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Resumo

As micobactérias s@o microorganismos do género Mycobacterium, pertencentes ao filo
Actinobacteria que possuem formato bacilar e &acidos micélicos em suas paredes celulares.

Responséaveis por doengas como tuberculose e hanseniase, essas bactérias mostram alta
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resisténcia a medicamentos, demandando o desenvolvimento de novos farmacos com eficicia
mais elevada. Estudos recentes destacam os tiofenos, compostos de enxofre que, por seu
potencial farmacolégico, contribuem para a criacdo de derivados como os foetitiofenos C-F, que
apresentam atividade antimicrobiana. Dessa forma, o estudo objetiva avaliar preditivamente o
potencial anti-micobacteriano e a seguranca toxicolégica dos foetitiofenos C-F. As ferramentas
utilizadas para a realizagédo do estudo foram as plataformas pkCSM® e mycoCSM®, que por meio
de similaridade estrutural e assinaturas baseadas em gréaficos, possibilitaram a predicdo da
atividade anti-micobacteriana. Também foi usada a plataforma GUSAR® para a previsdo de doses
letais medianas (DL50) em ratos, e o software Graphpad Prism® para a andlise estatistica. Os
resultados indicaram que os foetitiofenos sdo potenciais anti-micobacterianos, mas ao serem
ingeridos podem gerar efeitos prejudiciais a saude, como o comprometimento do figado. Perante o
exposto, podem ser realizados ensaios in vitro para corroborar com os resultados deste estudo e
novas analises a respeito do potencial farmacolégico dos foetitiofenos C-F para a terapia de outras
doencas.

Palavras-chave: Micobactérias; Resisténcia; Medicamentos; Toxicidade.

Abstract

Mycobacteria are microorganisms of the genus Mycobacterium, belonging to the phylum
Actinobacteria, which have a bacillary shape and mycolic acids in their cell walls. Responsible for
diseases such as tuberculosis and leprosy, these bacteria show high drug resistance, requiring
the development of new drugs with higher efficacy. Recent studies have highlighted thiophenes,
sulfur compounds which, due to their pharmacological potential, have contributed to the creation
of derivatives such as C-F foetithiophenes, which have antimicrobial activity. This study aims to
predictively evaluate the anti-mycobacterial potential and toxicological safety of C-F
foetithiophenes. The tools used to carry out the study were the pkCSM® and mycoCSM®
platforms, which, through structural similarity and graph-based signatures, made it possible to
predict anti-mycobacterial activity. The GUSAR® platform was also used to predict median lethal
doses (LD50) in mice, and GraphPad Prism® software was used for statistical analysis. The
results indicated that foetithiophenes are potential anti-mycobacterial agents, but when ingested
they can have harmful effects on health, such as impairment of the liver. Given the above, in vitro
tests could be carried out to corroborate the results of this study and new analyses could be
carried out on the pharmacological potential of C-F foetithiophenes for the therapy of other
diseases.

Keywords: Mycobacteria; Resistance; Medicines; Toxicity.
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1. Introducéo

O género Mycobacterium contém cerca de 200 espécies que pertencem ao
filo Actinobacteria e apresentam em sua estrutura acidos micdlicos presentes na
parede celular e formato bacilar. As micobactérias provocam doeng¢as como
tuberculose, hanseniase e graves disturbios pulmonares (LEE et al., 2023).

O tratamento clinico contra as micobactérias varia consoante ao grupo das
cepas causadoras da doenca, sendo demorado em razdo da elevada resisténcia
a medicamentos (SEIDEL et al., 2022). Por consequéncia, necessita-se de novos
farmacos capazes de combater esses microorganismos para a criacdo de
métodos mais eficazes para o tratamento dessas doencas.

Nesse contexto, os tiofenos sdo uma classe de compostos muito estudados
por pesquisadores nos ultimos anos, visto que suas estruturas sdo compostas por
moléculas de enxofre que proporcionam uma forte propriedade de retirada de
elétrons, estabilidade a reacdes de hidrélise e propensédo a elétrons ao invés de
processos radicais. Essas caracteristicas contribuem para a produgcdo de novos
farmacos com atividades biolégicas como antiviral, antimicrobiana e
antileishmania (IBRAHIM et al., 2022).

Entre os derivados dos tiofenos estdo os foetitiofenos C-F, moléculas
obtidas a partir das raizes secas da Ferula foetida que apresentam atividade
antimicrobiana contra a bactéria Gram-positiva B. cereus (CHITSAZIAN-YAZDI et
al., 2015). Assim, esse estudo visa investigar de forma in silico o potencial anti-
micobacteriano para os compostos foetitiofenos C-F. Além de avaliar a seguranca

toxicologica das moléculas como medicamentos anti-micobacterianos.

2. Revisao da Literatura

2.1 Estudos in silico no desenvolvimento de medicamentos

A producéo tradicional de farmacos trata-se de um processo arriscado e
demorado, pois consisti em identificar alvos, descobrir e otimizar moléculas, como
também realizar estudos pré-clinicos, clinicos e de seguranca toxicolégica. O
periodo de desenvolvimento até o medicamento estar disponivel para o
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consumidor dura entre 10 a 15 anos e 0s gastos sdo proximos a US$ 2,558
bilhdes. Além disso, apenas 13% dos medicamentos sdo aprovados e liberados
ao mercado. Esses resultados sdo consequéncias da toxicidade, baixa eficacia,
fraca absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (SHAKER et al., 2021).
Neste cenario, os métodos computacionais se tornaram fundamentais no
desenvolvimento de farmacos, visto que reduzem riscos, recursos e a relacao
custo-eficacia. Também sdo importantes no auxilio dos ensaios experimentais,
facilitando a pesquisa e orientando a validagéo dos estudos. Os procedimentos in
silico vém ganhando credibilidade em virtude de sua confiabilidade e exatiddo na
predicéo dos resultados das propriedades dos compostos (AGAMAH et al., 2020).
As quantitative structure-activity relationships (QSARs) sdo métodos in
silico que relacionam matematicamente as conformagfes das moléculas e suas
propriedades de maneira quantitativa. Essas metodologias sdo essenciais para a
elaboracdo de novos medicamentos devido ao surgimento de bactérias
resistentes a antibacterianos. Dessa forma, as QSARs contribuem diminuindo o
tempo de desenvolvimento dos farmacos, os custos econdmicos e 0 uso de
testes em animais (SUAY-GARCIA et al., 2020).

3. Metodologia

3.1 pkCSM®

O pkCSM® é uma plataforma online utilizada para caracterizar e prever
propriedades fisico-quimicas, farmacolégicas e toxicolégicas de pequenas
moléculas. A previsdo é realizada por preditores de cinco classes, sendo elas
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excre¢cao e toxicidade (PIRES; BLUNDELL
& ASCHER, 2015).

A ferramenta opera por meio de similaridade estrutural baseada em
graficos que preparam o algoritmo de previsdo para codificar a distancia entre os
atomos (YENI & RACHMANIA, 2022).
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3.2 mycoCSM®

O mycoCSM® (https://biosig.lab.ug.edu.au/myco_csm/) funciona mediante
assinaturas fundamentadas em graficos para prever compostos anti-
micobacterianos. A atividade contra as micobactérias sdo avaliadas utilizando a
concentragdo inibitéria minima (CIM) < 1 log(uM) (PIRES & ASCHER, 2020).
Além disso, a plataforma fornece valores de doses maximas toleradas
recomendadas (DMTRs) em log(mg/kg/dia), informando as doses seguras em
seres humanos (MEDINA-BARANDICA et al., 2023).

3.3 (GUSAR®) General Unrestricted Structure-Activity Relationships

O GUSAR® é uma ferramenta online disponivel gratuitamente que realiza a
previsdo de doses letais medianas (DL50) em ratos. A predicéo é feita a partir de
modelos que relacionam a estrutura e as propriedades de compostos organicos
em uma anélise quantitativa (ASKEROVA, 2023).

Para classificar a toxicidade das moléculas, 0 GUSAR® utiliza as normas da
Organization of Economic Cooperation and Development (OECD) (PERVEZ et
al., 2021). As estruturas séo avaliadas por via oral e classificadas em: classe 1
(DL50 = 5 mg/kg), classe 2 (5 < DL50 < 50 mg/kg), classe 3 (50 < DL50 < 300
mg/kg), classe 4 (300 < DL50 < 2000 mg/kg), classe 5 (DL50 > 2000 mg/kg) e
nao classificadas (DL50 > 5000 mg/kg) (HAMM et al., 2021).

3.4 Avaliacéo estatistica

O estudo estatistico foi realizado com o software Graphpad Prism® para
realizar analise de one way anova, identificando diferencas significativas entre as
DL50 das vias de administracdo de medicamentos. Na avaliacdo as doses foram
normalizadas e aplicadas ao teste de multiplas comparagbes de Turkey, em que,

para identificar uma diferenca significativa, o valor de P deve ser < 0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Atividade anti-micobacteriana

A partir das propriedades fisico-quimicas, pode-se analisar o potencial anti-
micobacteriano ao utilizar como critério a Regra dos Cinco de Lipinski (PIRES &
ASCHER, 2020). De acordo com Lipinski, as propriedades sdo: peso molecular
(PM) < 500 g/mol; coeficiente de particdo octanol-agua (logP) < 5; doadores de
hidrogénio (DH) > 5; aceitadores de hidrogénio (AH) > 10. Posteriormente,
estudos adicionaram mais dois critérios a regra, sdo eles: area de superficie (AS)
< 140 A e ligacdes rotativas (LR) < 10, propriedades que influenciam na
permeabilidade e flexibilidade do farmaco (CHEN et al., 2020).

Utilizando essas propriedades, foram construidas a Tabela 1 de
propriedades fisico-quimicas e a Figura 1 com o radar de biodisponibilidade, o

gual indica pela cor laranja a regido do potencial anti-micobacteriano.

Figura 1. Radar de biodisponibilidade

logP

LR
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a» FTFC e» FTFD ea» FTFE e FTFF

Fonte: Autores
Notas: PM — Peso molecular; logP — Coeficiente de particdo octanol-agua; LR — Ligacdes

rotativas; AH — Aceitadores de hidrogénio; DH - Doadores de hidrogénio; AS — Area de superficie.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas

PM AS
Compostos logP LR AH DH
(g/mol) (&)
FTFC 183,345 3,536 2 2 0 77,02
FTFD 310,553 6,093 4 3 0 128,812
FTFE 202,344 2,551 2 2 0 80,271
FTFF 188,361 3,742 1 2 0 78,21

Fonte: Autores

Observando a Figura 1 e a Tabela 1, o FTF D indicado pela cor verde
extrapola o limite do logP (6,093), ao mesmo tempo que apresenta AH (3) e DH
(0) inferiores a quantidade ideal. Os compostos FTF C, E e F exibidos pelas cores
vermelho, azul e roxo, respectivamente, apresentaram resultados idénticos de AH
(2) e DH (0). Contudo, esses numeros de aceptores e doadores estdo abaixo do
exigido pela Regra dos Cinco. Desta forma, essas moléculas apresentam bom
potencial anti-micobacteriano, em virtude da maioria de suas propriedades fisico-
guimicas se enquadrarem na regra de Lipinski. J& a FTF D apresentou moderado
potencial anti-micobacteriano, pois metade dos parametros nao foram atendidos
(logP, AH e DH).

Com o potencial anti-micobacteriano dos foetitiofenos aferido, elaborou-se a
Tabela 2 com dados sobre os valores CIM fornecidos em log(uM) para diversas
cepas de micobactérias e as DMTRs dos potenciais farmacos em humanos.

Ao avaliar a Tabela 2, verifica-se que a CIM do FTF C foi maior contra a M.
phlei (-3,583), enquanto a menor se sucedeu na M. tuberculosis (-4,699). No FTF
D, o valor mais elevado encontra-se na M. intracellulare (-3,792) e o mais baixo
foi na M. phlei (-4,946). Logo apos, na avaliagdo do FTF E, a concentragdo mais
elevada ocorreu na M. avium (-3,178) e a mais inferior foi na M. bovis (-4,979).
Por altimo, no FTF F, o valor mais elevado sucedeu na M. smegmatis (-3,689) e o
menor aconteceu na M. tuberculosis (-4,511). Diante dos resultados
apresentados, todos os foetitiofenos exibiram atividade anti-micobacteriana

contra as cepas analisadas, visto que, apresentam concentracao < 1 log(uM).
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Tabela 2. Atividade anti-micobacteriana dos foetitiofenos

Atividade biolégica - CIM logio(uM)

] ) ) ) 3 ) ) ] Caseum DMTR
Compostos M. avium M. bovis M. fortuitum M. intracellulare M. kansasii M. phlei M. smegmatis M. tuberculosis )
(%) log(mg/kg/dia)
FTFC -3,888 -4,635 -3,657 -4,153 -4,193 -3,583 -3,671 -4,699 21,337 0,853
FTF D -3,911 -5,138 -3,812 -3,792 -4,757 -4,946 -4,176 -4,237 4,888 0,986
FTFE -3,178 -4,979 -3,631 -4,156 -4,189 -3,578 -3,774 -3,938 25,213 0,982
FTFF -4,4 -4,281 -3,805 -4,262 -4,282 -3,92 -3,689 -4,511 24,24 0,676

Fonte: Autores

Notas: CIM — Concentragdo inibitéria minima; DMTR — Dose méaxima tolerada recomendada.
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Ainda na Tabela 2, além da analise da CIM para avaliar a atividade contra a
M. tuberculosis, utiliza-se também a fracdo néo ligada ao caseum (%, visando
indicar a distribuicdo do composto no nucleo caseoso e uma melhor eficacia
contra a micobactéria (SARATHY & DARTOIS, 2020). A molécula com a menor
fracdo nao ligada foi o FTF D, com 4,888%, sinalizando uma o6tima eficiéncia
contra a M. tuberculosis. Ja4 o FTF E apresentou a maior fracdo, equivalente a
25,213% e indicando efetividade contra a cepa. Em complemento, as DMTRs
apresentadas pelos foetitiofenos foram consideravelmente baixas, onde a maior
dose exibida foi do FTF D de 0,986 log(mg/kg/dia). Caso essas doses sejam

excedidas, os compostos podem gerar efeitos toxicolégicos em seres humanos.

4.2 Seguranca toxicolégica

Os ratos sdo animais muito utilizados na investigacdo da eficiéncia de
medicamentos e na avaliacdo de toxicidade dos farmacos, em virtude do seu
metabolismo semelhante com os seres humanos, periodo de gestacao reduzido e
vida curta (GAD, 2019). Diante disso, produziu-se a Tabela 3 em que é avaliada a
DL50 por via intraperitonial (IP), intravenosa (IV), oral e subcutanea (SC) dos
foetitiofenos em ratos, para analisar a seguranca desses cOmpostos como

possiveis medicamentos.

Tabela 3. Doses letais administradas em diferentes vias

DLso (mg/kQg)
Classe
Compostos IP v Oral o
toxica

FTFC 183,9 75 1.235 4 220,7
FTF D 435,8 76,96 1.126 4 575,5
FTFE 86,85 1449 1.083 4 264

FTFF 283,2 54,84 1.908 4 381,3

Fonte: Autores

Notas: DLso - Dose letal 50%; IP — Intraperitonial; IV — Intravenosa; SC - Subcutanea

Avaliando a Tabela 3, na via IP, as doses variaram entre 86,85 (FTF E) e

435,8 mg/kg (FTF D). Os menores valores de DL50 foram observados pela
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administracao IV, enquanto o FTF F apresentou o menor valor com 54,84 mg/kg,
o FTF E denotou o maior com 144,9 mg/kg. Na via SC, a dose letal mais baixa foi
apresentada pelo FTF C, tendo resultado igual a 264 mg/kg, jA a DL50 mais
elevada foi exibida pelo FTF D com 575,5 mg/kg. Pela administracdo oral, as
moléculas apresentaram doses elevadas, variando entre 1.083 (FTF E) e 1.908
mg/kg (FTF F). Os resultados da via oral indicaram que 0S compostos sdo
prejudiciais quando ingeridos, por estarem inseridos na classe 4, que possui um
intervalo entre 300 a 2.000 mg/kg (MUSLIKH et al., 2022). Portanto, pode-se
inferir que os foetitiofenos pela via oral excederam os valores previstos das
DMTRs.

A ingestdo desses possiveis anti-micobacterianos pode acarretar
biotransformacdo e a formacdo de metabdlitos mais tdéxicos que 0os compostos
majoritarios. Desse modo, prejudicando o figado, o6rgdo responsavel pela
biotransformacao de xenobidticos (BERETTA, 2020).

Em vista disso, como a via oral € a principal rota de administracdo de
medicamentos, foi elaborada a Figura 2, onde é ilustrado o log da DL50 dos
foetitiofenos nas vias ja analisadas (IP, IV, oral e SC) para identificar se ha

diferencas significativas entre essas rotas.

Figura 2. Gréfico da média da DL50 das rotas de administragao
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Fonte: Autores

Nota: * - Diferenga significativa entre as rotas.
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Ao visualizar a Figura 2, nota-se que a IV é a via com menor média no
grafico, enquanto a oral possui a média mais elevada. Estas vias apresentaram
diferencas significativas em relacdo as outras, isso é evidenciado pelo descritor
estatistico P que apresentou valor < 0,0001. As rotas que manifestaram diferenca

foram a IP, IV e SC em relacéo a oral, e também a SC com a IV.

5. Conclusao

Em sintese, os foetitiofenos C-F apresentaram atividade anti-
micobacteriana para todas as cepas avaliadas. Além disso, as moléculas no
ensaio de toxicidade mostraram ser farmacos prejudiciais quando ingeridos.
Diante do exposto, o estudo pode ser complementado com analises in vitro para
respaldar os resultados apresentados e novas pesquisas sobre a atividade
farmacolégica dos foetitiofenos C-F, a fim de contribuir no tratamento de outras

doencas.
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