagdes apresenta um

mecanismo de acao inovador.

2.4 ESTRATEGIAS DESENVOLVIDAS PARA AUXILIAR NA INVESTIGACAO DE
NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS E MECANISMOS DE ACAO INEDITOS

2.4.1 Reposicionamento de farmacos

O reposicionamento (ou reaproveitamento) de medicamentos ¢ uma estratégia
promissora adotada a fim de contornar algumas dificuldades encontradas nas fases iniciais do
desenvolvimento de um novo fdrmaco. Uma vez que a certificagdo para administragdo em
humanos e/ou animais ja ¢ conhecida, existem informagdes detalhadas de farmacologia,
formulagdo, dose e potencial toxicidade disponiveis (ASHBURN; THOR, 2004); assim, os
custos e duragao do processo de licenciamento podem ser drasticamente reduzidos. Esta
abordagem consiste em selecionar medicamentos existentes que estdo aprovados ou em fases
finais de ensaios clinicos para uso em uma finalidade e investigar seus possiveis potenciais
terapéuticos ao serem empregados com €xito no tratamento de uma indicagao clinica diferente
(PUSHPAKOM et al., 2018; PEYCLIT; BARON; ROLAIN, 2019).

Existem diversos casos de sucesso de redirecionamento de fdrmacos para outras
patologias com liberacdo regulamentada para uso, como ¢ o caso da sildenafila, desenvolvida
para angina e através de uma analise clinica retrospectiva foi descoberto seu potencial para a
disfungdo erétil, a finalidade para qual este medicamento ¢ comercializado atualmente
(ASHBURN; THOR, 2004). Porém, para antimicrobianos ainda ndo existe um caso de
sucesso aprovado. Os medicamentos até apresentam atividade bactericida, porém a CIM tem
valores elevados que dificilmente serdo alcancados clinicamente sozinhos, sendo uma
alternativa o uso associado a outros medicamentos por efeito sinérgico (ZHENG; SUN;
SIMEONOV, 2017).

Para identificar e selecionar um medicamento potencial existem recursos modernos
disponiveis para aumentar o nivel de confianga, como abordagens computacionais e
experimentais que podem funcionar de modo sinérgico nesse redirecionamento
(PUSHPAKOM et al., 2018). A triagem inicial pode se dar por métodos computacionais
através de uma pesquisa por estruturas e possiveis mecanismos e acdo em bancos de dados

virtuais, pelas propriedades e similaridades com subsequente andlise de acoplamento
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molecular, em busca de interagdes alvo-receptor (PEYCLIT; BARON; ROLAIN, 2019). No
escopo da investigacdo da atividade antimicrobiana, os ensaios fenotipicos sdo realizados pela
triagem de bibliotecas de compostos em ensaios de microdiluicdo para detectar atividade
antibacteriana. Nos casos positivos, ¢ realizada a quantificacdo da atividade potencial com
determinagdo da CIM seguindo diretrizes internacionais (SUN et al., 2016). Posteriormente,
sdo realizados estudos e revisdo na literatura das propriedades da molécula e das informagdes
toxicologicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas para avaliar possibilidade de uso como
monofarmaco ou necessidade de associacdo. Uma vez finalizada essa avaliacao prévia, os
farmacos podem ir para os ensaios clinicos de desenvolvimento de fase Il para validagdo de
atividade, obtencao de registro e comercializagao (PEYCLIT; BARON; ROLAIN, 2019).
Especificamente para bactérias MDR, existem diversos estudos realizados com o
objetivo de avaliar novas opg¢des terapéuticas com as mais diversas classes de medicamentos.
A sertralina e a levopromazina, um antidepressivo e um antipsicdtico respectivamente,
apresentaram efeito sinérgico em associagdo com polimixina B contra bactérias Gram-
negativas do grupo ESKAPE (OTTO et al., 2019). Compostos naturais como o pterostilbeno,
que possui acdo anticancerigena e antioxidante, demonstrou sinergismo ao restaurar o efeito
antibacteriano da polimixina em isolados MCR-1, com reducdo de CIM em até 8 vezes
(ZHOU et al., 2018). Younis, Thangamani e Seleem (2015) identificaram dois farmacos ndo
antibioticos, ebseleno (EB) e 5-fluoro-2'-desoxiuridina (FdUrd), que apresentaram potente
atividade contra VRSA, VISA, MRSA e Staphylococcus aureus resistente a meticilina e
linezolida (MLRSA). A concentragdo inibitéria minima na qual 90% de todos os isolados de
S. aureus resistentes avaliados foram inibidos (CIM90) foi 0,25 mg/L para Ebselen, e 0,0039
mg/L para FdUrd. Ambos os fdrmacos também prolongaram consideravelmente a sobrevida
de ratos em ensaio de septicemia. Em outro estudo, Hu, Liu e Coates (2018) avaliaram a
eficacia in vitro e in vivo da zidovudina (AZT), um medicamento atualmente empregado no
tratamento do HIV, em associagdo com a colistina. Para isso, realizaram um ensaio de
checkerboard entre estes farmacos contra 74 cepas de Enterobactérias. Os autores obtiveram
indice da Concentragdo Inibitéria Fracionaria (FICI) < 0,5 para 61% das cepas de Escherichia
coli produtoras de ESBL, 87% das cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL,
100% das cepas produtoras de NDM-1 e 92% das resistentes a colistina (MCR-1). Este indice
indica se a associacdo de dois ou mais farmacos apresenta atividade sinérgica (< 0,5),
antagonica (> 4,0) ou indiferente (0,5 - 4,0) em relacio ao farmaco empregado em

monoterapia (ODDS, 2003).
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Esta associagdo também se mostrou promissora no modelo de infeccdo peritoneal

murina visando tratar infecgdes por Enterobactérias resistentes.

2.4.1.1 Pathogen Box®

O Pathogen Box® ¢ uma iniciativa da “Medicines for Malaria Venture” (MMV), uma
organizagdo que tem como missdao reduzir os maleficios da malédria em paises onde ela ¢
endémica através do descobrimento, desenvolvimento e entrega de novos e efetivos fArmacos
antimaléricos. Foi idealizada com o intuito de fornecer um conjunto de compostos ja pré-
investigados, assim como moléculas andlogas a essas, com atividades para doencas
negligenciadas como maléria, esquistossomose, leishmaniose entre outras. A partir de uma
biblioteca inicial de quatro milhdes de compostos, 400 que apresentaram maior potencial em
ensaios fenotipicos foram selecionados para compor o kit. Desde 2015 ele ¢ distribuido
gratuitamente para pesquisadores ao redor do mundo, com o compromisso de que todos os
dados obtidos sejam publicados em dominio publico dentro de dois anos da obten¢do dos
resultados. O objetivo ¢ gerar um banco de dados mundial em plataforma open source
alimentado com as informagdes e dados obtidos pela comunidade académica na investigagao
de possiveis atividades terapéuticas destes compostos para diferentes patdgenos. Isto pode ser
realizado em parceria com especialistas da quimica medicinal e especialistas em doencas
negligenciadas para que se obtenha um ponto de partida concreto para novos projetos de
desenvolvimento de medicamentos. Espera-se que os resultados possam auxiliar na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos, maximizando a exploracao destas moléculas a fim de
ampliar e manter o direcionamento de pesquisa para doengas negligenciadas. Os compostos
sdo fornecidos ja com dados completos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e
toxicidade, sendo que os resultados foram obtidos por parceiros académicos e de industrias
farmacéuticas interessados nestas doencas.

Este projeto ¢ uma continuidade do Malaria Box, desenvolvido no ano de 2012 e
financiado pela Fundagao Bill & Melinda Gates, com a mesma finalidade, sendo pioneiro na
validagdo do conceito de descoberta de farmacos via open source. No Pathogen Box®, foram
incluidos compostos conhecidos por serem ativos para uma ampla variedade de doencgas
negligenciadas (Figura 4) e a expectativa ¢ que o alcance e o impacto nessas patologias sejam

muito maiores (WHO, 2014b; MMV, 2019).
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Figura 4: Distribui¢do quantitativa dos compostos do Pathogen Box® classificados através da
patologia de origem.
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Fonte: Adaptado de MMV, 2019 Disponivel em: https://www.mmv.org/mmv-open/pathogen-box/about-
pathogen-box

2.4.2 Docking e simulacio molecular

Docking ¢ uma das abordagens computacionais que utiliza a estrutura dimensional
para prever as possiveis interacdes e afinidades de ligagdo entre um composto e o sitio de
acao, receptor ou alvo. Pode-se partir tanto do alvo em busca de moléculas que possam vir a
exercer atividade nele, como na pesquisa por um novo farmaco para tratamento alvo-
especifico, ou inibidor-competitivo. Outra opg¢do ¢ partir de um composto e testar diferentes
alvos aos quais ele apresente um potencial de interagdo, o chamado acoplamento reverso
(PUSHPAKOM et al., 2018). De maneira geral, o docking explora o comportamento de
moléculas pequenas no sitio de ligagdo da proteina alvo. Existem diversos softwares e bancos
de dados virtuais onde ¢é possivel obter estruturas 2D, 3D, cristalografias de raio-X, espectros
de ressonancia magnética nuclear (RMN), entre outras ferramentas desenvolvidas para
auxiliar no desenvolvimento de farmacos e dezenas de outras funcionalidades da

quimioinformatica e biotecnologia (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017).

2.4.3 BioMap Screening

No intuito de otimizar a busca por novos antibacterianos, Wong, Oliver e Linington
desenvolveram em 2012, uma metodologia que visa estabelecer um perfil de atividade
antibacteriana, esta utiliza um painel de cepas bacterianas clinicamente relevantes para criar
impressoes digitais biologicas unicas para todas as principais classes de antibacterianos,
chamada de BioMap Screening. Desenvolvido na Universidade da California, em Santa Cruz,

esta metodologia baseia-se na hipdtese de que os antimicrobianos de mesma classe estrutural
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possuem perfis de atividade biologica similar, contra um painel de bactérias patogénicas,
sendo que este perfil poderia ser usado para agrupar compostos desconhecidos por classe
estrutural. O modelo do teste se baseia na criagao de perfis de atividade de cepas bacterianas
com diferentes mecanismos de resisténcia frente a antibacterianos com diferentes mecanismos
de agdo, empregando a andlise da CIM em um intervalo de tempo. Estes valores sao
normalizados para estimativa de uma razdo de atividade independente da concentragdo e
consequente determinacao de perfis de atividade de cada farmaco contra cepas com diversos
mecanismos de resisténcia, conforme representado abaixo na Figura 5 (WONG; OLIVER;
LININGTON, 2012).

Como a estratégia do BioMap classifica os compostos baseados em seus perfis de
atividade ao invés de suas caracteristicas quimicas, ele ¢ capaz de identificar tanto compostos
com caracteristicas idénticas aos padrdoes usados, bem como compostos estruturalmente
relacionados que ndo estdo representados nos farmacos padroes (WONG; OLIVER;

LININGTON, 2012).

Figura 5: Esquema representativo do BioMap Screening
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Fonte: Adaptado de Wong, Oliver e Linington, 2012
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2.5 COMPOSTOS ISOXAZOLICOS

Isoxazois sao uma classe de compostos azélicos que contém atomos de oxigénio e
nitrogénio lado a lado (posi¢ao 1,2) no anel heterociclico de cinco membros (PUBCHEM,
2018) (Figura 6). Existe na literatura uma ampla gama de estudos que demonstram sua
atividade farmacologica em diversas frentes, como: antileptospirose (ILANGOVAN et al.,
2017), na inibicdo da replicacio do HIV (LOH et al., 2010), antituberculose
(TANGALLAPALLY et al., 2007; NAIDU et al., 2016), antifingica (SOWMYA et al.,
2018), antimicrobiana (LAVANYA et al., 2014; POREBA et al, 2015; BANO et al., 2015),
antiparasitaria (ROSA et al., 2017) e antiplaquetéria (GUTIERREZ et al., 2013).

Figura 6: Estrutura do Isoxazol
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Fonte: Pubchem, 2018

Entre os estudos disponiveis sobre atividade antimicrobiana, ainda nao avaliaram se os
isoxazois possuem atividade contra bactérias multirresistentes ou se o mecanismo de agdo ¢

inédito em relacdo aos fAirmacos disponiveis no mercado.

2.6 EXTRATOS NATURAIS

A investigacdo de recursos naturais como solo, bactérias e fungos ¢ uma etapa
primordial na descoberta de novas entidades quimicas (NCE), a partir dos quais novos
farmacos podem ser desenvolvidos e licenciados para uso clinico (NEWMAN; CRAGG;
SNADER, 2003). Compostos derivados de plantas sdo de extrema importdncia para o
combate de diversas patologias. Além de sua abundante disposi¢do na natureza, eles
apresentam atividade antioxidante, antibacteriana, antiflingica e inumeras outras. Eles sdo
classificados de acordo com suas estruturas quimicas em uma ampla gama de grupos, como
alcaloides, terpenoides e polifendis (KHAMENEH et al., 2019). Uma revisao realizada por
Newman e Cragg (2007) compilou os produtos naturais que serviram de fontes para novos

medicamentos entre 1981 até 2006, em que se destacaram os antimicrobianos, antivirais, anti-
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hipertensivos e anti-inflamatorios que, juntos, representam mais de 50 medicamentos
aprovados para uso clinico. Foi também apontado que entre as aprovagdes de NCEs, os
produtos naturais estdo envolvidos em aproximadamente 50% de todas as moléculas pequenas
entre os anos 2000-2006, sendo destes, 31,4% de uso biologico.

A atividade antimicrobiana dos extratos de plantas se da através de seus metabolitos
secundarios que, sdo isolados frequentemente e apresentam atividade promissora (LI,
VEDERAS, 2009). Alguns exemplos mais famosos de metabolitos isolados utilizados no
tratamento de diferentes classes terapéuticas sdo: os alcaloides da vinca, utilizados no
tratamento do cancer; digitoxina para o tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva; ¢ a
quinina, um alcaloide utilizado no combate a malaria. O processo para isolar estes metabolitos
secundarios ativos ¢ bastante complexo, uma vez que a quantidade do composto ativo ¢
praticamente residual e exige diversas etapas como extragdo, separagdo, purificagdo com
fracionamento, elucidag@o de estrutura com técnicas hifenadas e ensaios bioldgicos (SINGH;
BARRETT, 2006; BEUTLER, 2009). Entre os antimicrobianos desenvolvidos e utilizados
atualmente, a maioria ¢ de origem natural. Entre 2001 a 2005, cinco derivados de produtos
naturais foram aprovados pelo FDA; telitromicina, ertapeném, daptomicina, doripeném e
tigeciclina. As plantas, de modo geral, apresentam uma grande reserva de compostos que nao
sO apresentam atividade contra os microrganismos, como também estruturas quimicas
complexas, podendo ser menos susceptiveis aos mecanismos de resisténcia microbiana

(KHAMENEH et al., 2019).
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3 METODOLOGIA

3.1 CEPAS UTILIZADAS

Para este estudo, foram utilizadas cepas provenientes de banco de células referéncia e
isolados clinicos bacterianos ja caracterizados que apresentaram diferentes mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos. As cepas clinicas foram isoladas no laboratorio de
Microbiologia do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago, da Universidade
Federal de Santa Catarina situado na cidade de Florian6polis/SC, e outras foram gentilmente
cedidas pela Prof®. Dr*. Ana Cristina Gales do Laboratério Alerta, especializado em projetos
de pesquisa de investigacdo de mecanismos moleculares de resisténcia bacteriana a
antimicrobianos da UNIFESP/SP. Essas cepas (Quadro 1) estdo armazenadas a -20°C no
Laboratério de Microbiologia Molecular Aplicada da UFSC, em caldo infusdo de cérebro e

coracdo (Brain Heart infusion Broth - BHI) com 20% de glicerol.

As espécies estudadas incluem os bacilos Gram-negativos: Klebsiella pneumoniae
KPC positiva, K. pneumoniae CTX-M-1 positiva, K. pneumoniae OXA-48, K. pneumoniae
NDM-1, Acinetobacter baumanniii OXA-23, Escherichia coli ATCC® 25922, CTX-MI1 ¢
MCR-1, Pseudomonas aeruginosa IMP-1 e P. aeruginosa SPM-1; e os cocos Gram-positivos:
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina VRE, Staphylococcus aureus ATCC® 29213
S. aureus MRSA, S. aureus Mu50 (VISA ATCC® 700699), S. aureus Mu3 (hVISA ATCC®
700698). A escolha dessas cepas foi feita por carrearem os principais genes de resisténcia
encontrados no cenario clinico epidemioldgico do pais, requerendo maior atengdo no manejo
da terapia antimicrobiana, e também por serem patdogenos prioritarios segundo a OMS para o

desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas (WHO, 2017).

Quadro 1: Cepas bacterianas utilizados no estudo.

IDENTIFICACAO PERFIL DE RESISTENCIA MICRORGANISMO ORIGEM
ATCC® 25922 - Escherichia coli ATCC®
Ampicilina
MCR-1 Ampicilina + sulbactam Escherichia coli HU/UFSC-SC
Polimixina

Cefalosporinas'

CTX-M15 . Escherichia coli Alerta/UNIFESP-SP
Monobactamicos
Cefal inas'
KPC e osp?rln.as Klebsiella pneumoniae HU/UFSC-SC
Carbapenémicos
Cefal inas'
OXA-48 ctalosporinas Klebsiella pneumoniae Alerta/UNIFESP-SP

Carbapenémicos
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IDENTIFICACAO | PERFIL DE RESISTENCIA MICRORGANISMO ORIGEM
Cefalosporinasi
NDM-1 Cefamicinas Klebsiella pneumoniae Alerta/UNIFESP-SP
Carbapenémicos
. i
OXA-23 Cefalosporinas Acinetobacter baumanniii HU/UFSC-SC
Carbapenémicos
Cefalosporinasi
IMP-1 Cefamicinas Pseudomonas aeruginosa Alerta/UNIFESP-SP
Carbapenémicos
Cefalosporinasi
SPM-1 Cefamicinas Pseudomonas aeruginosa Alerta/UNIFESP-SP
Carbapenémicos
VRE vancomicina Enterococcus faecalis HU/UFSC-SC
meticilina / oxacilina Staphvlococcus aureus
ATCC® 700699 |Resisténcia intgrmediéria a p(I{//IUSO; VISA) ATCC®
vancomicina
meticilina / oxacilina Staphylococcus aureus
® T ~ ®
ATCC® 700698 Sen5|b\|lldade hgt(?rogenea (Mu3; hVISA) ATCC
a vancomicina
MRSA meticilina / oxacilina Staphylococcus aureus HU/UFSC-SC
ATCC® 29213 o Staphylococcus aureus ATCC®

i: Cefalosporinas de amplo espectro. *Exceto monobactdmicos. Fonte: Elaborado pela autora

3.2 OBTENCAO DOS COMPOSTOS/EXTRATOS

Os compostos e extratos utilizados neste trabalho foram gentilmente cedidos por dois
laboratorios de pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina, o Laboratorio de
Quimica Farmacéutica e o Laboratorio de Farmacognosia. Os demais compostos foram
obtidos via Pathogen Box® através de solicita¢do virtual no site: https://www.mmv.org/mmv-

open/pathogen-box/request-pathogen-box.

3.2.1 Compostos Isoxazolicos

Os compostos cedidos pelo laboratorio de Quimica Farmacéutica sdo derivados
isoxazolinicos de sulfonamidas, inéditos, sintetizados sob supervisdo da Prof* Dr* Lilian
Sibelle Campos Bernardes (ROSA et. al., 2017). O laboratério trabalha na constru¢do de uma
biblioteca dessa classe de compostos, com base na atividade antibacteriana ou antifingica que
estes derivados podem vir a apresentar. Para este estudo, foram cedidos 16 compostos

representados no Quadro 2.



Quadro 2: Compostos isoxazolicos investigados

ID ESTRUTURA QUIMICA FORMULA MOLECULAR
(036}
N-Q  HN-§
MeO
N-Q HNg‘Sp
S2 w Q C17H15CIN,0,4SNa
MeO
Cl
[\II—O HN\“S”O
S3 w Q C17H15FN204SN3
MeO
F
[\/1—0 HNE‘):S”O
S4 /@M\/ Q C17H16N306S
MeO
NO,
o)
,\II—O HN-¢"
S5 MGODM Q C1sH1sN30;S
MeO
NO,
(0]
[\I]—O HN\“S”O
6 Meow C19H20N,05SNa
MeO
(0]
[\Ij—o HN-g’
Y
s7 Meow Q C18H15CIN,05S
MeO
cl
[\II—O HN-¢'
S8 Meow Q Ci1gH17FN,0sSNa
MeO
F
N-C HN\\\s’”o
S9 <O:©/“\/)\/ C18H17N205S
(@]
,\II—O HN?“S”O
S10 <OM Q C17H14N305S
o]
NO,
[\IJ—O HN\“S”O
S11 {’M Q C17H13FN,0O5SNa
0]
F




3.2.2 Extratos naturais

ID ESTRUTURA QUIIMICA FORMULA MOLECULAR
(o]
N-Q HN\‘\Sp
S$12 <O:©/L/)\/ Q C17H13CIN,O5SNa
(0]
Cl
(o¢]
N-Q  HN-g
S13 ©)l\/)\/ Q C17H15N203SN3
(0]
’\/l/o HN-g’
S14 w Q C16H14N305S
NO,
¥
|\Ier HN-g"
515 M Q C16H13N407S
O,N
NO,
,\;—O HN-g’
516 w Q CaH12FN;05SNa
O,N
F

Fonte: Elaborado pela autora, estruturas cedidas juntamente com os compostos.
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Os extratos naturais e fragcdes fornecidos pelo laboratorio de Farmacognosia sob

supervisdo do Prof. Dr. Flavio Henrique Reginatto, foram obtidos de 11 diferentes espécies

por extracdo em diferentes solventes, sendo eles: agua, metanol (MeOH), butanol (BuOH),

etanol (EtOH) e acetato de etila, totalizando 25 extratos avaliados (Quadro 3).

Quadro 3: Extratos naturais investigados

AMOSTRA | NOME POPULAR ESPECIE (MARCA COMERCIAL) EXTRATO/FRAGAO DILUENTE [ ]TESTE
1 Embaudba Cecropia pachystachya Extrato aquoso Agua 20 mg/mL
2 Embaudba Cecropia pachystachya Fracdo MeOH DMSO 200 pg/mL
3 Embaudba Cecropia pachystachya Fracdo BUOH DMSO 200 pg/mL
4 Embaudba Cecropia pachystachya Fragdo aquosa Agua 20 mg/mL
5 Amora Morus celtidifolia Extrato MeOH DMSO 200 pg/mL
6 Pitanga vermelha | Eugenia uniflora Extrato MeOH DMSO 200 pg/mL
7 Pitanga roxa Eugenia uniflora Extrato MeOH DMSO 200 pg/mL
8 Framboesa Rubus idaeus Extrato MeOH DMSO 200 pg/mL
9 Morango Fragaria spp Extrato MeOH DMSO 200 pg/mL
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AMOSTRA | NOME POPULAR ESPECIE (MARCA COMERCIAL) EXTRATO/FRACAO DILUENTE [ ]TESTE
10  |Aragd amarelo Psidium cattleianum Extrato MeOH DMSO 200 pg/mL
11  |Araca vermelho | Psidium cattleianum Sabine Extrato MeOH DMSO 200 pg/mL
12 |Mirtilo Vaccinium myrtillus Extrato MeOH DMSO 200 pg/mL
13 Erva-mate* llex paraguariensis (Schneider) Extrato aquoso (ut) | Agua 20 mg/mL
14 Erva-mate* llex paraguariensis (Schneider) Extrato aquoso(i) Agua 20 mg/mL
15 Erva-mate* llex paraguariensis (Schneider) Extrato EtOH(i) Agua 20 mg/mL
16 Erva-mate* llex paraguariensis (Schneider) Extrato EtOH(ut) Agua 20 mg/mL
17 Erva-mate* Ilex paraguariensis (Madrugada) | Extrato aquoso(ut) | Agua 20 mg/mL
18 Erva-mate* llex paraguariensis (Madrugada) | Extrato aquoso(i) Agua 20 mg/mL
19 Erva-mate* llex paraguariensis (Madrugada) | Extrato EtOH(i) Agua 20 mg/mL
20 Erva-mate* llex paraguariensis (Madrugada) | Extrato EtOH(ut) Agua 20 mg/mL
21 Esponja marinha | Petromica citrina Fragao MeOH DMSO 200 pg/mL
22 Esponja marinha | Petromica citrina Extrato EtOH Agua 20 mg/mL
23 Esponja marinha | Petromica citrina Extrato aquoso Agua 20 mg/mL
24 Esponja marinha | Petromica citrina Fragao BuOH DMSO 200 pg/mL
25 Esponja marinha | Petromica citrina Fragdao acetato DMSO 200 pg/mL

Legenda: (ut) = ultra-turrax, (i) = infusdo, (*) = Erva-mate obtida de marcas comerciais. Fonte: Elaborado pela
autora

3.2.3 Compostos do Pathogen Box®

Os 400 compostos sdo acondicionados em 5 microplacas de 96 pogos, sendo 80
compostos em cada uma delas distribuidos conforme demonstrado no Apéndice B. Cada um
dos pogos destacados contém 10 pL. de composto dissolvido em solug¢do de dimetil sulfoxido
(DMSO) na concentragao de 10 mM. A relacdo completa de todos os compostos, suas

informagdes quimicas e dados experimentais podem ser encontradas no anexo 1.

3.3 PREPARO DOS INOCULOS BACTERIANOS

Cada uma das cepas selecionadas foi cultivada individualmente em placas de agar
Mueller-Hinton (Sigma-Aldrich Lote: BCBS3107V) com auxilio de alga bacterioldgica estéril
e incubadas em estufa bacteriologica a 35°C £ 2°C por 24 horas para obtengdo de colonias
puras e isoladas. A partir destas, foram preparadas em solucdo de salina estéril 0,9%,
suspensdes bacterianas na escala 0,5 de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1 x
10° unidades formadoras de colénia (UFC.mL-1), obtida com o auxilio do equipamento

DensiCHEK ™ Plus (bioMérieux). Para avaliar a potencial atividade inibitoria do crescimento
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bacteriano ¢ a CIM pelo método de microdiluicdo em caldo (MIC), aplicou-se as orientagdes
do CLSI (CLSI, 2018). A suspensio foi entdo diluida 1:10 (10" UFC.mL-1) e o volume de 10

uL de in6culo bacteriano foi utilizado nos ensaios realizados.

3.4 SELECAO E PREPARO DOS ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos utilizados (Quadro 4) para realizagao dos ensaios de triagem,
CIM, controles de qualidade de inibi¢ao e obtengao de perfis de atividade, foram selecionados
na tentativa de abranger as principais classes de farmacos disponiveis e utilizados atualmente

na clinica contra microrganismos multirresistentes.

Quadro 4: Antimicrobianos utilizados neste estudo

ANTIMICROBIANO LOTE MARCA CLASSE
Ampicilina LRAA9179 Sigma-Aldrich B-lactamicos
Cefoxitina 048M4898V Sigma-Aldrich B-lactamicos
Ceftriaxona LRAA9170 Sigma-Aldrich B-lactamicos
Cefepima LRAA9570 Sigma-Aldrich B-lactamicos

Azitromicina LRAB3758 Sigma-Aldrich Macrolideos
Eritromicina LRAA8967 Sigma-Aldrich Macrolideos
Gentamicina SLBG7734V Sigma-Aldrich Aminoglicosideo
Tetraciclina LRACO159 Sigma-Aldrich Tetraciclinas
Ciprofloxacino LRAA6508 Sigma-Aldrich Quinolonas
Sulfametoxazol LRAC0232 Sigma-Aldrich Sulfas
Nitrofurantoina BCBT0937V Sigma-Aldrich Nitrofuranos
Rifampicina SZBEQ70XV Sigma-Aldrich Rifamicinas
Vancomicina 1935302 Teuto Glicopeptideos
Polimixina B 066M4012V Sigma-Aldrich Lipopeptideos
Imipeném LRAB7177 Sigma-Aldrich Carbapenémicos
Meropeném BCBS4983V Sigma-Aldrich Carbapenémicos

Fonte: Elaborado pela autora

Os farmacos foram solubilizados e diluidos conforme orientacdes do CLSI (2018).
Para cada antimicrobiano preparou-se uma solucdo estoque 10x mais concentrada que a maior
concentracao a ser utilizada em cada teste.
Para o controle positivo de inibi¢do de crescimento (C. Atb) utilizou-se
antimicrobianos com atividade conhecida sobre os diferentes isolados e padronizou-se o uso

de uma concentracao trés vezes acima do valor de corte indicativo de resisténcia preconizado

pelo CLSI (2018), conforme demonstrado no Quadro 5.
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Quadro 5: Concentracao dos antimicrobianos utilizados como controle de inibi¢ao bacteriana
na triagem para cada uma das cepas, representadas pelo gene de resisténcia.

ANTIMICROBIANO CEPAS
Meropeném 12ug/mL CTX-M1, VRE, ATCC® 25922

Polimixina 24ug/mL KPC, OXA-23, OXA-48, NDM-1, IMP-1, SPM-1, MCR-1*
Vancomicina 48ug/mL ATCC® 29213, MRSA, MU50, Mu3

Fonte: Elaborado pela autora

3.5 ENSAIO REVELACAO COM RESAZURINA

A resazurina ¢ um indicador de 6xido-reducao de coloracao purpura, que tem sido
utilizado para avaliar proliferacdo celular e viabilidade de células microbianas. Na sua forma
oxidada, adquire colora¢do azul ndo-fluorescente e indica auséncia de desenvolvimento
microbiano. Quando ha presenca de células microbianas vidveis em atividade, sofre redugao
ou a¢do da enzima oxidoredutase presente nestas células e adquire coloragao rosa-fluorescente
(Figura 7) que possibilita uma rapida interpretagdo (PALOMINO et al. 2002; COBAN et al.,
2005).

Figura 7: Reacdo de oxirreducdo da resazurina

O
N N
= <
: -
o} o) OH (0] 0 OH
Resazurina (purpura) Resorufina (rosa)

Fonte: Elaborado pela autora, com base em Coban (2005)

Ap0s a leitura visual de presenca de turvagao e obtengdo da absorbancia, realizou-se o
ensaio de revelacdo com a resazurina (Sigma-Aldrich Lote: MKBZ0284V), adicionando em
cada poco 30 puL de resazurina 0,01% em solucdo aquosa estéril. As placas foram mantidas

em temperatura ambiente at¢ o momento da leitura apos 4 horas de reacao.

1 Coa o . - . .
Apesar do MCR-1 apresentar resisténcia a polimixina, este foi o antimicrobiano de escolha pois a

CIM >4 ng/mL e a concentragado utilizada neste experimento foi 6 X maior.
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3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA - TRIAGEM

Foi realizada uma triagem inicial da potencial atividade antibacteriana de cada um dos
extratos/compostos, na maior concentragdo comum possivel de se estabelecer entre todos.
Para fins didaticos, devido as diferentes caracteristicas de propriedades, solventes € momento
de recebimento para andlise, os desenhos experimentais, assim como apresentacdo de
metodologias e resultados dos compostos de diferentes locais de obtencao, serdo apresentados

separadamente.

3.6.1 Triagem da atividade antibacteriana dos isoxazois

Os 16 compostos isoxazolicos foram fornecidos na apresentacdo de po,
individualmente acondicionados em microtubos com quantidade de massa em torno de 2 mg
previamente pesada, para serem solubilizados em DMSO. Por serem inéditos, ainda ndo
existem valores padronizados para ensaios de resisténcia e sensibilidade destas substancias.
Segundo o CLSI (2018), para ensaios antimicrobianos, os compostos dissolvidos em DMSO
precisam ser diluidos 1:100 diretamente no meio de cultura para que a concentragdo final de
DMSO do ensaio ndo ultrapasse 1% pois o proprio DMSO pode apresentar potencial
atividade inibitéria em concentragdes maiores. Deste modo, a maior concentragdo final
comum entre os compostos possivel de ser obtida para realizacdo dos testes com DMSO 1%,
foi de 100 uM. Cada um dos compostos foi, entdo, diluido diretamente em Caldo Mueller-
Hinton cation ajustado (MHBC) até a concentracao de 100 uM e 10 pL do inéculo bacteriano
contendo 10" UFC.mL-1 foi adicionado.

As triagens foram realizadas conforme representado no apéndice A em microplacas de
poliestireno fundo redondo com 96 pocos. Para o controle de qualidade do método, cada uma
delas obrigatoriamente contém:

e Controle positivo de crescimento bacteriano (C+ cresc): Para certificar que o

isolado bacteriano € viavel e garantir que o proprio DMSO utilizado para
solubilizar o composto ndo interfere no crescimento, adicionou-se 100 pL de meio
de cultura MHBC com 1% de DMSO + 10 pL ino6culo.

e Controle de inibicdo do crescimento bacteriano (C. atb): Para atestar a eficacia dos

antimicrobianos e existéncia da sensibilidade da bactéria, adicionou-se 100 pL de
meio de cultura MHBC ja com antimicrobiano diluido na concentragdo pré-

determinada (Quadro 5) + 10 pL indculo.
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e Controle de esterilidade do meio de cultura (C. meio): utilizado para verificar a

esterilidade do meio e certificar que nenhum microrganismo esteja presente como
possivel contaminante ou interferente do ensaio. Para este controle, utiliza-se

apenas 100 pL do meio de cultura MHBC.

ApOs preparo das microplacas, estas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35 +
2°C por 24 horas. Apos o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura visual de crescimento
bacteriano, verificada pela presenga de turvacdo nos pogos, € em seguida foi realizada a
leitura pontual de absorbancia a 600 nm no leitor de placas Infinite® 200 PRO Series
Multimode Reader (Tecan), seguido da adi¢ao de 30 pL de resazurina 0,01%.

3.6.2 Triagem da atividade antibacteriana dos extratos naturais

Os 25 extratos foram fornecidos ou na forma de p6 acondicionados em microtubos ou
extratos acondicionados em frasco de vidro ambar com diferentes quantidades de massa
previamente pesada. Aqueles que possuiam extrato etandlico ou aquoso foram
dissolvidos/diluidos com agua estéril e foi estabelecida como concentrag¢do de teste 20mg/mL.
Ja os demais extratos, foram solubilizados em DMSO, no dia do ensaio, até¢ obtencdo de uma
solucdo estoque de 20 mg/mL 100% DMSO, que para realizagdo da triagem, foi diluida 100x
com o meio de cultura para atingir a concentragao de uso 0,2 mg/mL em 1% DMSO. As
concentragdes de teste e solventes utilizados para cada extrato estdo representadas no Quadro
3.

O procedimento experimental e os controles utilizados para realizar a triagem dos

extratos naturais foi igual a triagem para isoxazois descrita no topico 3.6.1.
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3.6.3 Triagem dos compostos Pathogen Box®

Os 400 compostos do Pathogen Box® foram recebidos acondicionados em 5 placas de
96 pogos identificadas de A até E, cada uma delas contendo 80 compostos, sendo que, cada
composto vem dissolvido em DMSO a 10 mM, distribuidos em pocos individuais (10
uL/composto). O desenho experimental desta triagem foi idealizado de maneira a preservar a
mesma estrutura e organizacao visual entre todas as placas. Para isso, a placa do Pathogen
Box® foi dividida em 2 microplacas com 40 compostos triados em cada uma delas. A
microplaca de triagem 1 compreende os compostos localizados nas linhas A-D (compostos
A2 até D11; e a microplaca de triagem 2 que compreende os compostos localizados nas linhas
E-H (compostos E2 até¢ H11), a triagem foi feita com duplicata bioldgica, totalizando 10
microplacas (Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2, El, E2) para cada isolado bacteriano (Figura
8).

Figura 8: Esquema representativo da triagem com os compostos do Pathogen Box®

12 3 4 5 & B9 1 mu
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Os 400 compostos do Pathogen Box foram triados para as cepas S. aureus 29213 e E. coli 25922 B: cada placa
do Pbox foi dividida em duas para realizar a triagem em duplicata, cada uma com 40 compostos. Fonte:
Elaborado pela autora.

Conforme descrito anteriormente, o volume total de cada um dos compostos
fornecidos ¢ de 10 pL, dissolvido em solugdo pura de DMSO na concentragdao de 10 mM.
Devido ao limite maximo permitido deste solvente em ensaios microbiologicos ser de 1%, a

concentragdo maxima possivel de aplicar nesta triagem foi de 100 uM para todos os
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compostos. E em razdo do pequeno volume final disponivel, foi necessario reduzir o painel
bacteriano para apenas 4 cepas. Os critérios de sele¢do empregados para a selegdo, além da
relevancia para a clinica, foram: 1) ter uma espécie Gram-negativa ¢ uma Gram-positiva; ii)
ter a possibilidade de avaliar e estabelecer uma comparagao entre as concentragdes inibitorias
minimas entre cepas sensiveis e resistentes de uma mesma espécie. Foram selecionadas entdo
duas cepas de Escherichia coli: E. coli ATCC® 25922 (sensivel) e E. coli MCR-1 (resistente)
representantes dos bacilos Gram-negativos; e duas cepas de Staphylococcus aureus: S. aureus

ATCC® 29213 e S. aureus MRSA representante dos cocos Gram-positivos (Quadro 1).

3.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA — CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM)

Para os compostos que apresentaram atividade inibitdria na triagem (100 pM), foi
realizada a microdilui¢do em caldo em triplicata biologica para obtencdo da CIM. Em cada
microplaca de triagem foi possivel avaliar 4 compostos em 7 dilui¢des seriadas (50 uM a 0,78

uM) em triplicatas, para um Unico isolado bacteriano (Figura 9).

Figura 9: Representacdo esquematica de uma microplaca utilizada no ensaio de microdilui¢ao
em caldo para determinacao da CIM

Composto 1 Composto 2 Composto 3 Composto 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

50pM A

25uM B

12,50M ¢

6,25uM D

3,125pM E

1,56uM F

0,78uM a

H C. Atb Controle esterilidade C. cresc.

A: Os compostos foram distribuidos em triplicatas, na fileira A e diluidos em série até a fileira G. Na fileira H
temos os controles: H1-3 = controle de inibi¢do do crescimento pelo antimicrobiano; H 4-9 = controle de
esterilidade do meio de cultura; H10-12 = controle de crescimento bacteriano. Fonte: Elaborado pela autora.

A microdiluicdo em caldo foi realizada conforme recomendagdo preconizada pelo
CLSI (CLSI, 2018), com preparo de meio de cultura MHBC 2x concentrado para permitir a
realizagdo da diluicdo seriada da fileira A, que ¢ a de maior concentragdo, para as
subsequentes (B até G). O controle de qualidade dos testes estd na fileira H e foi realizado

como descrito nas etapas de triagem anteriores, com controle de crescimento bacteriano (C.
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cresc.), controle de esterilidade do meio (controle esterilidade) e controle de inibigdo por
antimicrobiano (C. Atb.).

Apo6s adicdo do inodculo bacteriano, as microplacas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 35 £+ 2°C por 24 horas, no final deste periodo realizou-se a leitura visual de
crescimento bacteriano verificada pela presenca de turvacao nos pocos, seguida de leitura das
absorbancias a 630 nm no leitor de placas LX-96 (LanX), e por fim, adi¢do de 30 pL de

resazurina 0,01% nos pogos para revelagao.

3.8 PESQUISA DOS COMPOSTOS EM BANCOS DE DADOS

Para os compostos que apresentaram atividade antibacteriana expressiva, foi realizada
busca nos sitios eletronicos e bancos de dados: PubMed, Google Scholar, ChemSpider,
PubChem e ChEMBL, de artigos que relatam possivel atividade teraputica ¢ mecanismos de
acdo empregando como chave de busca o codigo de identificagdo determinado pela MMV
(ex: MMV687700) de cada compostos, assim como, o nome IUPAC, sinénimos e CID de
banco de dados quimicos encontrados para cada um deles (ex: MMV021057, methyl (Z)-2-[2-
[6-(2-cyanophenoxy)pyrimidin-4-yl]Joxyphenyl]-3-methoxyprop-2-enoate, azoxystrobin, CID
PubChem = 6537969) no periodo de Maio/2019 a Agosto/2019. A partir disto, investigou-se a
presenca de proteinas homologas entre o organismo relatado e o de interesse com pesquisa
nos bancos de dados: Uniprot, Protein Data Bank (PDB) e Blastp NCBI para obtencdo da
sequéncia fasta destas proteinas do organismo de origem que, subsequentemente, foram
alinhadas no Blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) contra a
espécie bacteriana de interesse. Através dos hits gerados foi possivel verificar percentual de

identidade entre elas e a fungdo exercida nos respectivos organismos.

3.9 BIOMAP SCREENING

Os compostos que apresentaram atividade antimicrobiana na etapa de triagem foram
submetidos ao BioMap Screening empregando os valores obtidos das leituras no ensaio de
CIM.

A normalizagdo dos dados e a criacdo dos perfis de BioMap foram realizados
conforme descritos por Wong, Oliver e Linington (2012):

- Os isolados bacterianos para as quais os compostos-teste deram inativos, foram

removidos do calculo;
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- Os valores de CIM remanescentes foram divididos pelo maior valor da série para
criar uma razao de atividade concentracdo-independente;

- A reciproca de cada valor foi entdo multiplicada por 10 e convertida em escala
logaritmica;

- Os valores resultantes foram novamente divididos pelo maior valor da série para
normalizar o maior valor para 1, e 0 serd introduzido como o valor de todas as bactérias para
as quais os compostos foram inativos;

- Os histogramas de cada isolado foram plotados versus o valor de BioMap;

A clusterizagao hierarquica foi realizada com o software Chemmine tools, para aplicar
a correlacdo de similaridade e visualizacdo dos resultados com arvore filogenética para avaliar

as similaridades entre os compostos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA - TRIAGEM

4.1.1 Triagem de compostos isoxazdlicos

Para cada experimento, terminado o periodo de incubagao, foi realizada a leitura visual
das microplacas para verificar se ocorreu crescimento bacteriano (presenca de turvacao) e
inibi¢do do crescimento nos controles de inibigdo pelo antimicrobiano e no controle de
esterilidade do meio (auséncia de turvagdo). Houve crescimento bacteriano em todos os pogos
de compostos e nos controles ndo houve turvagdo, ou seja, os controles empregados
funcionaram adequadamente (Figura 10).

Ap6s realizar a leitura pontual das absorbancias, adicionou-se resazurina em todos os
pocos da microplaca que continham meio de cultura para revelacdo depois de quatro horas de
incubacdo. Nenhum dos isoxazois testados apresentou atividade inibitoria de crescimento
bacteriano nas concentragdes testadas. No apéndice A, € possivel visualizar o perfil visual
obtido em todas as microplacas; assim como na leitura visual de turvacdo, o crescimento de
todos os isolados ¢ nitidamente visivel na presenca de cada um dos compostos testados. Este
crescimento ¢ evidenciado pela coloragdo rosa-fluorescente nos pogos correspondentes, o que
condiz com o controle positivo de crescimento. A coloracdo azul indica a auséncia de
crescimento dos isolados nos controles de inibi¢do e de esterilidade do meio, o que demonstra

que ndo ocorreu nenhuma contaminagao cruzada durante a execugo da técnica.

Figura 10: Representagdo da leitura visual de crescimento bacteriano e revelagdo com a
resazurina da triagem de isoxazois
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Microplaca 1B, compostos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8. 13. 8A: Representagdo da leitura visual de
crescimento bacteriano pela presenga de turvagdo do meio de cultura entre as colunas 1-8 (uma para cada
composto testado) e as fileiras A-H (as 4 cepas em duplicata) com um aspecto igual a coluna 10, o controle
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positivo de crescimento. Nas colunas 11 (controle de inibigdo com antibidtico) e 12 (controle de esterilidade do
meio) ndo houve turvagdo. 8B: Todas as cepas conseguiram se multiplicar na presenga dos compostos revelados
na cor rosa (compostos 1-8; controle positivo de crescimento, coluna 10), os controles de esterilidade do meio e
controle de inibicdo pelo antimicrobiano estdo representados em azul (colunas 11 e 12). Fonte: Elaborado pela
autora.

4.1.1.1 Analise dos resultados da absorbancia

Foi calculado para os compostos isoxazélicos a média das absorbancias obtidas e os

respectivos percentuais de inibi¢ao de crescimento (Quadro 6).

Quadro 6: Percentual de inibi¢do dos compostos isoxazoélicos na concentragdo de 100 uM
contra as cepas bacterianas testadas

0XA-23 OXA-48 CTX-M1 MCR-1 IMP-1 NDM-1 SPM-1 KPC 29213 MRSA Mu50

5% 6% 13% | 11% 3% 4% 24% | -29% | 9% -26%
6% -4% 17% | 16% 14% 4% 31% | -16% | -11% | -39%
12% 4% 13% | 10% 13% 4% 21% | -14% | -534% | -52%
10% 10% | 11% | 10% 2% 5% 17% | -23% | -14% | -31%
10% 0% 16% 9% -3% -7% 15% | -34% | -29% | -16%
-4% 1% -6% 11% -3% 1% 32% | -48% | -32% | -34%
2% 4% -3% 15% -3% 6% 26% | -19% | -29% | -25%
6% 19% 9% 17% 12% 6% 22% 4% -2% -3%
-3% 12% 5% 1% -1% | -13% T | -26% | -TH -47%
6% 9% 12% 2% 4% -15% | -11% | -55% | -27% | -37%
1% 28% -2% 10% 13% -6% 1% | -38% | -13% | -26%
1% 13% 3% 9% 5% 0% 7% | -43% | -18% | -38%
3% 0% 7% 6% 4% 1% 13% | -15% | -25% | -41%
0% -6% -4% 8% -B% -2% 2% | -19% | -29% | -15%
0% 7% -5% 4% -1% 3% 0% | -32% | -27% | -14%
2% -21% | -2% 12% 5% 5% 10% | -45% | -42% | -35%

No quadro estdo representados os percentuais de inibicdo de cada um dos isoxazois contra as cepas bacterianas.
Os valores em negativo (-) apresentaram uma atividade antagonista na inibicdo do crescimento.Na primeira
coluna estdo os compostos: S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, S14, S15, S16. Na primeira
linha estdo representadas as cepas avaliadas: Acinetobacter baumanniii OXA-23, K. pneumoniae OXA-48, K.
pneumoniae CTX-MI positiva, E. coli MCR-1, P. aeruginosa IMP-1, K. pneumoniae NDM-1, e P. aeruginosa
SPM-1, K. pneumoniae KPC positiva, S aureus 29213, S. aureus MRSA, S. aureus VISA.

C-: valor de absorbancia dos controles negativos de crescimento de cada placa; C+: valor de absorbancia dos
controles positivo de crescimento para cada uma das cepas; C atb.: valor de absorbancia dos controles positivos
de inibig¢do com antimicrobianos para cada cepa; % inib.: percentual de inibicdo de crescimento dos
antimicrobianos (controle positivo de inibigdo) para cada cepa. Fonte: Elaborado pela autora

Ao final da triagem nenhum dos isoxazois apresentou atividade inibitoria significante
(IC50%) nas concentracdes utilizadas (100 uM). Em pesquisa na literatura foram encontrados

isoxazois com atividade antibacteriana; Poreba e colaboradores (2015) sintetizaram uma série
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de compostos isoxazdlicos sulfonamida e obtiveram compostos com atividade contra E. coli e
Pseudomonas aeruginosa em concentragdes entre 250 pg — 500 pug por disco difusdo. Ja
Beyzaei et al. (2018) desenvolveram um método eficiente e ecologico para sintetizar
derivados 5-amino-isoxazole-4-carbonitrilas com potente atividade antibacteriana, e
avaliaram por microdilui¢do em caldo a CIM deles contra cepas Gram-positivas e Gram-
negativas. Dos compostos avaliados, quatro apresentaram atividade de amplo espectro com
CIM variando entre 32 — 1024ug/mL, tendo como substituintes na posi¢ao 3 do anel isoxazol

(figura 4), p-tolil, 4-hidroxifenil, 2,4-diclorofenil e 2,6-diclorofenil (figura 11).

Figura 11: Estruturas dos derivados 5-amino-isoxazole-4-carbonitrilas com atividade

antibacteriana
Ar C N Ar:
4-CH3-CE,H¢ = p'tDrI'
’{ \ b = 4-OH-CgH, = 4-hidraxifenil
c=2,4-{Cl)2-CeH3 = 2, 4-diclorofenil
N, NH,

d = 2,4-(Cl)2-CgHs = 2, 6-diclorofenil

O

Fonte: Adaptado de Beyzaei e colaboradores, 2018

4.1.2 Triagem de extratos naturais

Para cada experimento, terminado o periodo de incubagdo, foi realizada a leitura visual
das microplacas para verificar se alguma atividade inibitéria ocorreu evidenciado pela
turvacdo do meio de cultura. Alguns extratos apresentaram uma coloragdo bastante escura,
impossibilitando a leitura do resultado, tanto pela presenga ou auséncia de turvacdo, como
pela cor da reacdo no ensaio da resazurina. Entre os 25 extratos naturais investigados, 15
apresentaram crescimento bacteriano na concentracdo testada, demonstrando auséncia de
atividade inibitoria pelos extratos. Os 10 restantes, apresentaram a forma¢ao de coloracao
escura que acarretou interferéncia na leitura dos testes, sao eles: 1, 4, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
e 20. Os extratos 1 e 4, sdo extrato e fracdo aquosa, respectivamente de Cecropia
pachystachya, popularmente conhecida como embauba, ja os extratos 13 a 20, sdo de llex
paraguariensis, a erva-mate.

Todos os extratos escuros estavam em meio aquoso na concentracao de 20 mg/mL, na
tentativa de reverter o interferente colorimétrico, foi realizado entdo mais um ensaio com duas
novas dilui¢des para cada um deles, sendo a primeira de 2 mg/mL (a), e a segunda de 200

pg/mL (b). Cada uma das dilui¢des foi avaliada em triplicata bioldgica e para controle da
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producdo de cor e interferéncia na leitura, adicionou-se na placa também o extrato nas
respectivas dilui¢des puro, sem adi¢do de indculo bacteriano. Apds leitura de todas as placas,
podemos constatar que nenhum dos 25 extratos naturais apresentou atividade inibitdria
bacteriana, sendo todos os resultados negativos, tanto para leitura de crescimento visual por
turvagdo, como no ensaio de revelagdo com resazurina. Além destes, foi realizado também
para cada uma das microplacas, com auxilio de um repicador, o repique dos 96 pocos em uma
placa de 150 mm de agar Mueller-Hinton, para verificar se realmente a turvagdo se deu por
crescimento bacteriano ou por possivel precipitagao dos extratos. Apds incubagdo overnight
em estufa bacteriologica, todas as placas reproduziram o mesmo perfil, confirmando os
resultados obtidos nos ensaios anteriores. Todas as etapas desta triagem estdo representadas
no Apéndice C.

Para os extratos naturais obtidos por diferentes extracdes e solventes nao observamos
nenhum que tenha apresentado potencial atividade inibitdria de crescimento bacteriano nas
concentragdes avaliadas. Em pesquisa na literatura da atividade dos extratos, Costa e
Hoscheid (2018) investigaram atividade antibacteriana de extrato etanolico de embauba 100
mg por disco difusdo e obtiveram uma baixa atividade inibitéria para S. aureus. Um outro
estudo avaliou a atividade antibacteriana de extrato etandlico e fragdes metanolicas das folhas
e caule de embatiba na concentragdo de 1024 pg/mL, assim como um possivel sinergismo
com aminoglicosideos contra linhagens bacterianas sensiveis e multirresistentes. Encontraram
atividade mais expressiva na associagdo com a neomicina que previamente avaliada sozinha,
apresentou CIM = 312,5 ug/mL e, ao ser associada ao extrato etandlico e a fragdo metanoélica
das folhas sofreu uma redugdo para 39,06 ng/mL; ja em associacdo com a fragcdo metanodlica e
extrato etanolico obtidos do caule reduziu para 78,13 pg/mL (SOUZA et al., 2014).

Biasi, Grazziotin e Hofmann Junior (2009) avaliaram a atividade antibacteriana de
extratos, folhas e ramos de erva-mate por disco difusdo nas concentragdes de 50 e 100 mg/mL
contra Candida albicans, E. coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus
e Staphylococcus epidermidis. Os autores encontraram inibi¢do entre 10 e 21 mm para todas
as bactérias, exceto E. coli. Estes resultados sdo concordantes com Martin e colaboradores
(2013) em que os extratos metandlico e etandlico da erva-mate inibiram todos os
microrganismos avaliados, exceto E. coli. O extrato etanolico produziu as maiores zonas de
inibicao e a menor CIM em S. aureus e S. enteritidis. Por estes estudos, ¢ possivel ver que a
atividade antibacteriana ¢ baixa para as cepas deste trabalho e as concentra¢des de extrato
utilizadas nos testes sdo bem mais elevadas. Além disso, as varidveis técnicas € a taxa de

recuperagao da fracao de interesse da planta apresenta muita variagdao no rendimento.
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4.1.3 Triagem dos compostos Pathogen Box®

Conforme abordado na metodologia, devido ao escasso volume de amostra disponivel
de cada composto, o painel de isolados bacterianos precisou ser reduzido. Para aumentar a
probabilidade de encontrar mais compostos com possivel atividade para os diferentes
mecanismos e sitios de agdo de cada uma das espécies, o fluxograma de triagem (Apéndice B)
dos 400 compostos em uma concentragdo de 100 uM se deu primeiramente com os dois
isolados sensiveis, E. coli 25922 e S. aureus 29213, para que houvesse volume suficiente para
realizar ensaio de CIM nos isolados resistentes das respectivas espécies.

A investiga¢do dos compostos fornecidos no Pathogen Box® resultou em um total de
69 compostos com CIM < 100 puM in vitro. Para E. coli 25922, 25 compostos apresentaram
atividade inibitoria de crescimento, destes, 3 sdo compostos referéncia: levofloxacino (Placa
E, composto AS), auronafina (Placa E, composto H5) e dietilcarbamazina (Placa E, composto
A3). Ja na triagem para S. aureus 29213, 44 compostos apresentaram atividade inibitdria de
crescimento bacteriano, incluindo 4 compostos referéncia: benznidazol (Placa B, composto
ES), linezolida (Placa B, composto H4), levofloxacino (Placa E, composto AS5) e rifampicina
(Placa E, composto A6). Estes resultados estao descritos também no Quadro 7.

A patologia de classificacdo mais prevalente dos compostos ativos foi tuberculose com
22 compostos (32%), seguida por malaria com 16 (24%) e cinetoplastideos com 11 (16%)
(Figura 12).

Figura 12: Distribui¢do dos compostos que apresentaram atividade antibacteriana agrupados
pela classificacdo determinada no Pathogen Box®.
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Quadro 7: Compostos do Pathogen Box® que apresentaram atividade inibitoria na triagem
com as cepas sensiveis (E. coli 25922 e S. aureus 29213), organizados pela localizagdo dos
compostos nas placas de fornecimento (Anexo 1).

Posicdo composto| ID composto | Férmula Molecular | E. coli 25922 | S. aureus 29213
Al10 MMV676449 C19H21N202CI X
A6 MMV688796 C19H19N402F X
B10 MMV102872 C16H9N302CIF3 X
Cc3 MMV688548 C15H17N5 X
C6 MMV688943 C19H17N303CI2 X
:f( c9 MMV676439 C16H15N2CIS X
g E6 MMV688756 C16H20N303FS X
= ES MMV676431 C17H16NO3Cl X
E10 MMV676445 C17H19N30 X
F4 MMV676388 C15H14N403S X
G5 MMV688958 C18H16N20S X
G6 MMV063404 C19H24N30CI X
H3 MMV688360 C25H31N303 X
All MMV688761 C20H19N306S2 X
B11 MMV021057 C22H17N305 X
C10 MMV019721 C19H20N303CIS2 X
D2 MMV020537 C16H15N202CIS X
D4 MMV676536 C18H19N302S2 X
ES5 MMV688773 C12H12N403 X
2 E6 MMV002817 CO9H5NOI2 X
‘<‘() F7 MMV020321 C18H18N202CIF3 X
= F10 MMV020320 C20H17N502 X
F11 MMV085210 C22H24N303CIS X
G8 MMV000858 C16H18N303CIS2 X
H4 MMV687803 C16H20N304F X
H6 MMV019742 C21H22N403S X
H8 MMV006901 C18H18N40 X
H9 MMV020391 C19H23N203CIS X
A2 MMV675997 C24H29N402F X
A3 MMV676204 C21H19N20OF X
B7 MMV054312 C15H16N20 X
C4 MMV687243 C15H14NO3Br X
D2 MMV688410 C21H25N40CI X
z D5 MMV687248 C18H13N4OF X
g E4 MMV687699 C16H10N30OCI2F3 X
= F5 MMV687138 C19H17NO3S X
G3 MMV675993 C16H19N502 X
G4 MMV021660 C20H21N6CI X
G11 MMV688703 C21H22N3F X
H5 MMV688844 C23H25N402Cl X
H7 MMV024311 C19H21N3 X
A4 MMV023953 C25H28N40 X
B5 MMV024829 C23H32N40 X
B8 MMV676064 C23H21N202F X
2 B9 MMV688180 C21H24N602CI2S X
;J: Cc2 MMV020291 C21H33N303S X
T D2 MMV676269 C21H25N202F X
D4 MMV026550 C20H23N30 X
E7 MMV688364 C25H29N702 X
E10 MMV688271 C18H16N60CI2 X
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Posigao composto| ID composto | Férmula Molecular | E. coli 25922 | S. aureus 29213
G4 MMV011691 C21H21N503 X
A4 MMV688771 C18H19N30S X
A5 MMV687798 C18H20N304F X X
A6 MMV688775 C43H58N4012 X
B4 MMV688938 C20H21N20FS X
B6 MMV004168 C19H23N2Cl X
(65) MMV676599 C20H21N5 X
c7 MMV688411 C20H21N7 X
: Cc8 MMV687765 C25H26N60 X
g D3 MMV200748 C19H20NO2Br X
= D10 MMV687700 C17H18N608S X
E3 MMV002816 C10H21N3O X
F3 MMV688552 C17H14N50F3S X
F7 MMV228911 C21H19N303S X
F8 MMV272144 C9H10N403S X
G8 MMV658988 C19H19NA4Cl X
H5 MMV688978 C20H34Au09PS X
H7 MMV688273 C21H16N40CIF X

Fonte: Elaborado pela autora

4.2 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA - CIM

Na triagem com E. coli 25922, foram selecionados 24 compostos que apresentaram

atividade para realizagdo da CIM com o isolado de perfil resistente E. coli MCR-1. Destes,

apenas 3 compostos apresentaram atividade em concentragdes < 50 uM, sendo um composto

com CIM de 50 uM e 2 compostos com CIM de 25 uM. Para verificar se existiria diferenca

entre as CIMs de isolados de uma mesma espécie, foram determinadas as CIMs do isolado E.

coli 25922, em que 9 compostos apresentaram atividade < 50 uM. Os resultados obtidos estdao

representados na Tabela 1 e na Figura 13. As CIM foram: dois compostos 50 uM; dois

compostos 25 uM; um composto 12,5 uM; dois compostos 3,125 uM; dois compostos 1,56

uM.
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Figura 13: Microplaca representativa do resultado obtido no ensaio para determinagdo de CIM
dos compostos que apresentaram atividade na triagem com 100 pM.

7 8 9 10 11 12
S0pM A
25uM B
125uM €
£,25uM D
3,125uM E
1,56pM  F

0,78uM G

C. Atb. C. esterilidade C. Cresc.

A: Os compostos foram distribuidos em triplicatas, na fileira A e diluidos em série até a fileira G. B: Placa 4 do
isolado S. aureus MRSA. Em cada microplaca foi realizada a CIM de contém 4 compostos que apresentaram
atividade na triagem com 100 uM. Os compostos estdo distribuidos em triplicatas lineares nas fileiras A-G e
colunas 1-12 por diluigdo seriada; na fileira H temos os controles: H1-3 = controle de inibigdo do crescimento
pelo antimicrobiano; H 4-9 = controle de esterilidade do meio de cultura; H10-12 = controle de crescimento
bacteriano. No ensaio de resazurina temos atividade inibitoria para o composto MMV020537 (colunas Al-3)
com CIM = 12,5 uM; MMV085210 (colunas A7-9) com CIM = 50 uM; e MMV019742 (colunas 10-12) com
CIM = 50 uM. Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 1: Determinagdo da CIM para os compostos do Pathogen Box® com atividade
antimicrobiana contra E. coli 25922 e E. coli MCR-1.

CIM (pMm
PB CP ID COMPOSTO NOME 25922 (W )MCR-l
A Al10 MMV676449 100 >50
A Cc3 MMV688548 100 >50
A E10 MMV676445 1,56 >50
A G6 MMV063404 100 >50
B E6 MMV002817 indoquinol 50 >50
B F7 MMV020321 50 >50
B F10 MMV020320 3,125 >50
B G8 MMV000858 3,125 >50
B H9 MMV020391 100 >50
C A2 MMV675997 12,5 25
C B7 MMV054312 100 >50
C D5 MMV687248 100 >50
C G3 MMV675993 100 >50
C G4 MMV021660 1,56 >50
C Gl11 MMV688703 100 >50
C H5 MMV688844 100 >50
D A4 MMV023953 100 >50
D E10 MMV688271 100 >50
D G4 MMV011691 100 >50
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CIM (pMm
PB cP ID COMPOSTO NOME 25922 (u )M —
E A5 MMV687798 levofloxacino NR NR
E B6 MMV004168 25 50
E E3 MMV002816 dietilcarbamazina 100 >50
E F7 MMV228911 25 25
E G8 MMV658988 100 >50
E H5 MMV688978 auronafina 100 >50

PB: placa do Pathogen Box; CP: posi¢do do composto na placa do Pathogen Box; NR: CIM nio avaliada

Da triagem com S. aureus 29213, foram selecionados os 44 compostos que
apresentaram atividade inibitoria para realizar a CIM com o isolado de perfil resistente, S.
aureus MRSA. Desses, 16 compostos apresentaram atividade inibitoria em concentragdes <
50 uM, sendo 10 compostos com CIM de 50 uM; um composto 25 pM; um composto 12,5
uM; um composto 6,25 uM; um composto 1,56 uM; dois compostos 0,78 uM (Tabela 2).

Tabela 2: Determinagdo da CIM para os compostos do Pathogen Box® com atividade
antimicrobiana contra S. aureus MRSA

CIM (uM)
PB Ccp ID COMPOSTO NOME MRSA
A A6 MMV688796 >50
A B10 MMV102872 >50
A C6 MMV688943 difenoconazol > 50
A Cc9 MMV676439 >50
A E6 MMV688756 sutezolida 6,25
A E8 MMV676431 >50
A F4 MMV676388 50
A G5 MMV688958 >50
A H3 MMV688360 >50
B All MMV688761 >50
B B11 MMV021057 azoxistrobina 0,78
B Cc10 MMV019721 >50
B D2 MMV020537 12,5
B D4 MMV676536 >50
B ES5 MMV688773 benznidazol >50
B F11 MMV085210 50
B H4 MMV687803 linezolida 12,5
B H6 MMV019742 50
B H8 MMV006901 >50
C A3 MMV676204 50
C ca MMV687243 50
C D2 MMV688410 >50
C E4 MMV687699 0,78
C F5 MMV687138 50
C H7 MMV024311 >50
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CIM (uM)
PB CcpP ID COMPOSTO NOME MRSA
D B5 MMV024829 > 50
D B8 MMV676064 >50
D B9 MMV688180 >50
D Cc2 MMV020291 > 50
D D2 MMV676269 50
D D4 MMV026550 50
D E7 MMV688364 50
E Ad MMV688771 25
E A5 MMV687798 levofloxacino 1,56
E A6 MMV688775 rifampicina 50
E B4 MMV688938 >50
E C5 MMV676599 > 50
E c7 MMV688411 > 50
E C8 MMV687765 > 50
E D3 MMV200748 > 50
E D10 MMV687700 1,56
E F3 MMV688552 >50
E F8 MMV272144 > 50
E H7 MMV688273 50

PB: placa do Pathogen Box; CP: posi¢do do composto na placa do Pathogen Box.

Finalizada a determinacdo das CIM de todos os compostos, foram selecionados os que
demonstraram ser mais promissores quanto a acdo antibacteriana frente aos isolados
resistentes. Para que testes subsequentes pudessem ser realizados, a MMV forneceu uma nova
remessa dos compostos que apresentam potencial atividade uma vez que o volume inicial nas
placas de fornecimento € bastante limitado. Os compostos selecionados foram escolhidos pelo
melhor desempenho em inibir o crescimento dos isolados em menores concentragdes, foram
eless MMV004168, MMV228911, MMV675997, MMV676269, MMV688771,
MMV688756, MMV 020537, MMV 687700, MMV687699 ¢ MMV 021057 (Quadro 8).

Quadro 8: Compostos com atividade inibitdria que foram solicitados para realizar demais
analises.

PATOLOGIA |COMPOSTO | ID COMPOSTO CIM (uM)
Kinetoplastida B6-E MMV004168 50
§ g Tuberculose F7-E MMV228911 25
w2 Kinetoplastida A2-C MMV675997 25
" Malaria D2-D MMV676269 50
§ ‘Z’ Esquistossomose Ad—-E MMV688771 25
:i = Malaria D2-B MMV020537 12,5
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PATOLOGIA COMPOSTO | ID COMPOSTO CIM (uM)
Tuberculose E6—A MMV688.756 6,25
Sutezolida

1%,

§ 5)2, Tuberculose D10-E MMV687700 1,56

S o

:i S Tuberculose E4-C MMV687699 0,78

Malaria B11-B MM\./0210.57 0,78
Azoxistrobina

Fonte: Elaborado pela autora

4.3 PESQUISA DOS COMPOSTOS EM BANCOS DE DADOS

4.3.1 Escherichia coli 25922 e Escherichia coli MCR-1

Entre os compostos que se destacaram para E. coli MCR-1, encontramos trés com
CIM <25 uM: MMV228911 (25 uM), MMV004168 (12,5 uM) e MMV 675997 (12,5 uM).
Esses compostos apresentaram CIM = 25 uM na triagem contra E. coli 25922. Este achado
pode ser sugestivo de que estes compostos possuem um mecanismo de agdo independente dos
alvos relacionados ao mecanismo de resisténcia produzido pelo gene mcr-1. Curiosamente,
outros quatro compostos: MMV676445, MMV020320, MMV000858 ¢ MMV021660
mostraram uma excelente atividade inibitoria contra E. coli 25922 com CIM < 3,125 uM
(Tabela 1). Entretanto, nenhum desses compostos apresentou atividade inibitoria para E. coli
MCR-1 em concentragdes < 50 uM. Esta diferenca entre CIM de cepas de uma mesma
espécie, poderia ser indicativa de que um dos muitos mecanismos de a¢do possiveis para esses
compostos poderia de alguma forma envolver a membrana bacteriana, ja que € nela que se
manifesta 0 mecanismo de resisténcia as polimixinas conferida pelo gene mcr-1. Este gene
codifica uma enzima da familia fosfoetanolamina transferase que, ao ser expressa, resulta na
adi¢do de fosfoetanolamina ao lipideo A, que apresenta afinidade reduzida pelo lipideo da
membrana, perdendo assim sua atividade terapéutica (LIU et al., 2016).

Até a finalizagdo deste trabalho, ndo havia na literatura estudos publicados que tenham
avaliado a atividade antibacteriana ou possiveis mecanismos dos compostos presentes no
Pathogen Box® para os quais encontramos atividade inibitoria contra os isolados de E. coli
que poderiam explicar essa agdo. Os estudos encontrados sobre os compostos sao
relacionados a suas patologias de origem, sendo eles majoritariamente andlogos de

antimaléricos ou fArmacos antituberculose ja com eficacia comprovada.
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Mi-ichi e colaboradores (2018) investigaram o Pathogen Box® em busca de
compostos promissores para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento de amebiase
que inibissem a formagdo de cistos e/ou proliferacdo de trofozoitos de duas espécies de
Entamoeba, e identificou 22 compostos do Pathogen Box® que reduziram em mais de 80% o
desenvolvimento das amebas utilizando uma concentragdo de 10 pM. Um destes foi o
composto MMV 020320, que inibiu quase que completamente a formagao do cisto, porém nao
afetou a proliferacao de trofozoitos. Estudo semelhante realizado para atividade antimalarica
por citometria de fluxo aplicou um valor corte para inibicdo de crescimento (IC) estabelecido
em 70% e avaliou a eficacia dos compostos em 24 e 48 horas para monitorar diferentes fases
do ciclo de reprodugdo do Plasmodium. Os compostos puderam ser analisados e classificados
em 4 tipos quanto a sua agao nos parasitos, Tipo I: parasitos foram capturados ou mortos sem
replicacdo de DNA; Tipo II: semelhante ao tipo I com reducdo de bacteremia; Tipo III:
parasitos progrediram para fase trofozoito sem replicacdo suficiente de DNA; Tipo IV:
parasitos foram capturados na fase trofozoito tardia ou esquizonte com replicacdo de DNA.
Entre eles temos os compostos antimalaricos MMV000858, MMV020537, MMV021057 do
tipo I, todos com IC > 96,9% e morte sem replicagao de DNA; MMV 020320 com 84% de IC
apos 48 horas com replicagdo de DNA ja na fase trofozoito ou esquizonte; € o composto
MMV021660 com uma IC de 100,4% do tipo II, porém este composto, diferente dos
anteriores que sdo antimalaricos, € classificado no Pathogen Box® como antituberculose
(TOUGAN et al.,, 2019). MMV021660 ¢ uma 2.4-diamino pirimidina que, em estudo
realizado por Duffy e colaboradores (2017), também apresentou potente atividade
antimaldrica no estagio sanguineo assexual, com IC50 = 0,160 uM, demonstrou ser bastante
promissor no ponto de vista da otimizacdo molecular e com possivel atua¢do na via do folato.
A via de biossintese do folato ¢ regulada principalmente pela enzima diidrofolato redutase
(DHFR), presente em diversas espécies, desde humanos até seres procariotos, estd associada a
sintese de novo de glicina, purina e de precursores da sintese de DNA (UNIPROT, 2019). Um
inibidor da sintese de folato bastante utilizado na clinica € a trimetoprima (Figura 14) que atua
como um inibidor competitivo ao se ligar na enzima DHFR bacteriana e impede a formacao
dos tetra-hidrofolato, um precursor essencial para a sintese de DNA (NCBI, 2019a). Popov e
colaboradores (2006) sintetizaram e analisaram andlogos da trimetoprima em estudo de
docking em busca de novos inibidores para DHFR de Cryptosporium hominis. Ao
compararem DHFR de diferentes espécies, verificaram que apesar da forte homologia entre os
residuos de aminoéacidos no sitio de acdo onde ocorre a ligacdo ao anel 2,4-diamino

pirimidina, existem pequenas diferengas de aminoédcidos e estruturais encontradas entre
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DHFR de algumas espécies que podem ser substituidas na molécula para aumentar ou reduzir
afinidade para o organismo desejado, neste estudo encontraram que a substitui¢do em C7 da
trimetoprima, resultou em analogos com afinidade aumentada em até 4x para DHFR de C.

hominis em relagdo a trimetoprima.

Figura 14: Estruturas quimicas dos compostos MMV 021660 e trimetoprima que possuem
grupamento 2,4-diamino pirimidina
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Fonte: Pubchem. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Trimethoprim e

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/44523242.

Foi realizada uma busca para verificar se existiria alguma proteina similar conhecida
onde o composto MMV 021660 pudesse exercer sua atividade de forma semelhante como em
Plasmodium. Assim, realizando um Blastp entre a sequéncia fasta da enzima DHFR de
Plasmodium falciparum (DRTS PLAFK) e de Escherichia coli, o melhor percentual de
identidade foi de 45,55% para timidilato sintase (nimero de acesso WP_109956121.1) com
um E value 2e-82. A enzima timidilato sintase (TS) catalisa a etapa final da sintese de novo
do timidilato; ela atua na etapa anterior a da DHFR, sendo também essencial para sintese de
DNA por fornecer a tnica fonte biossintética de 2’-desoxitimidina-5’-monofosfato (d{TMP)
(POZZI et al., 2019). Assim como a DHFR, as TS estdo presentes em diversos organismos €
sao altamente conservadas entre espécies, sendo que a TS de E. coli e a TS humana
compartilham 46% de identidade e 60% de semelhanca. Em decorréncia dessa semelhanca, a
TS de E. coli ¢ utilizada como modelo de alvo para farmacos direcionados a TS humana,
principalmente no tratamento do céncer. Entretanto, até entdo nenhum antimicrobiano foi

desenvolvido com atuagdo nela (ISLAM et al., 2018).
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O composto MMV000858 (Figura 15) ¢ uma sulfonamida piperazina que apresenta
potente atividade contra P. falciparum, porém ele apresenta grupos furanila, tioureia e
nitrofenila que geram metabolitos toxicos. Martyn e colaboradores (2010) realizaram algumas
substitui¢des nesta substancia e concluiram que o furano pode ser substituido sem perda de
atividade, ja a tioureia ao ser substituida resultou em perda significativa de atividade
antiplasmodial. Acredita-se que seu mecanismo de agdo seja através de inibicao na PfATP4,
uma proteina presente no Plasmodium falciparum responsavel por manter a baixa

concentracdo de Na' intracelular (SPILLMAN; KIRK, 2015).

Figura 15: Estrutura quimica do composto MMV000858
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Fonte: Pubchem, Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1295876.

Foi realizada uma pesquisa para verificar se para o composto MMV000858 também
existiria alguma proteina similar conhecida em E. coli onde esse composto poderia exercer
sua atividade de forma semelhante contra Plasmodium. Assim, foi realizado um Blastp entre a
sequéncia fasta da proteina PFATP4 obtida no Uniprot (Q9U445 PLAFA) e a as sequéncias
de E. coli. Dezenas de resultados de proteinas ATPase tipo P, também envolvidas no
transporte de diferentes ions especificos, foram encontradas, sendo o melhor hit
correspondente a uma ATPase transportadora de cations (nimero de acesso PP192839.1) que
apresentou 31,86% de identidade e E value le-120. Estas enzimas estdo presentes em
praticamente todos os seres vivos e sua atividade depende de um ciclo de autofosforilagao e
desfosforilagdo. Os sitios de ligagdo dos ions estdo localizados na regido intramembranar
destas bombas que apresentam duas conformacgdes principais: E1 que permite acesso dos ions
ao citoplasma; e E2 ao meio extracelular (CHAN et al., 2010). Farmacos que agem nestas
enzimas ainda ndo possuem mecanismos elucidados, porém acredita-se que através da ligagao
em uma hélice transmembranar do transportador E2, impediriam que a bomba retorne a
conformac¢do E1 interrompendo o transporte de ions, que pode levar a célula a apoptose por

excesso de calcio intracelular (YATIME et al., 2009). Possiveis alvos de acdo do composto
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poderiam, entdo, ser nessas hélices transmembranares, ou também atuar bloqueando o ciclo de

fosforilagao do qual a enzima depende para funcionar.

4.3.2 Staphylococcus aureus MRSA

Para S. aureus MRSA, seis moléculas apresentaram atividade inibitoria com CIM < 25
uM: MMV688771 (25 uM), MMVO020537 (12,5 uM), MMV688756 (6,25 uM),
MMV687700 (1,56 uM), MMV687699 (0,78 uM) e MMV021057 (0,78 uM). Dois deles sao
compostos com atividade conhecida para outros microrganismos descritos na literatura,
MMV021057 - azoxistrobina e MMV 688756 - sutezolida.

A azoxistrobina ¢ um fungicida do tipo estrobilurina amplamente utilizado na
agricultura, sendo o fungicida mais vendido no mundo no ano de 1999. Sua atividade ¢
decorrente da inibicdo da respiracdo mitocondrial por ligagdo no sitio do citocromo b
localizado na membrana mitocondrial interna de fungos e outros organismos. Quando os
inibidores se ligam, ele bloqueia a transferéncia de elétrons entre o citocromo b e citocromo
cl (Complexo III) e interrompe a fosforilagdo oxidativa necessaria ao crescimento celular,
interrompendo o ciclo de energia no fungo ¢ a producdo de ATP (BARTLETT et al., 2002).
Estudo conduzido por Ba¢maga, Kucharski e Wyszkowska (2015) revelou que altas doses de
azoxistrobina inibiram o crescimento de bactérias organotroficas e tiveram um efeito
inibitério nas enzimas desidrogenase, catalase, urease, fosfatase acida e fosfatase alcalina do
solo. Neste estudo também foram encontradas quatro bactérias do género Bacillus isoladas de
solo contaminado com altas doses de azoxistrobina, o que demonstra adaptabilidade destas,
devido ao potencial de degradar pesticidas que pode até ser considerado em estratégias de
remediagdo em solos contaminados por agrotoxicos. Blastp realizado entre citocromo b de um
fungo (CYB_YEAST) e S. aureus obteve como melhor resultado um citocromo b com
53,00% de identidade ¢ um E value 4e-58 (numero de acesso OWU61376.1). O E value
indica o nimero de alinhamentos que seriam esperados com valores de sore igual ou melhores
que o encontrado por acaso, sendo que, quando mais proximo de 0 melhor, o que indicaria
que ndo hé chances de determinado alinhamento ter ocorrido ao acaso (NCBI, 2019b).

S. aureus € positivo para presenca de catalase, urecase e fosfatase alcalina. Estas
mesmas enzimas sofreram inibi¢do pela azoxistrobina, assim como as bactérias Bacillus spp.
Blastp realizado entre a urease de Bacillus subtilis (URE1_BACSU) e a urease de S. aureus
encontrou 100 sequéncias de urease subunidade alfa todas com similaridade acima de 62% e

E value = 0. O melhor Ait encontrado possui 64,96% de identidade (nimero de acesso
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WP _126317396.1). Recentemente foi descrita por Zhou e colaboradores (2019) a importancia
da urease no equilibrio da homeostase de pH do S. aureus em situacdes de estresse em meio
acido, além de ser um importante fator na patogénese de S. aureus. Estes achados podem ser
sugestivos de modos que a azoxistrobina pode exercer seu efeito antibacteriano por meio de
uma destas enzimas.

MMV687700 ¢ um inibidor bi-substrato de MbtA na via de biossintese da
micobactina. Este composto ¢ um analogo nao hidrolisavel do intermediario salicil-AMP, que
tem sido bastante estudado por ndo haver homologos em células mamiferas. Foi sintetizado
por Ferreras e colaboradores (2005) e inibiu o crescimento in vitro de M. tuberculosis em
condig¢oes limitantes de ferro.

Blastp com a MbtA de Mycobacterium tuberculosis (MBTA _MYCTU) com S. aureus
resultou nos seguintes alinhamentos: proteina de ligagio AMP com 35,50% de similaridade
(WP_050968471.1), E value 2e-107; acil-CoA sintetase com similaridade de 29,78%
(SQA10713.1) e E value 1e-39; Acetil-coenzima A sintetase com E value 4e-30, similaridade
de 27,19% (SQA09884.1) e acetato-CoA ligase com E value de 5e-24, similaridade de
23,53% (WP_031866623.1).

Pethe e colaboradores (2013) ao investigarem atividade antimicobacteriana em mais
de 100.000 compostos, encontraram moléculas bastante semelhantes a MMV687699 que
atuam na inibicdo da respiracdo mitocondrial, e foram ativas contra diversas cepas de M.
tuberculosis MDR em cultura. Apos investigagdo aprofundada, os autores deduziram a
importancia da 3-carboxiamida ligando a imidazo [1,2-a] piridina a um grupo lipofilico linear
longo. Além disso, os grupos piperazina ou piperidina entre os grupos fenila da cadeia
lipofilica melhoraram a poténcia e a estabilidade metabodlica (VEALE, 2019).

MMV020537 possui homologia estrutural com inibidores ja relatados por possuirem
atividade na enzima di-hidroorotato desidrogenase (DHODH). Esta enzima ¢ responsavel por
catalisar a biossintese de novo das pirimidinas. Plasmodium sdo incapazes de sintetizar
purinas ou de recaptar as pirimidinas do ambiente, sendo totalmente dependentes desta via
para sobreviver. Este composto apresentou atividade contra a cepa selvagem de P. falciparum
(IC50 =322nM =+ 41), mas ndo para o mutante resistente (ROSS et al., 2018).

Demonstrou também ser bastante promissor em um recente estudo de simulagdo e
dindmica molecular desenvolvido por Ropon-Palacios e colaboradores (2019) em busca de
possiveis farmacos para o tratamento de Nipah virus através de calculo de constante de
dissociacdo (0,03 nM), docking e estabilidade no sitio de ligagdo. Blastp com a DHODH de
Plasmodium knowlesi (AOA1Y3DMLO PLAKN) com S. aureus resultou nos seguintes
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alinhamentos: di-hidroorotato desidrogenase (fumarato) com 34,23% de identidade (nimero

de acesso KDP49079.1), E value 7e-42; di-hidroorotato desidrogenase com identidade de
32,35% (numero de acesso SQA11165.1), E value le-41; di-hidroorotato desidrogenase
dependente de quinona, identidade de 33,13% (nimero de acesso WP_075109411.1) e E

value 1e-40.

No quadro 9 ¢ possivel visualizar o alinhamento das proteinas de diferentes

microrganismos, aos quais os compostos do Pathogen Box apresentaram atividade inibitoria

contra cepas de E. coli e S. aureus em busca de possiveis proteinas com fungdes homologas

que podem ser sugestivas do mecanismo de agao.

Quadro 9: Dados obtidos de hits gerados por BLASTp entre alvos biolégicos de diferentes
microrganismos patogénicos que sofreram inibi¢ao pelos compostos do Pathogen Box

ALVO LITERATURA MELHOR HIT NO BLASTP
CEPA COMPOSTO . NUMERO DE E
[
SITIO PROTEINA MICRORGANISMO ACESSO ENZIMA % ID VALUE
MMV021660 DHFR DRTS_PLAFK Plasmodium WP_109956121.1 | midilato 0o | e gn
falciparum sintase
E. coli . ATPase
Plasmodium
MMV000858 PfATP4 Q9oU445_PLAFA , PPI192839.1 transportado 31,86 |[1le-120
falciparum -
ra de cdtions
Citocromob |  CYB_YEAST SGCC‘Z:C 75’;’; ces OWU61376.1 Citocromob | 53,00 | 4e-58
MMV021057
Azoxistrobina Urease Urease
subunidade URE1_BACSU Bacillus subtilis WP_126317396.1 subunidade 64,96 0
alfa alfa
S. aureus
. Proteina de
MMV687700 MbtA MBTA_MYCTU M. tuberculosis WP_050968471.1 L 35.50 [2e-107
ligagdo AMP
i dihidroorotato
MMV020537 DHODH ADALY3DMLO_ Plasmodium KDP49079.1 desidrogenase | 34,23 | 7e-42
PLAKN knowlesi
(fumarato)

Legenda: %ID = percentual de identidade. Fonte: Elaborado pela autora

Foi encontrado na literatura um tnico estudo que avaliou a atividade antiestafilococica

e antibiofilme dos compostos do Pathogen Box®. Bhandari e colaboradores (2018)

encontraram 13 compostos com CIM inferior a 50 uM para os isolados S. aureus sensiveis e

resistentes a meticilina, sendo os cinco mais promissores MMV676477, MMV688179,

MMV102872, MMV688508 ¢ MMV 687807 com CIM < 8,50 uM. Interessantemente, apesar

desse estudo ter utilizado o mesmo isolado S. aureus 29213, apenas um composto

(MMV102872) coincidiu com os resultados encontrados neste trabalho. Esta divergéncia pode

ter ocorrido por diversos fatores desde os materiais e reagentes utilizados, varidveis técnica e

condi¢des do ensaio, conservagdo e estabilidade dos compostos e alteracdo do perfil de

sensibilidade do isolado apds exceder limite de descongelamento e repique.
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4.4 ENSAIOS COM NOVA REMESSA DE COMPOSTOS DO PATHOGEN BOX®

Apo6s recebimento dos compostos, eles foram reconstituidos e reavaliados quanto a
concentracdo inibitéria minima para verificar a reprodutibilidade do ensaio anterior.
Entretanto, os resultados ndo foram reprodutiveis. Apenas um entre os dez compostos
apresentou atividade inibitoria de crescimento, MMV688756 (sutezolida) que apresentou o
mesmo valor de CIM obtido anteriormente (6,25 uM). Os demais ndo apresentaram atividade
inibitdria de crescimento em nenhuma das concentra¢des avaliadas da microdiluicdo em caldo
(1,56 uM até 100 uM). O resultado foi avaliado por leitura visual pela presenca de turvagao,
ensaio da resazurina e leitura de absorbancia em triplicatas técnicas e biologicas em que
nenhum composto apresentou IC > 22%.

Algumas hipdteses podem ser levantadas a respeito da diferenca de atividade dos
compostos nesta nova etapa, como uma variacdo na estabilidade decorrente da diferente
apresentacdo da remessa entre os compostos recebidos inicialmente no kit do Pathogen box®,
que vieram ja dissolvidos em DMSO, e os enviados posteriormente em po para serem
reconstituidos no momento do uso. Outra possibilidade seria a atividade antibacteriana inicial
estar relacionada com metabolitos resultantes da degrada¢ao dos compostos ja dissolvidos em
DMSO na placa por um longo periodo de tempo. Na Figura 16, estdo plotados os dados
obtidos com as triplicatas realizadas com estes compostos, em que € possivel visualizar o
composto MMV688756 com um nitido perfil de inibicdo de atividade, pela diminui¢do da
densidade dtica conforme aumenta a concentragdo do composto e pelo percentual de inibigao
de crescimento, que na sua CIM foi de 81,6%. Os demais compostos apresentam um perfil
praticamente linear pela auséncia de variag@o na inibi¢do de crescimento bacteriano.

Deste modo, até o momento o Unico composto disponivel para dar continuidade nas

analises foi o MMV 688756, a sutezolida.
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Figura 16: Inibigao de crescimento apresentado pelos 10 compostos do Pathogen Box® com
potencial atividade antibacteriana
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A sutezolida (MMV1688756) esta representada em verde. Em laranja estdo os compostos avaliados contra E. coli
e em roxo os avaliados contra S. aureus. Fonte: desenvolvido pela autora

O composto MMV688756 (sutezolida) foi ativo contra S. aureus 29213 na triagem
inicial com 100 pM e para S. aureus MRSA apresentou uma CIM de 6,25 uM; entretanto a
CIM para S. aureus 25922 ainda ndo havia sido avaliada. Deste modo, foi feito um
comparativo com quatro isolados de S. aureus distintos que possuem diferentes perfis de
resisténcia: S. aureus 29213, S. aureus MRSA, S. aureus hVISA, S. aureus VISA (Figura 17).
A CIM da sutezolida contra as cepas VISA e hVISA foi de 3,125 uM, e 6,25 uM contra
MRSA e S. aureus 29213 (MSSA) (Figura 18).

Figura 17: Perfil de inibi¢cdo de crescimento % para isolados de S. aureus com perfis de
resisténcia distintos contra MMV 688756
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Figura 18: Resultado obtido no ensaio em microplaca para determinacao de CIM da
sutezolida contra as cepas de S. aureus
201223 MRSA hVIISA VISA
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CIM em triplicata da sutezolida com 4 cepas diferentes de S. aureus: 29213 (MSSA); MRSA: hVISA e VISA em
dilui¢do seriada entre as linhas A-G. Na fileira H temos os controles: H1-2 = controle de crescimento bacteriano
MSSA; H3-4 = controle de crescimento bacteriano MRSA; H5-6 = controle de crescimento bacteriano hVISA;
H7-8 = controle de crescimento bacteriano VISA; H 9-10 = controle de esterilidade do meio de cultura; H11-12:

controle de inibi¢do do crescimento pelo antimicrobiano. No ensaio de resazurina temos as CIM = 6,25 uM para
S. aureus 29213 ¢ MRSA; CIM = 3,125 uM para hVISA e VISA. Fonte: Elaborado pela autora

A parede celular de S. aureus ¢ formada por uma camada de cadeias de
peptidoglicanos altamente reticulada, composta por proteinas associadas a parede celular,
aminoacidos e acido teicoico. Estes sdo componentes essenciais para a manuten¢do da
integridade celular, que pode ser revestida por uma cépsula de polissacarideo (HOWDEN et
al., 2010). A sensibilidade intermediaria ou a hetero-resisténcia a vancomicina de S. aureus ¢
caracterizada pelo espessamento da parede celular, interferindo na permeabilidade dos
antimicrobianos até o alvo de acdo. Isto pode ocorrer devido a superexpressdo de genes que
estimulam a producdo de acido teicoico e pela reducdo da atividade de PBPs que produzem
residuos anormais de muropeptideos. Estes residuos atuam como pseudo-alvos (especialmente
nas VISAs), que “sequestram® a vancomicina impedindo a chegada do antimicrobiano no
septo de divisdo da célula onde ocorre a sintese da parede celular (Figura 19). No septo estao
localizadas as moléculas de lipideo II, precursores de peptidoglicano que apresentam residuos
terminais de D-ala-D-ala, aos quais os glicopeptideos se ligam com alta afinidade e inibem a
sintese da parede celular bacteriana pelo bloqueio das ligagdes cruzadas entre estes
peptidoglicanos e impedem a formagdo do esqueleto estrutural da parede celular, que perde
sua estabilidade e integridade, resultando em lise celular (GARCiA et al., 2017; GREIN;
SCHNEIDER; SAHL, 2019). Recentemente, Bibek, Sahukhal e Elasri (2019) conduziram um

estudo sobre o efeito de mutantes com delecdo do operon msaACBR na formacgdo da parede
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celular, em que foi demonstrada reducao na espessura da parede celular e na ligagao cruzada
de peptidoglicanos de VISA e MRSA, quando comparadas com cepa selvagem. Este efeito
aconteceu devido a diminuicdo na expressao de genes reguladores e concluiu-se que,
possivelmente, o operon msaACBR controla a sintese ¢ a hidrolise da parede celular.
Adicionalmente, as cepas mutantes também apresentaram reducdo de acido teicoico, que

aumenta a sensibilidade da célula bacteriana aos antimicrobianos com ac¢ao na parede celular.

Figura 19: Modelo representativo do local de atividade da vancomicina no septo divisao e as

mudangcas associadas com o fen6tipo VISA
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Diferenga na espessura da parede celular entre uma bactéria VSSA (esquerda) e uma VISA (direita). A
vancomicina se liga ao lipideo II no septo de divisdo para desempenhar sua agdo. Nas células com resisténcia
intermediaria, a taxa de difusdo das moléculas de vancomicina até o septo diminui, reduzindo a concentragéo
efetiva do farmaco que atinge o precursor peptidoglicano ligado ao lipideo (lipideo II). Assim, a sintese de
parece celular ocorre de maneira continua e quanto mais espessa a parede, mais dificil das moléculas de
vancomicina atingirem seu alvo. Fonte: adaptado de (HOWDEN et al., 2010).

A sutezolida (também conhecida como PNU-100480) ¢ uma oxazolidinona atualmente
em estudo clinico de fase II contra tuberculose (NIH, 2016). Apesar de mais de 20 anos de
pesquisa por mais de 30 empresas, a linezolida continua sendo a unica oxazolidinona
aprovada pelo FDA. Sutezolida ¢ um analogo tiomorfolinil da linezolida (Figura 20) que foi
relatado como tendo um perfil de seguranca e eficacia melhorado em comparagdo com a
linezolida, além de apresentar potencial de reduzir a duragdo do tratamento farmacologico

tanto para tuberculose sensivel, como para multirresistente (SHAW; BARBACHYN, 2011;
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WALLIS et al.,, 2014). A linezolida tem boa atividade contra muitas bactérias aerdbicas
Gram-positivas, incluindo cepas resistentes de varias espécies, como MRSA, Pneumococcus
resistente a penicilina (PRP) e Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE), e ¢ uma
alternativa bastante utilizada na clinica para tratamento de infecgdes graves por MRSA,
hVISA e VISA. Diversos casos clinicos relatados na literatura obtiveram rapido sucesso
terapéutico com este medicamento apos longo tempo de internagdo em uso de vancomicina
sem melhora terapéutica. Esses casos eram possivelmente causados por uma cepa hVISA nao
diagnosticada por apresentar MIC na faixa de sensibilidade, como ocorreu em um caso de
endocardite no Brasil em 2003 (ANDRADE-BAIOCCHI et al., 2003) e associacdo de
linezolida com 4cido fusidico e rifampicina na Australia (HOWDEN et al., 2004) e associagao

de linezolida com 4acido fusidico em Taiwan (HUANG et al., 2008).

Figura 20: Estruturas quimicas da linezolida e sutezolida
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1: linezolida (MMV687798); 2: sutezolida (MMV688756) Fonte: MMV Pathogen Box™

O mecanismo de acdo das oxazolidinonas envolve a inibicdo da sintese de proteinas
através da interagdo com a subunidade ribossomica 50S da bactéria, ligando-se
competitivamente ao sitio catalitico 23S do RNA ribossomal (rRNA), bloqueando a conexao
do aminoacil-tRNA ao sitio A da peptidiltransferase, que acarreta na interrup¢ao do processo
de tradugcdo (LEACH et al.,, 2007, WILSON et al., 2008; ZHANG et al.,, 2014). Esse
mecanismo difere dos outros antimicrobianos que também atuam na inibigdo da sintese
proteica como macrolideos, lincosamidas, estreptograminas, aminoglicosideos, tetraciclinas,
cloranfenicol e acido fusidico. Esses farmacos atuam na fase de extensdo da cadeia
polipepidica, j4 as oxazolidinonas atuam no estdgio inicial, logo na fase de inicia¢do do
complexo 70S (KARPIUK; TYSKI, 2017).

Apesar de ja existirem relatos de resisténcia a linezolida, a incidéncia ainda ¢ muito
baixa e 0os mecanismos nao estdo associados ao espessamento da parede celular. Conforme

relatado por Garcia e colaboradores (2017), na avaliacdo do espessamento da parede e do
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septo celular de MSSA, MRSA e MLRSA por microscopia eletronica de transmissao, foram
encontradas diferencas significativas na espessura da parede quanto ao septo entre as
linhagens MSSA e MRSA e entre MSSA ¢ MRLSA. Porém, entre MRSA ¢ MRLSA nao
houve alteracdo significativa entre as caracteristicas da espessura de parede (P = 0,386) nem
de septo (P = 0,117). Seus mecanismos de resisténcia estdo associados a mutacdo G2576U no
dominio V do 23S rRNA, que reduz a afinidade do farmaco ao seu sitio de a¢do (AGER;
GOULD, 2012), e mutacao/dele¢ao na proteina ribossomal L3 do centro da peptidiltransferase
(PTC) (ENDIMIANI et al., 2011). Entretanto, as taxas de resisténcia a linezolida sao baixas.
Ross e colaboradores (2011) encontraram, especificamente para S. aureus, apenas um
organismo que tinha um valor de CIM para linezolida > 8 mg/L. O isolado era proveniente da
Irlanda e continha a muta¢do mais comum do local alvo do gene do rRNA 23s, G2576T.
Embora ainda ndo existam estudos que avaliaram a atividade da sutezolida contra outras
bactérias Gram-positivas que ndo do género Mycobacterium, um relatoério desenvolvido por
Mutnick et al. (2002) coletou resultados através do Programa de Vigilancia Antimicrobiana
SENTRY de mais de 30.000 isolados Gram-positivos tratados com linezolida e outros
farmacos. Eles concluiram que as CIM da linezolida contra isolados de S. aureus de diferentes
perfis de sensibilidade (MRSA, sensivel a oxacilina/meticilina e Staphylococcus coagulase-
negativo) ndo apresentaram diferenca significativa: o valor da CIM50 e CIM90 para
linezolida foi praticamente igual, independente do isolado ser sensivel ou resistente a
meticilina e outros antimicrobianos. Esta faixa estreita e de pouca variabilidade de CIM
também foi evidenciada em uma rede europeia de vigilancia de linezolida por 7 anos (ROSS
et al., 2011). Isto pode indicar que as alteracdes de parede e membrana ocasionadas devido a
outros mecanismos de resisténcias presentes no isolado ndo interferem com a captacao das
oxazolidinonas até seu sitio de agdo nos ribossomos. Estes dados estdo de acordo com os
resultados encontrados neste trabalho, onde obtivemos para a sutezolida CIM = 6,25 uM (para
S. aureus MRSA e S. aureus 29213) e para linezolida CIM = 12,5 uM (para S. aureus e
MRSA e S. aureus 29213).

J& para os isolados S. aureus hVISA e S. aureus VISA, a CIM para sutezolida foi de
3,125 uM. Isto pode ter ocorrido pois a resisténcia a antibidticos quando se d4 por aquisi¢ao
de um elemento genético mével ou por mutagdo, muitas vezes pode estar associado com uma
redugdo no fitness bacteriano. Esta perda pode se manifestar como uma desvantagem na
disseminag¢do clonal ou patogénica em determinada regido (HU; PENG; RAO, 2016). Isolados
com resisténcia intermediaria aos glicopeptideos, muitas vezes, apresentaram diminui¢do em

suas taxas de crescimento. Acredita-se que este fato estd relacionado ao espessamento da
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parede celular que acarreta alteracdes morfoldgicas, como a presenca de colonias menores e
de crescimento mais lentos, e ampla instabilidade no fenotipo de resisténcia (MCCALLUM et
al., 2006). Esta caracteristica foi evidenciada neste trabalho pela baixa densidade dtica na
presenca de vancomicina das cepas resistentes em comparagdo as sensiveis € a presenga de
colonias pequenas. Assim, a diminui¢do da viruléncia nas cepas VISA e hVISA estariam
associadas ao mesmo gene mutado responsavel pela reduzida sensibilidade a vancomicina,
que por sua vez as tornam mais sensiveis a outros compostos que atuam em outros sitios de
acdo. Essa reducgao de viruléncia, pode representar uma estratégia para que bactérias invasoras
consigam penetrar em tecidos profundos sem serem detectadas pelo sistema imune inato e
consigam assim promover a persisténcia clinica, uma vez que tecidos como valvulas
cardiacas, implantes e tecido 0sseo, apresentam uma vigilancia imunologica comprometida
(GARDETE et al., 2012).

Apesar de possuirem uma CIM muito semelhante, a sutezolida demonstrou em
diferentes estudos uma atividade bactericida superior a linezolida por mecanismos ainda
desconhecidos (WALLIS et al., 2010a; WALLIS et al., 2010b) que podem incluir melhor
permeabilidade através da membrana celular eucaridtica e acimulo intracelular (ZHANG et
al., 2014). Apo6s administragdo oral, sutezolida ¢ oxidada a um metabolito ativo, PNU-
101603, que atinge concentracdes plasmaticas muito maiores que a sutezolida. Estudo
conduzido por Zhu e colaboradores (2014) determinaram simultaneamente a relacao entre a
atividade micobactericida intracelular e a concentracdo plasmatica de sutezolida e do seu
metabolito principal em pacientes com tuberculose pulmonar. Os autores constataram que a
sutezolida ¢ 17x mais potente que seu metabodlito para combater M. tuberculosis intracelular;
o metabdlito, por sua vez, parece ser mais eficaz na atividade micobactericida extracelular

devido as altas concentragdes alcangadas.

4.5 CITOTOXICIDADE

A partir da consulta realizada na literatura e no material suplementar fornecido pela
“Medicines for Malaria Venture” (MMYV), algumas possibilidades podem ser levantadas para
futuros ensaios. Nas andlises de toxicidade conduzidas por MMV, os compostos
MMV228911 e sutezolida (MMV688756) demonstraram ter concentragdo citotoxica 50%
(CC50) > 50 uM contra a linhagem celular de carcinoma hepatico (HepG2). As CIMs obtidas
para esses dois compostos foram de 25 e 6,25 uM, respectivamente. Com indice de

seletividade (IS) = 2 para MMV228911 e IS = 8 para sutezolida. Os compostos MMV 687700
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(CIM = 1,56 uM) e MMV687699 (CIM = 0,78 uM) também foram avaliados contra células
HepG2 e os valores de CC50 foram respectivamente >100 uM e 38,3 uM. Com indice de
seletividade (IS) = 64,10 para MMV 687700 e IS = 49,09 para MMV 687699.

Estes quatro compostos estio agrupados no Pathogen Box® como anti-tuberculose e
todos apresentaram atividade antibacteriana em concentracdes inferiores as concentragdes
toxicas para as células humanas avaliadas. MMV021057 esta classificado no Pathogen Box®
como antimalarico e seu ensaio de toxicidade foi realizado com linhagem
celular de fibroblasto de pulmao humano (MRCS), com CC50 > 28 uM. A CIM neste estudo
foi de 0,78 puM, um valor muito inferior a concentracao toxica e IS = 35,9. A baixa
citotoxicidade destes compostos sugere que podem apresentar bom indice terapéutico de
seguranc¢a, sendo bons candidatos para estudos mais aprofundados a fim de auxiliar no

combate a bactérias MDR.

Os demais compostos apresentaram CIM maior que a CC50, indicando possivel
toxicidade a células saudaveis. Os dados de citotoxicidade dos compostos com atividade
antibacteriana podem ser consultados no Anexo 3 e a tabela completa com dados dos 400

compostos esta disponivel no sitio eletrénico da MMV <https://www.mmv.org/mmv-

open/pathogen-box/pathogen-box-supporting-information>

4.6 BIOMAP SCREENING

A partir das CIMs obtidas para os antimicrobianos e compostos foram realizadas as
etapas descritas por Wong, Oliver e Linington (2012) para obtencdo dos histogramas
concentra¢do independente de cada um (figura 21).

O histograma da sutezolida possui um perfil semelhante ao da vancomicina e da
eritromicina. Entretanto, temos uma forte limitagdo que ¢ o numero reduzido de isolados, para
obtencdo de dados mais concretos que reflitam a realidade da ampla gama de mecanismos de
acdo distintos. E necessario estabelecer os perfis para um maior numero de isolados e
antimicrobianos a fim de ampliar as inimeras variacdes possiveis de serem encontradas com

os antimicrobianos conhecidos e compostos ainda sem mecanismo de a¢ao definido.


https://www.mmv.org/mmv-open/pathogen-box/pathogen-box-supporting-information
https://www.mmv.org/mmv-open/pathogen-box/pathogen-box-supporting-information

Figura 21: Histograma dos antimicrobianos utilizados e da sutezolida
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Os histogramas estdo plotados em escala 0 — 1, sendo 0 inativo e 1 maior potencial de atividade inibitoria. Cada
linha do histograma representa um isolado, de cima para baixo temos: S. aureus MRSA, S. aureus 29213, E. coli

MCR-1 e E. coli 25922. Fonte: elaborada pela autora.
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4.6.1 Clusterizacao hierarquica

Através do software Chemmine tools foi elaborada a clusterizagdo hierarquica dos
compostos para avaliar a similaridade estrutural entre eles e os antimicrobianos utilizados.
Para isso, a estrutura de cada um dos compostos foi adicionada ao programa pela sequéncia
SMILES (especificacdo de introducdo linear molecular simplificada) fornecida no material
suplementar do Pathogen Box® ¢ o codigo de identificaco deles obtido nos sitios eletrdnicos
do Pubchem e ChEMBL. A analise resultou em um dendrograma de dissimilaridade (Figura
21) construido pela diferenca entre a matriz de distanciamento gerada entre todas as
moléculas.

Os compostos demonstraram ser bastante diferentes entre si, inclusive entre
antimicrobianos de mesma classe como os gentamicina-eritromicina (0,762), ciprofloxacino -
levofloxacino (0,474) e ceftriaxona - cefepime (0,565). A maior similaridade encontrada foi
entre a sutezolida e a linezolida (0,153), que apresenta coeficiente de Tanimoto por
pareamento de atomos (AP) = 0,846; e por subestrutura comum mdaxima (MCS) 0,920.

(http://chemminetools.ucr.edu/similarity/)



http://chemminetools.ucr.edu/similarity/

Figura 22: Clusterizagao hierarquica dos antimicrobianos e compostos com atividade
antibacteriana expressiva
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A medida de similaridade utilizada foi o coeficiente de Tanimoto (Tc), ou seja, a dissimilarida é iguala 1 - Tc. O
Tc varia de 0 a 1, em que quanto mais proximo de 1, maior a similaridade entre as moléculas. Como o método
emprega a diferenca da matriz e do Tc, no heatmap quanto mais similares as moléculas, mais proximo o valor

sera de 0. Fonte: elaborada pela autora.
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5 CONCLUSAO

Para os compostos isoxazoélicos e extratos naturais, nas concentracdes testadas,
nenhuma atividade inibitéria significativa foi observada neste trabalho. Uma nova triagem
poderia ser feita em concentragdes maiores, empregando primeiramente um painel de isolados
sensiveis para ampliar a avaliagdo de possiveis mecanismos sem o agravante da resisténcia.
Entretanto, a atividade antibacteriana contra cepas sensiveis apresenta menor relevancia e
pode nao justificar as etapas seguintes no desenvolvimento de novos antimicrobianos.

A triagem dos compostos do Pathogen Box™ visou a investigagio de novos alvos
terapéuticos para compostos e fArmacos ja em uso ou em fase de desenvolvimento para outras
finalidades, como uma forma de contornar a critica situagao da falta de novos antimicrobianos
para combater bactérias multirresistentes atualmente. Foi demonstrada promissora atividade
contra S. aureus da sutezolida (MMV688756), independente do mecanismo de resisténcia
apresentado pela bactéria, com baixas CIM (0,78 — 100 uM), indicando possivel seguranga
terapéutica.

O Pathogen Box"™ demonstrou ser uma excelente ferramenta open source que auxilia
na pesquisa e investigacao destas moléculas promissoras e pode ser um assistente nos estagios
iniciais do reaproveitamento de medicamentos, assim como direcionamento de possiveis alvos
em diferentes espécies com funcdo semelhante. Esses resultados preliminares de atividade
antibacteriana da sutezolida sdo promissores € podem embasar estudos adicionais in vitro e in

Vivo.
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6 PERSPECTIVAS

Realizagdo de ensaios de citotoxicidade em células de linhagem celular HepG2 dos
compostos que apresentaram potencial atividade inibitoria para isolados de S. aureus e E. coli.

Repetir os experimentos com mais réplicas e ampliar o painel de isolados bacterianos
analisados apos a chegada dos compostos.

Fazer testes de sinergismo entre os compostos € com antimicrobianos em busca de
novos potenciais de agdo para o tratamento de bactérias multirresistentes.

Investigar analogias estruturais entre os alvos de acdo dos compostos que
demonstraram ser mais promissores: MMV228911, sutezolida (MMV688756), MMV 687700
e MMV687699, devido as baixas CIM, baixa citotoxicidade ¢ altos indices de seletividade,
utilizando softwares de docking molecular para realizar pesquisa em busca de novos sitios e
mecanismos de agdo destes possiveis ligantes, em conjunto com ferramentas de

bioinformatica para sele¢ao de possiveis andlogos de proteinas alvos para acdo terapéutica
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APENDICE A - Triagem de isoxazois e extratos naturais

Esquema representativo da triagem de atividade antibacteriana dos compostos isoxazolicos e
extratos naturais

e ~ L] -t un w "~ oy
g 2 g 2 g 2 £ -]
Fol i wn =) an =) n =) y ]
a2 4 a a | & 8 a 2 o v oW
E E E E E E E E = o =
=] =] o =] o =] =] =] ] . f
w w w o w w w o w L w
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
Isolado 1
B
C
Isclado 2
D
E
Isolado 2
F
G
lsolado 4
H

O experimento foi organizado de modo que, os compostos/extratos foram distribuidos entre as colunas 1-8, e as
cepas a cada duas fileiras ex: fileiras A-B cepa 1. Cada composto/extrato ocupa uma coluna inteira. Na coluna 1,
temos o composto/extrato 1, onde a cada 2 fileiras tém-se a duplicata contra uma diferente cepa. 1A-B=
duplicata cepa 1, 1C-D= duplicata cepa 2, e assim sucessivamente. C+ cresc. = controle de crescimento
bacteriano, C. atb= controle de inibi¢do do crescimento pelo antimicrobiano, C. meio= controle de esterilidade
do meio de cultura, isolado = duplicata biologica de cada uma das cepas. Fonte: Elaborado pela autora.
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APENDICE B — Pathogen Box

Esquema representativo da organiza¢do da triagem dos compostos fornecidos pelo Pathogen

Box®.
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A: 400 compostos do Pathogen Box foram triados para as cepas S. aureus 29213 e E. coli 25922 B: cada placa
do Pbox foi dividida em duas para realizar a triagem em duplicata, cada uma com 40 compostos. C: Microplaca
1: compostos A2-D11; Microplaca 2: 40 compostos E2-H11. D: Placa D2 do isolado E. coli 25922™ (1),
contém 40 compostos da placa D do Pathogen Box® (compostos E2-H11). Os compostos estdo distribuidos em
duplicatas lineares nas fileiras A-G e colunas 1-12; na fileira H temos os controles: H1-3 = controle de inibigdo
do crescimento pelo antimicrobiano; H4-9 = controle de esterilidade do meio de cultura; H10-12 = controle de
crescimento bacteriano. Ensaio de resazurina apos 4 horas de reagdo, onde € possivel verificar os compostos que
apresentaram inibitoria para este isolado, as duplicatas na cor azul (B5-6; D9-10). E: Esquema visual
representativo das 5 microplacas do Pathogen Box® com os compostos que apresentaram atividade inibitoria na
triagem 100uM para as cepas S. aureus 29213 (lilas — 44 compostos) e E. coli 25922 (rosa — 25 compostos).
Fonte: Elaborado pela autora
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APENDICE C - Ensaio de extratos naturais com interferéncia de coloraciio

C1 - Microplaca demonstrativa da interferéncia da coloracdo dos extratos na leitura visual e

no ensaio da resazurina.
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Microplaca com os extratos coloridos 1 e 4 representados na leitura visual de crescimento por turvagdo e no
ensaio com resazurina. A: presenca de turvagdo e interferente colorimétrico dos extratos (coluna 1= extrato 1;
coluna 4= extrato 4) com alteracdo de cor. B: revelagdo com resazurina: Os controles do ensaio estdo
organizados nas colunas 10 — 12. Na coluna 10 (controle positivo de crescimento) apresenta turvacdo e coloragéo
rosa fluorescente que evidencia viabilidade das células bacterianas. Nas colunas 11 (controle de inibigdo com
antibidtico) e 12 (controle de esterilidade do meio) ndo houve turvagdo e apds adigdo da resazurina os pogos
ficaram azuis, indicando que os isolados ndo conseguiram se reproduzir. Fonte: Elaborado pela autora.

C2 - Microplacas representativas dos extratos coloridos

1 ? 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 e 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

m o 08 = B

Microplacas 2B e 3A com os extratos coloridos representados. Figura 16A: Microplaca 2B, onde tem-se: colunas
4 — 9 = extratos 13 a 18 respectivamente; Figura 16B: Microplaca 3A, onde: coluna 1= extrato 19; coluna 2=
extrato 20. Fonte: elaborado pela autora.
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C3 - Leitura visual da turvacdo e com resazurina das microplacas apds diluicdo dos extratos

€scuros.

T @ M m Qg 0o @ B

Microplaca de dilui¢do dos extratos coloridos E. coli MCR-1. Esquema representativo de uma microplaca
dividida em duas partes, nas fileiras A, B e C tem-se as triplicatas bioldgicas para as duas dilui¢des dos extratos
1 a 15 (colunas 1 a 10), na fileira D tem-se os extratos puros dos extratos e dilui¢des correspondentes as
respectivas colunas (ex. D-3 = extrato 4 puro na concentragdo 2 mg/mL); nas fileiras F, G ¢ H tem-se as
triplicatas biologicas para as duas dilui¢cdes dos extratos 16 a 20 (colunas 1 a 10) na fileira E tem-se os extratos
puros dos extratos e diluigdes correspondentes as respectivas colunas (ex. E-8 = extrato 19 puro na concentragdo
200 ug/mL) CP= extrato puro sem adigdo de indculo bacteriano; a = diluigdo 2 mg/mL b = dilui¢do 200 ug/mL;
C. Cresc.= controle de crescimento bacteriano; C. Atb= controle de inibi¢do do crescimento pelo antimicrobiano;
C. meio= controle de esterilidade do meio de cultura, Triplicata= triplicata biologica de cada um dos isolados. A:
leitura visual de crescimento por presenga de turvacdo B: revelagdo com resazurina. Fonte: Elaborado pela
autora

C4 — Placa representativa do ensaio realizado para confirmar auséncia de atividade inibitoria
ou possivel interferéncia da precipitagdo dos extratos naturais na leitura dos resultados de

turvacgao.

Repique realizado com auxilio de um repicador para placa com meio Mueller-Hinton. A microplaca de extratos
diluidos representada foi avaliada contra a cepa MCR-1, onde ¢ possivel ver que todas as triplicatas cresceram
como na microplaca, o controle do meio e de inibi¢do por antimicrobiano foram inibidos ¢ o controle positivo
cresceu como as triplicatas. Fonte: Elaborado pela autora



ANEXO 1 - Compostos contidos no Pathogen Box
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PLACA POSICAO C OMIP]z)STO KIT PATOLOGIA NOME TRIVIAL M 0117];5 CSI(J)L AR MI;)(;JI}EB&[EII::R
A A02 MMV010764 Malaria 320,44 C14H16N40S2
A A03 MMV688472 Toxoplasmose 393,82 C21H16N303Cl
A A04 MMV688416 Dengue 456,99 C23H25N402CIS
A A0S MMV689758 Composto Referéncia Bedaquilina 669,55 C32H31N202Br
A A06 MMV688796 Cinetoplastideos 354,38 CI9HI19N402F
A A07 MMV676526 Tuberculose 385,82 C21H17NO3CIF
A A08 MMV688553 Tuberculose 343,38 CI8H21N304
A A09 MMV676501 Tuberculose 346,21 CI11H5N302CI2S82
A A10 MMV676449 Tuberculose 344,84 CI9H21N202Cl1
A All MMV676412 Tuberculose 344,77 CI6HIN203CIS
A B02 MMV1110498 Wolbachia 327,31 CI5H16N302F3
A B03 MMV000907 Malaria 457,28 CI1HI3N50
A B04 MMV688889 Tuberculose 349,82 CI9H16N5C1
A BO5 MMV688776 Cinetoplastideos 313,78 C17H16N30Cl
A B06 MMV688934 Cinetoplastideos Tolfenpirad 383,87 C21H22N302Cl1
A B0O7 MMV676389 Tuberculose 368,43 C20H24N403
A BO8 MMV676603 Tuberculose 431,39 C17H16N305F3S
A B09 MMV676401 Tuberculose 308,38 C18H20N40
A BI10 MMV102872 Tuberculose 367,71 C16HIN302CIF3
A BI11 MMV676477 Tuberculose 383,47 C19H21N502S
A Cco2 MMV084603 Malaria 377,51 C22H23N30S
A C03 MMV688548 Toxoplasmose 267,33 C15H17NS5
A Co4 MMV6388888 Tuberculose 349,40 C20H20NS5F
A Co5 MMV690028 Cinetoplastideos 546,66 C30H38N604
A C06 MMV688943 Cinetoplastideos Difenoconazol 406,26 CI9H17N303CI12
A Cco7 MMV053220 Tuberculose 252,27 CI5HI12N202
A Co8 MMV676584 Tuberculose 314,79 CI2H8N20OCIFS2
A C09 MMV676439 Tuberculose 302,82 CI6HI5N2CIS
A C10 MMV676395 Tuberculose 307,30 C17HI3N303
A Cl1 MMV676379 Tuberculose 321,17 CI15H1303Br
A D02 MMV687762 Cinetoplastideos 320,39 C20H20N202
A D03 MMV 1028806 Malaria 339,39 CI8HI14N3O0FS
A D04 MMV661713 Tuberculose 435,33 C21H19N6Br
A D05 MMV688793 Cinetoplastideos 337,37 CI9H19N303
A D06 MMV 688942 Cinetoplastideos Bitertanol 337,42 C20H23N302
A D07 MMV688554 Tuberculose 321,39 C15H19N303S
A D08 MMV676555 Tuberculose 283,76 CI16H14N3C1
A D09 MMV676383 Tuberculose 319,40 C14H13N302S2
A D10 MMV 676444 Tuberculose 345,44 C19H27N303
A D11 MMV 676409 Tuberculose 329,35 C16H12N302FS
A E02 MMV 688514 Cinetoplastideos 263,29 C16H13N30
A E03 MMV676350 Malaria 345,85 C17H16N30CIS
A E04 MMV553002 Tuberculose 239,25 CI10HINO4S
A E05 MMV688797 Cinetoplastideos 331,38 C18H22N30O2F
A E06 MMV688756 Tuberculose Sutezolida 353,41 C16H20N30O3FS
A E07 MMV090930 Tuberculose 375,42 C16H13N304S2
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PLACA POSICAO C OMIP]z)ST o KIT PATOLOGIA NOME TRIVIAL M 0117];5 CSI(J)L AR MP;)(}Jl}EI\é[gII::R
A EO08 MMV676431 Tuberculose 317,77 C17H16NO3Cl
A E09 MMV676571 Tuberculose 433,43 C24H20N304F
A E10 MMV676445 Tuberculose 281,35 C17HI9N30O
A Ell MMV676589 Tuberculose 365,43 C21H23N303
A F02 MMV026020 Malaria 420,49 C23H20N204S
A F03 MMV688471 Toxoplasmose 343,38 C21H17N302
A F04 MMV676388 Tuberculose 330,36 C15H14N403S
A FOs MMV202553 Cinetoplastideos 269,30 CI5H15N302
A F06 MMV688936 Tuberculose 386,86 C18H15N402CIS
A F07 MMV676476 Tuberculose 380,43 C23H2405
A FO8 MMV676377 Tuberculose 318,13 C13H8N302Br
A F09 MMV676406 Tuberculose 475,61 C26H29N5028
A F10 MMV676461 Tuberculose 357,43 CI8HI9N303S
A F11 MMV676509 Tuberculose 376,84 C22H17N202Cl1
A G02 MMV688470 Toxoplasmose 464,58 C24H28N602S
A GO03 MMV688704 Toxoplasmose 391,29 C19H20N40CI12
A G04 MMV188296 Cinetoplastideos 312,34 CI18H17N202F
A GO05 MMV688958 Cinetoplastideos 308,40 CI18H16N20S
A G06 MMV063404 Tuberculose 345,87 C19H24N30Cl
A G07 MMV676558 Tuberculose 371,45 C22H17N30S
A GO8 MMV688555 Tuberculose 339,84 C15H18N302CIS
A G09 MMV676597 Tuberculose 343,42 C18H25N502
A G10 MMV676588 Tuberculose 258,38 C15H18N2S
A Gl1 MMV676554 Tuberculose 335,36 C19H17N303
A HO02 MMV688350 Dengue 465,50 C24H20N304FS
A HO3 MMV688360 Cinetoplastideos 421,53 C25H31N303
A HO04 MMV099637 Cinetoplastideos 297,33 C17H16N3OF
A HO5 MMV688798 Cinetoplastideos 365,45 C21H19NO3S
A HO06 MMV676539 Tuberculose 332,35 C20H16N203
A HO7 MMV202458 Tuberculose 319,79 C17H18NO3Cl1
A HO08 MMV676474 Tuberculose 336,43 C21H24N202
A HO09 MMV461553 Tuberculose 419,37 C18H14NO3FsS
A H10 MMV676520 Tuberculose 364,39 C21H20N204
A H1l1 MMV676512 Tuberculose 347,39 C18HI3N50S
B A02 MMV676480 Oncocercose 474,53 C26H22N205S
B A03 MMV652003 Cinetoplastideos 321,06 CI5H11NO3BF3
B A04 MMV000062 Composto Referéncia Pentamidina 592,69 C19H24N402
B A05 MMV006372 Malaria 269,35 CI5SHI9NS
B A06 MMV688854 Criptosporidiase 452,98 C24H28N60
B A07 MMVO011903 Malaria 374,40 C20H18N602
B A08 MMV 020591 Malaria 385,47 C24H23N302
B A09 MMV020623 Malaria 414,51 C25H26N402
B Al0 MMV020512 Malaria 415,49 C25H25N303
B All MMV688761 Esquistossomose 461,51 C20H19N306S2
B B02 MMV012074 Tuberculose 299,76 C16H14N30Cl
B B03 MMV676604 Cinetoplastideos 371,46 CI8H21IN5028
B B04 MMV002529 Composto Referéncia Praziquantel 312,41 C19H24N202
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B BO5 MMV687776  Filariose Linfatica 609,20 C28H23N204BCI2F4
B B06 MMV687800 Composto Referéncia Clofazimina 473,40 C27H22NA4CI12
B B07 MMV020982 Malaria 374,44 C22H22N402
B B08 MMV020120 Malaria 354,54 C23H34N20
B B09 MMV676605 Malaria 421,49 C26H23N50
B B10 MMV007638 Malaria 416,52 C20H20N2048S2
B B11 MMV021057 Malaria Azoxistrobina 403,39 C22H17N305
B Co02 MMV690027 Cinetoplastideos 584,71 C33H40N604
B Co3 MMV676600 Cinetoplastideos 474,55 C26H30N603
B C04 MMV676382 Esquistossomose 377,44 C20H23N70
B Co05 MMV001625 Composto Referéncia 236,60 C6H12N202F2
B Co06 MMV001493 Oncocercose 371,39 CI9H21N305
B Co7 MMV020136 Malaria 366,46 CI5H18N403S2
B Co08 MMV020710 Malaria 399,84 CI9H18N503Cl
B C09 MMV020517 Malaria 364,45 C21H24N402
B C10 MMV019721 Malaria 437,97 CI19H20N303CIS2
B Cl1 MMV688763 Esquistossomose 351,83 CI13HI10N50CIS2
B D02 MMV020537 Malaria 334,82 C16H15N202CIS
B D03 MMV637953 Composto Referéncia Suramina 1435,28 C51H40N6023S6
B D04 MMV676536 Esquistossomose 373,49 C18H19N30282
B D05 MMV000063 Composto Referéncia Sitamaquine 515,71 C21H33N30
B D06 MMV689255 Criptosporidiase D-Eritadenine 253,21 C9H11IN504
B D07 MMV019838 Malaria 412,29 C18H10N40OF6
B D08 MMV020520 Malaria 417,51 C25H27N303
B D09 MMV019234 Malaria 382,44 C20H18N204S
B D10 MMVO016136 Malaria 349,82 CI9H16N5C1
B D11 MMV 688762 Esquistossomose 353,46 C24H23N3
B E02 MMV676386 Tuberculose 335,36 CI9H17N303
B E03 MMV688773 Composto Referéncia Benznidazol 260,25 CI12H12N403
B E04 MMV000011 Composto Referéncia Doxicilina 480,90 C22H24N208
B E05 MMV687775 Filariose Linfatica 462,03 CI19H14NO3BCI2F4
B E06 MMV002817 Oncocercose Iodoquinol 396,95 C9H5NOI2
B E07 MMV 676442 Malaria 415,53 C25H29N50
B EO08 MMV020152 Malaria 278,31 C17H14N202
B E09 MMV024397 Malaria 335,45 C21H25N30
B E10 MMV019807 Malaria 323,78 C18H14N30Cl
B Ell MMV560185 Malaria 289,38 CI9HI9N3
B F02 MMV019189 Malaria 309,39 CI7HISN30S
B FO3 MMV688774 Composto Referéncia Posaconazol 700,78 C37H42N80O4F2
B F04 MMV003270 Ancilostomiase Zoxazolamina 168,58 C7H5N20C1
B FO5 MMV 637229 Tricuriase Clemastine 459,97 C21H26NOCI
B F06 MMV688853 Criptosporidiase 389,88 CI19H23N502
B FO7 MMV020321 Malaria 386,80 CI18H18N202CIF3
B F08 MMV019087 Malaria 420,39 C19H19N602F3
B F09 MMV676528 Malaria 433,88 C20H17N303CIFS
B F10 MMV020320 Malaria 359,39 C20H17N502
B F11 MMV085210 Malaria 445,97 C22H24N303CIS
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B G02 MMV069458 Tuberculose 222,56 C6H2NA4CIF3
B GO03 MMV688991 Composto Referéncia Nitazoxanida 307,28 CI12HI9N305S
B G04 MMV687801 Composto Referéncia Etambutol 277,23 C10H24N202
B GO5 MMV689480 Composto Referéncia Buparvaquona 326,43 C21H2603
B G06 MMV003152 Composto Referéncia Mebendazol 295,30 C16H13N303
B GO07 MMV006239 Malaria 368,24 CI18HI14N30Br
B GO08 MMV000858 Malaria 399,92 CI16H18N303CIS2
B G09 MMV006741 Malaria 378,48 C22H26N402
B G10 MMV 688768 Esquistossomose 325,47 C19H23N3S
B Gl11 MMV000023 Composto Referéncia Primaquina 455,35 C15H21IN30
B HO02 MMV676602 Cinetoplastideos 460,57 C25H32N80
B HO3 MMV000016 Composto Referéncia Mefloquina 414,78 C17H16N20F6
B HO04 MMV687803 Composto Referéncia Linezolida 337,35 C16H20N30O4F
B HOS5 MMV 668727 Oncocercose 384,28 C17H10N4F6
B HO06 MMV019742 Malaria 410,50 C21H22N4038
B HO7 MMV009054 Malaria 351,19 C15H12N402C12
B HO8 MMV006901 Malaria 306,37 CI8H18N40
B HO09 MMV020391 Malaria 394,92 C19H23N203CIS
B H10 MMV676380 Malaria 370,79 CI18H15N403Cl
B HI11 MMV688994 Composto Referéncia  Estreptomicina 725,50 C21H39N7012
C A02 MMV675997 Cinetoplastideos 424,51 C24H29N402F
C A03 MMV676204 Oncocercose 334,39 C21HI19N20OF
C A04 MMV687239 Tuberculose 341,35 CI9H17N30F2
C A05 MMV688122 Tuberculose 320,37 CI16H12N6S
C A06 MMV 688852 Toxoplasmose 333,79 C16H17NSCIF
C A07 MMV687145 Tuberculose 267,35 CI2H17N302S
C A08 MMV688327 Tuberculose Radezolida 47491 C22H23N603F
C A09 MMV008439 Malaria 384,52 C23H32N203
C A10 MMV595321 Cinetoplastideos 458,54 C21H26N604S
C All MMV687747 Tuberculose 385,25 CI9H17N202Br
C B02 MMV020388 Malaria 365,90 CI19H28N302Cl1
C B03 MMV 688547 Cinetoplastideos 613,47 C21H21IN70
C B04 MMV 688466 Tuberculose 502,00 C24H24N502FS
C B05 MMV687749 Tuberculose 448,95 C24H24N60
C B06 MMV 688846 Tuberculose 383,84 C20H21NOCIF3
C B07 MMV054312 Tuberculose 240,31 C15H16N20
C B08 MMV 689060 Cinetoplastideos 313,23 C14H18N4CI12
C B09 MMV689061 Cinetoplastideos 422,50 C24H27N402F
C B10 MMV 689028 Cinetoplastideos 474,57 C26H26N403S
C B11 MMV688371 Cinetoplastideos 449,76 C22H19N202Cl13
C C02 MMV688508 Tuberculose 358,36 CI9HI19N204F
C Co3 MMV 688283 Cinetoplastideos 495,00 C24H23N602CIS
C Co04 MMV 687243 Tuberculose 336,18 CI15H14NO3Br
C Co5 MMV687730 Tuberculose 384,52 C22H32N402
C C06 MMV687251 Tuberculose 275,30 C8HIN304S2
C Co7 MMV687254 Tuberculose 305,37 CI9HI19N30
C Co08 MMV 688509 Toxoplasmose 455,52 C28H26N302F
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C C09 MMV688361 Cinetoplastideos 357,41 C21HI9INSO
C C10 MMV689029 Cinetoplastideos 490,57 C26H26N404S
C Cl1 MMV022236 Malaria 439,48 C21H28N502F3
C D02 MMV688410 Cinetoplastideos 384,90 C21H25N40Cl1
C D03 MMV676048 Cinetoplastideos 325,23 CI16H18N20CI2
C D04 MMV687703 Tuberculose 377,48 C22H27N50
C D05 MMV687248 Tuberculose 320,32 CI8HI13N40F
C D06 MMV688125 Tuberculose 427,60 C24H33N3028
C D07 MMV687188 Tuberculose 352,38 C20H20N204
C D08 MMV690103 Cinetoplastideos 349,43 C19H23N7
C D09 MMV688124 Tuberculose 443,65 C25H37N302S
C D10 MMV688845 Tuberculose 435,54 C24H25N303S
C D11 MMV1030799 Malaria 330,39 C20H18N40
C E02 MMV 675994 Criptosporidiase 336,78 C18H13N40Cl
C E03 MMV676057 Cinetoplastideos 420,50 C24H28N403
C E04 MMV687699 Tuberculose 388,17 C16H10N3OCI2F3
C EO5 MMV687146 Tuberculose 298,42 C19H26N20
C E06 MMV687696 Tuberculose 557,01 C29H28N402CIF3
C E07 MMV687170 Tuberculose 340,76 C17H13N402Cl1
C EO08 MMV690102 Cinetoplastideos 417,46 C22H23N702
C E09 MMV689709 Cinetoplastideos 351,40 CI9H21N502
C E10 MMVO021375 Malaria 280,37 C17H20N4
C Ell MMV1029203 Malaria 375,45 C20H17N50S
C F02 MMV676053 Criptosporidiase 357,79 CI8H16N303Cl
C FO03 MMV688179 Cinetoplastideos 476,19 CI8H16N60CI2
C F04 MMV023969 Tuberculose 453,01 C24H24N40S
C FO5 MMV687138 Tuberculose 339,41 CI9H17NO3S
C F06 MMV 688262 Tuberculose Delamanida 534,48 C25H25N406F3
C F07 MMV687189 Tuberculose 336,38 C20H20N203
C F08 MMV687807 Tuberculose 383,67 CI5H8NO2CIF6
C F09 MMV676478 Tuberculose 435,58 C24H29N50S
C F10 MMV062221 Malaria 279,35 C16H17N5
C F11 MMV688921 Dengue 451,86 C23H18N305Cl
C G02 MMV676191 Criptosporidiase 24429 CI15H1603
C GO03 MMV675993 Criptosporidiase 313,35 C16H19N502
C G04 MMV021660 Tuberculose 425,90 C20H21IN6CI
C GO05 MMV688417 Toxoplasmose 326,78 C16H15N6CI
C G06 MMV687273 Tuberculose 330,55 C22H38N2
C G07 MMV687180 Tuberculose 458,48 C24H25N402F3
C G08 MMV 1088520 Malaria 327,45 C18H21IN30S
C G09 MMV688891 Tuberculose 442,18 CI8HI11NO4BrF3
C G10 MMV023370 Malaria 311,74 C14H10N7Cl1
C Gl1 MMV688703 Toxoplasmose 335,42 C21H22N3F
C HO02 MMV675969 Oncocercose 340,46 C21H28N202
C HO3 MMV688313 Esquistossomose 373,45 C23H23N302
C HO04 MMV687172 Tuberculose 387,48 C23H25N50
C HO5 MMV 688844 Tuberculose 424,92 C23H25N402Cl1
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C HO06 MMV1198433 Esquistossomose 339,39 CI19H21IN303
C HO7 MMV024311 Tuberculose 364,32 CI9H21IN3
C HO8 MMV1019989 Malaria 328,46 C18H28N6
C HO09 MMV1037162 Malaria 355,46 CI8H2INS50S
C H10 MMV689437 Cinetoplastideos 364,23 CI5SHISNTCI2
C HI1 MMV688955 Toxoplasmose 334,71 C15H11N205Cl1
D A02 MMV026468 Malaria 310,78 CI8HI5N20Cl
D A03 MMV020670 Malaria 387,44 C22H21N502
D A04 MMV023953 Malaria 400,53 C25H28N40
D A05 MMVO010576 Malaria 370,43 CI9H18N204S
D A06 MMV032967 Malaria 369,35 CI19H14NS5F3
D A07 MMVO031011 Malaria 436,99 C25H29N40Cl
D A08 MMV688178 Esquistossomose 363,41 C24H17N30
D A09 MMV688362 Cinetoplastideos 360,41 C21H20N402
D A10 MMV687706 Cinetoplastideos 356,85 CI19H20N40
D All MMV026356 Malaria 397,48 C20H27N702
D B02 MMVO11511 Malaria 367,54 C23H33N30
D B03 MMV007625 Malaria 409,56 C22H27N50S8
D B04 MMV007471 Malaria 424,88 C23H21N204Cl
D BO5 MMV024829 Malaria 380,54 C23H32N40
D B06 MMV045105 Cinetoplastideos 321,38 CI9HI9IN302
D B07 MMV022029 Malaria 449,62 C26H31N302S
D B08 MMV676064 Oncocercose 376,42 C23H21N202F
D B09 MMV688180 Cinetoplastideos 495,43 C21H24N602CI2S
D B10 MMV024035 Malaria 502,46 C25H23N3028
D B11 MMV688941 Tuberculose 349,42 C22H23NO3
D C02 MMV020291 Malaria 407,58 C21H33N303S
D Co3 MMV006833 Malaria 414,95 CI19H27N204CIS
D Co04 MMV026490 Malaria 372,47 C23H24N40
D Co05 MMV 687246 Malaria 499,59 C26H25N7028
D C06 MMV676162 Cinetoplastideos 358,35 C21H14N204
D Co7 MMV024114 Malaria 443,33 CI9HI15N402BrS
D Co8 MMV688467 Cinetoplastideos 410,53 C22H26N4028
D C09 MMV675998 Cinetoplastideos 408,28 CI17H17N70
D C10 MMV659010 Cinetoplastideos 344,34 C18H15N4F3
D Cl1 MMV676008 Cinetoplastideos 441,39 C24HI15N306
D D02 MMV676269 Malaria 356,43 C21H25N202F
D D03 MMV 020081 Malaria 381,45 C22H24N302F
D D04 MMV026550 Malaria 321,42 C20H23N30
D D05 MMV675995 Oncocercose 284,35 C17H20N202
D D06 MMV 688274 Cinetoplastideos 521,97 C27H25N503CIF
D D07 MMV023860 Malaria 370,43 CI8HI18N403S
D D08 MMV688407 Cinetoplastideos 387,44 C21H21IN70
D D09 MMV023949 Malaria 429,53 C24H27N70
D D10 MMV676050 Criptosporidiase 450,56 C23H26N602S
D D11 MMV024406 Malaria 428,32 C21HI19N50CI2
D E02 MMV023233 Malaria 260,30 Cl6HI12N4
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D E03 MMV085230 Malaria 316,40 C18H24N203
D E04 MMV085071 Malaria 348,41 CI9H20N60
D EO05 MMV659004 Cinetoplastideos 364,88 C21H21N4C1
D E06 MMV676260 Malaria 329,35 CI17H17N5F2
D E07 MMV 688364 Toxoplasmose 459,54 C25H29N702
D E08 MMV032995 Malaria 400,20 C17H13NO2BrF3
D E09 MMV688279 Cinetoplastideos 397,94 C23H28N30Cl
D E10 MMV688271 Cinetoplastideos 476,19 CI18H16N60CI2
D Ell MMV019790 Malaria 372,43 C22H20N402
D F02 MMV009135 Malaria 388,47 C22H24N60
D FO03 MMVO011765 Malaria 358,73 C13H6N40CIF3S
D F04 MMV024937 Malaria 453,85 C20H18N502F3
D F05 MMV085499 Malaria 315,34 C18HI3N50
D F06 MMV023985 Malaria 324,38 C18H20N402
D F07 MMV024195 Malaria 424,57 C22H28N60S
D FO8 MMV676063 Oncocercose 489,62 C30H36N302F
D F09 MMV676186 Cinetoplastideos 469,45 C26H19N306
D F10 MMV688474 Cinetoplastideos 477,47 C21H2IN70
D Fl11 MMV687812 Tuberculose 534,51 C24H26N80O2F4
D G02 MMV007803 Malaria 321,83 CI6H16NO2CIS
D GO03 MMV001059 Malaria 379,44 C17H24NO3F3S
D G04 MMVO011691 Malaria 391,43 C21H21IN503
D GO05 MMV676877 Malaria 315,79 CI8HI8NO2CI
D G06 MMV663250 Malaria 366,90 C21H23N4C1
D GO07 MMV407539 Wolbachia 448,54 C24H24N4038
D GO08 MMV688372 Cinetoplastideos 401,44 C23H20N50F
D G09 MMV658993 Cinetoplastideos 402,90 CI9H19N402CIS
D G10 MMV676182 Criptosporidiase 372,47 C22H24N6
D Gl1 MMV676411 Tuberculose 325,38 C17HI5N3028
D HO02 MMVO007133 Malaria 413,50 C21H23N304S
D HO3 MMV022478 Malaria 545,93 C23H21N60CI
D HO04 MMV024101 Malaria 461,76 C16H12N602S
D HO5 MMV676881 Malaria 300,27 C14H10N6F2
D HO6 MMV024443 Malaria 328,37 C20H16N40
D HO7 MMV 688469 Toxoplasmose 275,31 CI6HI3NS
D HO8 MMV023388 Malaria 385,39 C21HI18N30OF3
D HO09 MMV675968 Criptosporidiase 359,81 C17H18N502Cl1
D H10 MMV675996 Oncocercose 352,47 C22H28N202
D HI11 MMV 688980 Malaria 335,40 CI16H18N302FS
E A02 MMV011229 Malaria 292,26 C14H11N4F3
E A03 MMV676468 Tuberculose 335,44 CI10H8NOCIS
E A04 MMV688771 Esquistossomose 325,43 C18H19N30S
E A0S MMV687798 Composto Referéncia Levofloxacino 361,37 C18H20N30O4F
E A06 MMV688775 Composto Referéncia Rifampicina 822,94 C43H58N4012
E A07 MMV676159 Cinetoplastideos 339,82 CI9HI8N30Cl
E A08 MMV393144 Malaria 310,38 CI18HI19N4F
E A09 MMV007920 Malaria 329,35 C20H15N302
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E Al0 MMV688270 Esquistossomose 359,42 C22H21IN302
E All MMV019993 Malaria 362,36 C17H17N6F3
E B02 MMV 687794 Malaria 384,29 C15H18N302BrS
E B03 MMV676470 Tuberculose 299,36 C18H21NO3
E B04 MMV688938 Tuberculose 356,46 C20H21N20FS
E BOS MMV689000 Composto Referéncia Anfotericina B 924,08 C47H73NO17
E B06 MMV004168 Cinetoplastideos 314,86 C19H23N2Cl
E B07 MMV676161 Cinetoplastideos 335,40 C20H21IN302
E BO8 MMV023183 Malaria 402,54 C25H30N40
E B09 MMV047015 Tuberculose 256,23 C12H11N20OF3
E B10 MMV688795 Cinetoplastideos 297,39 CI8H23N30
E B11 MMV688352 Dengue 525,00 C29H25N602Cl
E C02 MMV676398 Wolbachia 360,43 C18H20N204S
E Co3 MMV676472 Tuberculose 424,90 C22H17N203CIS
E Co04 MMV671636 Oncocercose 447,36 C23H14NO3F5
E Co05 MMV676599 Criptosporidiase 331,41 C20H21NS5
E Co06 MMV 689244 Cinetoplastideos 459,89 C24H21N3O0CIF3
E Co7 MMV688411 Toxoplasmose 359,43 C20H21N7
E Co08 MMV687765 Tuberculose 462,97 C25H26N60
E C09 MMV020165 Malaria 379,38 C19H20N302F3
E C10 MMV676524 Tuberculose 219,67 C11H10N3CI
E Cl11 MMV611037 Tuberculose 334,42 C14H14N402S2
E D02 MMV 688766 Esquistossomose 369,72 C17H11NO3CIF3
E D03 MMV200748 Tuberculose 374,28 C19H20NO2Br
E D04 MMV 667494 Malaria 494,03 C25H34N50CIF2
E D05 MMV 028694 Malaria 332,37 C18H16N60
E D06 MMV001499 Composto Referéncia Nifurtimox 287,29 CI10H13N30S5S
E D07 MMV688345 Toxoplasmose 311,40 C16H17NSS
E D08 MMV010545 Malaria 410,46 C19H18N603S
E D09 MMV023227 Malaria 271,37 C18HI9N3
E D10 MMV687700 Tuberculose 584,51 C17H18N608S
E D11 MMV676384 Tuberculose 307,32 C18HI14N3OF
E E02 MMV020289 Malaria 361,46 C18H23N303S
E EO03 MMV002816 Composto Referéncia Dietilcarbamazina 199,30 C10H2IN30
E E04 MMV634140 Malaria 431,97 C22H30N502Cl1
E EO05 MMV030734 Malaria 584,86 C17HI9N60CI
E E06 MMV 689243 Cinetoplastideos 466,42 C23H20N4F6
E E07 MMV676358 Malaria 324,56 CI11H7N5BrCl
E E08 MMV687729 Tuberculose 400,42 C22H22N203F2
E E09 MMV407834 Malaria 437,46 C22H26N303F3
E E10 MMV687813 Tuberculose 467,46 C25H23N304F2
E Ell MMV153413 Tuberculose 422,33 CI6HI11N204FSS
E F02 MMV019551 Malaria 354,40 C20H22N204
E F03 MMV 688552 Esquistossomose 393,39 C17H14N50F3S
E F04 MMV016838 Malaria 418,30 C22H16N30Br
E FO5 MMV676270 Malaria 356,43 C21H25N202F
E F06 MMV688755 Tuberculose 359,26 C14H12N305F3
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E F07 MMV228911 Tuberculose 393,46 C21HI9N303S
E FO8 MMV272144 Tuberculose 254,27 C9H10N403S
E F09 MMV026313 Malaria 237,26 CI4HI11IN30
E F10 MMV161996 Tuberculose 408,95 C20H25N203CIS
E F11 MMV688543 Dengue 442,63 C24H46N205
E G02 MMV 146306 Tuberculose 364,49 C23H28N202
E GO03 MMV688557 Tuberculose 303,83 CI2H13NO2S2
E G04 MMVO021013 Tuberculose 294,40 C18H22N4
E GO05 MMV392832 Malaria 316,36 C19H16N40
E G06 MMV688754 Cinetoplastideos Trifloxistrobina 408,37 C20H19N204F3
E GO07 MMV001561 Cinetoplastideos Fluoxetina 309,33 C17H18NOEF3
E GO8 MMV658988 Cinetoplastideos 338,84 CI19H19N4Cl
E G09 MMV084864 Malaria 316,32 C17HI12N60O
E G10 MMV676492  Filariose Linfatica 350,64 C9H5N30BrCIS2
E Gl1 MMV688415 Cinetoplastideos 433,54 C26H31N303
E HO02 MMV688330 Toxoplasmose 346,81 C18H19N203Cl
E HO3 MMV687796 Composto Referéncia Amicacina 781,76 C22H43N5013
E H04 MMV688939 Tuberculose 302,37 C19H18N4
E HO5 MMV688978 Composto Referéncia Auranofina 678,48 C20H34Au09PS
E HO06 MMV688990 Composto Referéncia Miltefosine 407,57 C21H46NO4P
E HO7 MMV688273 Cinetoplastideos 394,83 C21H16N40OCIF
E HO8 MMV393995 Tuberculose 204,23 CI0H12N40
E HO09 MMV1236379 Cinetoplastideos 232,24 CI2HI12N203
E H10 MMV688550 Cinetoplastideos 437,49 C23H27N504
E HI11 MMV495543 Tuberculose 276,36 C14H16N202S
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Compostos com atividade antibacteriana contra S. aureus MRSA
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Fonte: Adaptado de MMYV. disponivel em: https://www.mmv.org/mmv-open/pathogen-box/pathogen-box-
supporting-information.
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Compostos com atividade antibacteriana contra E. coli MCR-1
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Fonte: Adaptado de MMYV. disponivel em: https://www.mmv.org/mmv-open/pathogen-box/pathogen-box-
supporting-information

Compostos referéncia com atividade antibacteriana
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Fonte: Adaptado de MMYV. Disponivel em: https://www.mmv.org/mmv-open/pathogen-box/pathogen-box-
supporting-information



ANEXO 3 - Dados de citotoxicidade dos compostos com melhor atividade antibacteriana

101

HepG2 HepG2 HepG2 HepG2 HepG2:
MRC5 | PMM | PMM L6 HepG2 | HepG2 galactose galactose glucose glucose CHO inil:,i 5‘;
CC50 | CC50 | €C50 | €CC50 | Cc20 CC50 CC50 (uM), CC50 (uM), CC50 (uM), CC50 (uM), | €C50 a 109 M
(nMm) (uM) | (uM) | (uM) | (uM) (uM) | Experimento | Experimento | Experimento | Experimento | (uM) (‘yl;'
1 2 1 2 >
Placa | Posi¢do Composto

E BO6 MMV004168 | 31,8 48,0

C A02 MMV675997 >32 >32 36,7 15,3

E FO7 MMV228911 >50 >50 >50 >50

A EO6 MMV688756 >50 >50 >50 >50

E D10 MMV687700 > 100

C EO4 MMV687699 38,3

D D02 MMV676269 >80 >10

B D02 MMV020537 >10

B B11 MMV021057 >28 37

E A04 MMV688771 >50 8 >50

Fonte: Adaptado de MMV. Disponivel em: https://www.mmv.org/mmv-open/pathogen-box/pathogen-box-supporting-information
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