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RESUMO

Considerando a prevaléncia da tuberculose mundialmente, o0 aumento da resisténcia
bacteriana e a falta de medicamentos inovadores no mercado, faz-se necessario o
desenvolvimento de pesquisas que sejam capazes de enfrentar as dificuldades
citadas. A utilizacdo de metodologias in silico para o reposicionamento de farmacos
tem sido capaz de diminuir falhas, tempo e recursos apresentados durantes as fases
| e Il da pesquisa clinica, visto que € capaz de realizar uma rapida varredura de
milhares de moléculas contra um determinado alvo, otimizando o descobrimento ou o
reposicionamento de novas terapias. Em estudo prévio, foi possivel identificar uma
série de farmacos passiveis de reposicionamento a partir da docagem molecular de
milhares de moléculas aprovadas para uso no mercado com uma proteina
transmembrana (MmpL3) e duas enzimas de Mycobacterium tuberculosis, a saber,
RNA-polimerase, alvo da Rifampicina e Enoil-ACP-redutase, alvo da Isoniazida.
Posteriormente, foi realizada uma andlise in silico da toxicidade dos farmacos
selecionados utilizando o software Nexus da Lhasa®. A partir das informacgées obtidas
pelo programa e complementadas com dados de bases externas, foi desenvolvido um
algoritmo e, consequentemente, um novo ranking dos farmacos foi determinado
levando em conta a toxicidade. Como resultado, foram selecionados cinco farmacos
(Carvedilol, Cetoconazol, Daclatasvir, Orlistate e Otilénio) com baixo risco toxicolégico
e com potencial de interagdo com M. tuberculosis para os estudos in vitro. Estes
farmacos foram testados de forma individual e em associac&o com farmacos utilizados
comumente na terapéutica da tuberculose contra as cepas H37Rv, CDC 1551,
Erdman, mc26230 e XDR de M. tuberculosis para ensaios de MIC (minimum inhibitory
concentration), FICI (fractional inhibitory concentration index), ensaio de Kill-kinetics,
capacidade de inducéo de resisténcia e internalizacdo com macrofagos. O estudo de
MIC revelou que o Carvedilol, Orlistate e Otilobnio foram os mais promissores
individualmente e, durante o estudo de FICI, foi identificado que todos os trés
obtiveram sinergismo de atividade com pelo menos um dos farmacos padréo para
tratamento da tuberculose. O estudo de Kill-kinetics demonstrou que as associacdes
ORL/INH, ORL/RIF, ORL/BED, CAR/INH e CAR/BED obtiveram efeito bactericida ao
longo de 30 dias de tratamento e que o OTI demonstrou atividade bacteriostatica em
associacdes com INH e BED. Mais além, foi verificado que mesmo apés a bactéria
ser fagocitada por macréfagos, os farmacos ORL e CAR continuaram demonstrando
atividade antimicobacteriana. Em experimento de indugdo de mutacdo espontanea,
ORL demonstrou baixa capacidade de gerar resisténcia, enquanto CAR nao
demonstrou nenhum crescimento de cepas espontaneas. Em suma, a presente tese
avaliou, utilizando ferramentas in silico e in vitro, os farmacos ORL, CAR e OTI
disponiveis no mercado para reposicionamento contra M. tuberculosis, determinando
gue estes possuem atividade contra cepas sensiveis e resistentes de Mtb, sinergismo
com farmacos de primeira e segunda linha da terapia contra TB, atividade bactericida
(ORL e CAR) e bacteriostatica (OTI), baixa capacidade de gerar resisténcia, e
atividade intracelular, fornecendo assisténcia ao combate dessa doenca secular.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; in silico; in vitro; reposicionamento de
farmacos; toxicidade comparativa.



ABSTRACT

Considering the global prevalence of tuberculosis, the increase in bacterial resistance,
and the lack of innovative drugs in the market, it was necessary to develop research
capable of addressing these difficulties. The use of in silico methodologies for drug
repositioning has shown to be able to reduce failures, time, and resources spent during
phases | and Il of clinical research, as it can swiftly screen thousands of molecules
against a specific target, optimizing the discovery or repositioning of new therapies. In
a previous study, it was possible to identify a series of drugs suitable for repositioning
through molecular docking of thousands of market-approved molecules with a
transmembrane protein (MmpL3) and two enzymes of Mycobacterium tuberculosis,
namely RNA polymerase, the target of rifampicin, and Enoil-ACP reductase, the target
of isoniazid. Subsequently, an in silico analysis of the toxicity of the selected drugs was
conducted using the Lhasa® Nexus software. Based on the information obtained from
the program and supplemented with external database data, an algorithm was
developed, and consequently, a new ranking of the drugs was determined, considering
toxicity. As a result, five drugs (Carvedilol, Ketoconazole, Daclatasvir, Orlistat, and
Otilonium) with low toxicological risk and potential interaction with M. tuberculosis were
selected for in vitro studies. These drugs were tested individually and in combination
with drugs commonly used in tuberculosis therapy against M. tuberculosis strains
H37Rv, CDC 1551, Erdman, mc?6230 and XDR for MIC (minimum inhibitory
concentration) assays, FICI (fractional inhibitory concentration index), Kill-kinetics
assay, resistance induction capacity, and internalization with macrophages. The MIC
study revealed that Carvedilol, Orlistat, and Otilonium were the most promising
individually, and during the FICI study, it was identified that all three exhibited
synergistic activity with at least one of the standard drugs for tuberculosis treatment.
The kill-kinetics study demonstrated that the combinations ORL/INH, ORL/RIF,
ORL/BED, CAR/INH and CAR/BED obtained bactericidal effect over 30 days of
treatment and that OTI demonstrated bacteriostatic activity in combinations with INH
and BED. Furthermore, it was observed that even after the bacteria were
phagocytosed by macrophages, both ORL and CAR continued to demonstrate
antimycobacterial activity. The experiment of spontaneous resistant mutants
determined that ORL had low potential for developing resistance, while CAR showed
no growth of resistant strains. In summary, the present thesis evaluated, using in silico
and in vitro tools, the commercially available drugs ORL, CAR, and OTI for
repositioning against M. tuberculosis, determining that they exhibit activity against both
sensitive and resistant strains of Mtb, synergy with first- and second-line drugs used in
TB therapy, bactericidal activity (ORL and CAR), bacteriostatic activity (OTI), low
potential to generate resistance, and intracellular activity, thus contributing to the fight
against this old-age disease.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; in silico; in vitro; drug repositioning;
comparative toxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Revisao da literatura

A tuberculose (TB), uma das doencas mais antigas e persistentes da
humanidade, possui um historico que remonta milhares de anos. E causada pela
micobactéria Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e os primeiros vestigios da doenca em
humanos foram identificados em um créanio datado em 500 mil anos, na Turquia.
Entretanto, a primeira deteccdo com alto nivel de evidéncia, utilizando
sequenciamento por PCR, detectou a presenca genética da bactéria em criancas e
mulheres na regido do Mediterraneo datado em 9 mil anos (Donoghue, 2016;
Natarajan; Beena; Devnikar; Mali, 2020). Hipocrates, em 460-355 BC, j4 havia
denominado como Phthisis uma doenca que atacava os pulmdes, provocando tosse,
secrecédo e febre (Comrie, 1910). Além, descricbes de doencas com caracteristicas
semelhantes & TB também ja foram citadas em literaturas antigas Chinesas, Arabes
e Indianas, esta ultima referindo-a como Yakshma, em portugués traduzido como
“‘doenca devastadora” (Rosenblatt, 1973; Rubin, 1995; Sharma, S.; Mohan, A., 2004;
Sharma; Mohan, 2013). Evidéncias ao longo da histéria mostram que a doenca ja
afligia populagcdes antigas e, ao longo dos séculos, a tuberculose se tornou uma das
principais causas de morbidade e mortalidade.

O século XIX e inicio do século XX testemunharam uma pandemia de
tuberculose de proporcbes alarmantes, ganhando o sombrio apelido de "A Peste
Branca" (Dubos; Dubos, 1987), em contraste com a conhecida “Peste Negra”, ou
peste bubbnica, causada pela bactéria Yersinia pestis (Zietz; Dunkelberg, 2004). A TB
assolou as cidades, deixando uma marca indelével nas politicas de saude publica,
arte e literatura, marcando histéria como a doenga dos romanticos, poetas e reis
(Buchanan; Rainsford; Kean; Kean, 2023; Pezzella, 2019; Porto, 1999; Smith, 1984).
Apesar do histérico antigo, apenas em 1882 o agente causador da TB foi isolado por
Robert Koch, o que representou um marco crucial na luta contra a doenca e em 1905

rendeu a ele o Prémio Nobel de Medicina, revolucionando a compreensao a respeito
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da doenca e estabelecendo as bases para avancos diagndsticos e terapéuticos, que
ja estavam em processo de pesquisa (Cambau; Drancourt, 2014; Koch, 1891).

A chegada dos antibiéticos na metade do século XX, notadamente a
Estreptomicina (STREP) e o Acido para-aminosalicilico (PAS), inaugurou uma nova
era no tratamento da tuberculose (Feldman; Hinshaw, 1944; Feldman; Hinshaw;
Mann, 1945; Hinshaw; Feldman; Pfuetze, 1946; Lehmann, 1946; Marshall, 1948).
Essas descobertas ofereceram uma verdadeira chance de recuperacéo para inumeros
individuos. No entanto, o farmaco que mudou o curso da doenca e € utilizado até os
dias modernos, foi desenvolvido em 1952 e denominado Isoniazida (INH) (Knox; King;
Woodroffe, 1952). Multiplos estudos foram realizados ao longo dos anos a respeito da
atividade individual e do sinergismo dessas drogas, a capacidade de induzir cepas
resistentes e diminuir tempo de terapia (Grumbach, 1970; Knox; King; Woodroffe,
1952; Mccune; Mcdermott; Tompsett, 1956; Santha; Nazareth; Krishnamurthy;
Balasubramanian et al., 1989), até que o regime de 1 ano de PAS e INH suplementado
com STREP foi adotado pela maior parte da Europa (Mitchison; Davies, 2012).
Entretanto, o longo tempo de tratamento, o alto custo de uma internagéo extensa e o
surgimento de cepas resistentes aos medicamentos apresentaram novos desafios,
demandando que uma pesquisa continua e vigilancia na luta global contra a TB
continuasse avancando. Entre as décadas de 1950-70, a Pirazinamida (PZA) (Mccune
; Tompsett ; Mcdermott 1956) e Rifampicina (RIF) (Grumbach, 1970) foram
desenvolvidas com o intuito de resolver essas probleméticas, resultando na mudanca
inédita do tempo de tratamento para apenas 6 meses ao adicionar PZA ou RIF ao
esquema INH+STREP (Bmrc, 1972). Por fim, o Etambutol (EMB) também demonstrou
boa atividade antimicobacteriana (Jindani; Nunn; Enarson, 2004) e a Organizacao
Mundial da Satude (OMS) passou a adotar o esquema de 2 meses de terapia intensiva
com INH/RIF/PZA/EMB + 4 meses de manutencdo com INH/RIF, que é utilizado até
hoje. Associado com o tratamento, Albert Calmette and Camille Guérin desenvolveram
avacina, que seria denominada BCG, partindo da cepa de Mycobacterium bovis (King;
Park, 1929). Desde meados do século XX, a vacina desenvolvida pela dupla de
bacteriologistas franceses vem sendo usada amplamente e declara-se que ao menos
90% da populagcdo mundial esteja imunizada pela BCG, apesar dos percalgos que

envolvem seu uso (Collette; Bourhaba; Moutschen, 2006; Price, 1982).
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No final da década de 70, acreditou-se que a TB ndo se apresentasse mais
como um problema de saude publica mundial, entretanto, a emergéncia do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e a consequente sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) evidenciaram novamente a TB como uma problematica importante
devido a coinfeccdo com HIV (Natarajan; Beena; Devnikar; Mali, 2020). Em 1994, a
OMS declarou oficialmente a TB como “emergéncia global” (Who, 1994). Associado,
viu-se a ecloséo de cepas resistentes aos farmacos utilizados, dando inicio & uma
sequéncia de classificagbes como tuberculose multirresistente (TB-MDR) (Chaudhuri,
2020; Sharma, S. K.; Mohan, A., 2004), tuberculose extensivamente resistente (TB-
XDR) (Migliori; Loddenkemper; Blasi; Raviglione, 2007; Who, 2006) e, de forma néo
oficial (Ié-se ndo reconhecida pela OMS, porém identificadas em artigos cientificos),
super TB-XDR (Velayati; Masjedi; Farnia; Tabarsi et al., 2009) e cepas totalmente
resistentes (TB-TDR) foram identificadas na regido do Mediterraneo Oriental,
apontadas como resistentes aos farmacos de primeira e segunda linha:
aminoglicosideos, polipeptideos ciclicos, fluoroquinolonas, tioamidas, analogos de
serina e derivados do &cido salicilico (Velayati; Farnia; Masjedi; Ibrahim et al., 2009).

Atualmente, de acordo com o ultimo relatério publicado pela OMS, estima-se
gue um quarto da populacdo mundial tenha sido infectado com TB, mas que a maioria
das pessoas nao ira desenvolver a doenca. Apesar disso, até a pandemia do
coronavirus (COVID-19), a tuberculose era a principal causa de morte por um Unico
agente infeccioso, acima do HIV/AIDS (OMS, 2023). Entretanto, durante os anos da
pandemia, houve uma queda significativa no nimero de pessoas diagnosticadas com
TB no mundo, provavelmente devido a reducdo da capacidade do sistema de saude
para continuar a prestar servi¢cos relacionados a TB, capacidade reduzida de procurar
cuidados no contexto de lockdown, preocupacdes sobre os riscos de ir as unidades
de saude durante uma pandemia e estigma associado a semelhancas dos sintomas
entre TB e COVID-19. As redu¢des no numero relatado de pessoas diagnosticadas
com TB entre 2020 e 2021 sugerem que o0 numero de pessoas nao tratadas tambéem
aumentou, resultando primeiro em um aumento no niumero de mortes por TB e mais
transmissdo comunitaria de infec¢cdo. Em numeros, estima-se que entre 2019 e 2021,
houve cerca de 1,4 milhdes de mortes por TB entre pessoas HIV-negativas e 187.000
mortes entre pessoas vivendo com HIV, num total combinado de 1,6 milhdes
mundialmente, revertendo anos de declinio entre 2005 e 2019 (OMS, 2023).
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Outros impactos negativos sobre a TB durante a pandemia de COVID-19
incluem uma queda entre 2019 e 2020 no numero de pessoas tratadas para TB-
resistente a Rifampicina (TB-RR) e TB-MDR (-17% em relacdo aos anos anteriores),
com uma recuperagdo parcial (+7,5%) em 2021, além de um declinio nos gastos
globais em servigos essenciais em TB (de US$ 6,0 bilhdes em 2019 para US$ 5,4
bilhdes em 2021, menos que metade do que é tido como necessario) (OMS, 2023).

Em conjunto, esses dados contribuem para a concluséo de que, mais do que
nunca, sao necessarios esforcos intensificados e apoiados por um maior
financiamento com o objetivo de mitigar e reverter os impactos negativos da pandemia
do coronavirus na enfermidade que € a tuberculose.

No Brasil, a Tuberculose é uma doenca infecciosa que continua a ser um
desafio de saude publica. A epidemiologia dessa doenca revela uma realidade
complexa e multifacetada. Durante os anos da pandemia de covid-19, houve uma
diminuicdo nos casos diagnosticados, porém, em 2022, houve uma importante
recuperacgdo nacional no numero de pessoas diagnosticadas com TB e tratadas, com
38,0 casos por 100 mil habitantes e 81.604 casos novos, ap0s dois anos de
interrupcdes (Saude, 2023). Em 2023, houve uma reducéo na ocorréncia de casos e
no risco de adoecimento, com 37,0 casos por 100 mil habitantes e 80.012 casos
novos. Os dados de 2023 obtidos pelo Boletim Epidemiolégico da Secretaria de
Vigilancia em Saude e Ambiente ainda séo preliminares, o que pode explicar essa
reducdo. Em 2022, a TB ainda levou ao 6bito mais de 5 mil pessoas, com 2,72 6bitos
por 100 mil habitantes e 5.845 ébitos (Saude, 2023).

Fatores socioecondmicos, condi¢cdes de vida precéarias e desigualdades na
distribuicdo de recursos de saude contribuem para a persisténcia dessa enfermidade.
Por exemplo, entre as populacdes em situacéo de vulnerabilidade, a coinfeccdo TB-
HIV passou de 8,6% em 2022 para 9,3% em 2023. A partir de 2021, com excecéo da
populacdo privada de liberdade (PPL), observou-se elevacdo do nimero de pessoas
com TB pertencentes a algum grupo em situacao de vulnerabilidade, com destaque
para a populacdo em situacdo de rua (PSR), que apresentou o maior aumento. As
taxas de incidéncia variam consideravelmente entre as regifées do pais, sendo mais

prevalentes na regido norte (Figura 1) (Saude, 2023).
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Figura 1. Coeficiente de incidéncia de tuberculose (casos por 100 mil hab.) por Unidades da
Federacdo. Brasil, 20232. Fonte: Sistema de Informagcdo de Agravos de Notificacdo/Secretaria
Estaduais de Saude/Ministério da Salde; Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (Saude, 2023).

Esforcos tém sido realizados para melhorar o acesso a testes de diagnostico
mais sensiveis. Comumente, apds o diagnadstico clinico e diferencial preliminar, sao
realizadas técnicas diagnésticas como a baciloscopia direta (método de Ziehl-
Nielsen), que permite detectar entre 60-80% dos casos de TB pulmonar (Saude,
2019). A cultura, podendo ser realizada através do meio liquido (MGIT®) ou sélido
(Léwenstein-Jensen e Ogawa-Kudoh), que possui alta especificidade e sensibilidade,
baixo custo e chance de contaminacdo, porém tem a desvantagem de tempo
(resultado entre 15-30 dias). O teste rapido molecular para tuberculose (TRM-TB) a
partir do GeneXpert®, baseado na reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR-RT), também sendo capaz de detectar resisténcia a Rifampicina e possui
sensibilidade entre 90-95% (Saude, 2019). Ademais, podem ser requisitados
diagnoésticos por imagem, mais especificamente radiografia de torax e tomografia
computadorizada de torax. Programas de saude publica tém sido implementados
visando a reducdo da carga da doenga, como a Estratégia Nacional para o Fim da

Tuberculose no Brasil. Essa estratégia visa o diagndstico precoce, o tratamento eficaz,
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a melhoria na qualidade dos servicos de saude e a busca ativa de casos (Saude,
2023).

O diagnostico precoce e o tratamento adequado sdo fundamentais para o
controle da doenca, mas alguns desafios persistem, como a resisténcia aos
medicamentos utilizados no tratamento padrdo. De acordo com o Manual de
Recomendacdes e Controle da Tuberculose no Brasil, os esquemas basicos para o
tratamento séo seccionados de acordo com idade e tipo de infecgdo. Para adultos e
adolescentes (= 10 anos de idade) o esquema 2RHZE/4RH é recomendado para
tuberculose pulmonar (2 meses de Rifampicina (R), Isoniazida (H), Pirazinamida (Z) e
Etambutol (E), seguidos de 4 meses da dupla RH). O esquema basico para tratamento
da TB meningoencefalica e osteoarticular em adultos e adolescentes (= 10 anos de
idade): é 2RHZE/10RH. Para criancas, o esquema basico da tuberculose pulmonar é
(< 10 anos de idade): 2RHZ/4RH e para o tratamento da TB meningoencefalica e
osteoarticular: 2RHZ/10RH (Saude, 2019). O manual também aborda os esquemas
de tratamento oferecidos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) para outras condi¢des
e comorbidades como gestacéo, hepatopatias, nefropatias, diabetes e coinfeccao pelo
HIV.

Como citado acima, a Tuberculose é uma doenca que pode afetar diferentes
partes do corpo, sendo dividida em Tuberculose Pulmonar e Tuberculose
Extrapulmonar, dependendo do local afetado. A Tuberculose Pulmonar € a forma mais
comum, onde os pulmdes s&o afetados. Os sintomas incluem tosse persistente, febre,
sudorese noturna e perda de peso (Milburn, 2001). J& a Tuberculose Extrapulmonar,
gue abrange aproximadamente 15% das infec¢des, afeta 6rgaos e tecidos além dos
pulmdes, como os ganglios linfaticos, ossos, articulacdes, sistema nervoso central,
entre outros, onde os sintomas vao depender do 6rgao afetado (Golden; Vikram, 2005;
Rodriguez-Takeuchi; Renijifo; Medina, 2019).

A abordagem terapéutica para a Tuberculose Extrapulmonar é mais
individualizada e pode envolver a adicdo de medicamentos especificos para garantir
a erradicacéo da infeccédo em diferentes partes do corpo. Por conta disso, assim como
para outras infecgBes bacterianas, é crucial seguir o tratamento conforme prescrito,
completando o ciclo de antibiéticos mesmo que os sintomas desaparecam, para

prevenir a resisténcia bacteriana e a reativagao da doenca.
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1.2 Agente etioldgico e patofisiologia

A morfologia celular do M. tuberculosis é caracterizada pela sua aparéncia em
forma de bastonete, levemente curvada, variando tipicamente de 2 a 4 micrometros
de comprimento (Yamada; Yamaguchi; Chikamatsu; Aono et al., 2015). Esta
micobactéria, junto com outras micobactérias do complexo Mycobacterium
tuberculosis (MtbC), sdo denominadas Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR), pois
devido a alta concentracdo de lipidios em sua parede celular, conseguem reter a
coloracdo por fucsina, mesmo apos a lavagem com 4alcool-acido, método este
conhecido como coloracdo de Ziehl Neelsen (Van Deun; Hossain; Gumusboga;
Rieder, 2008).

A complexa estrutura da parede celular € central para a patogenicidade da M.
tuberculosis. De forma geral, essa estrutura € formada por trés grandes classes:
acidos micalicos, arabinogalactanos (polissacarideos) e peptidoglicanos (Jankute;
Cox; Harrison; Besra, 2015) (Figura 2). Como citado acima, um dos componentes que
contribui para a alta lipofilicidade da parede celular micobacteriana sdo os acidos
micolicos de cadeia longa, que conferem um alto grau de impermeabilidade a muitos
antibioticos e evaséo aos fatores imunologicos do hospedeiro (Alsayed; Beh; Foster;
Payne et al., 2019). Além disso, a parede celular da micobactéria € composta por uma
camada de arabinogalactano, componente que, formado majoritariamente por
residuos de acUcar galactose (Gal) e arabinose (Ara) (Mcneil;, Wallner; Hunter;
Brennan, 1987), fornece suporte estrutural e conecta a camada de peptidoglicano a
camada lipidica externa (Mcneil; Daffe; Brennan, 1990). Além disso, a parede celular
micobacteriana ainda possui uma camada de peptidoglicanos, fornecendo forma,
rigidez e estabilidade osmdtica e, para aléem da Mtb, pode ser encontrada tanto em

bacilos gram-negativos como em gram-positivos (Schleifer; Kandler, 1972).



29

¢/
p-arabino-o-mannan o-mannan
e nasill Pt

Capsula m"""""“"‘n’.«

LM a-0-glucan

| |
Membrana
externa ‘ \ ;
H
B \J
' 4 L ' :-’

AG

b
pc{' .."..El.'

Membrana | fififfiiy ]1 Nw i IIHl|IHﬂlllwlll‘!l\'ll'i’!llIH AAAnARAAAARARARANANAMN
incerna | ULLUUULRULY ] T, S R KR R

Ul
|| Fosfolipideo
PDIM/PGL
TMM SL PAT | one

Figura 2. Estrutura geral do envelope de M. tuberculosis. Simbolos na coloracdo marrom
representam residuos de manose. Simbolos na colora¢do azul representam residuos de arabinose.
Simbolos na coloracdo vermelha representam residuos de galactose. Simbolos na coloragéo preta
representam residuos de glicose. Na regido da capsula, os compostos d-arabino-d-mannan, d-glucan,
e d-mannan sdo polissacarideos. Na regido da membrana externa, as cadeias de &cido micolico (TMM:
trehalose monomicolatos e TDM: trehalose dimicolatos) estdo representados por verde escuro. LM:
lipomanano; ManLAM: lipoarabinomanano com manose; AG: arabinogalactano; PG: peptidoglicano;
SL.: sulfolipideo; PAT: poliaciltrehalose; DAT: diaciltrehalose; PIM: manosideos fosfatidilinositol; PDIM:
ptiocerol dimicocerosatos; PGL: glicolipideos fendlicos. Fonte: (Jackson, 2014).

Por fim, a estrutura celular da M. tuberculosis ainda possui outros componentes
menos prevalentes, porém ndo menos essenciais, como lipoglicanos, incluindo
lipoarabinomanano (LAM) e lipomanano (LM), presentes no envelope celular e
importantes moléculas imunomoduladoras, interagindo com o0s receptores do
hospedeiro, influenciando a ativacdo das células imunoldgicas e a producdo de
citocinas (Pitarque; Larrouy-Maumus; Payré; Jackson et al., 2008). Além de
glicolipidios, como fosfatidilinositol manosideo (PIMs), compontente estrutural e
precursor de LAM e LM (Sancho-Vaello; Albesa-Jové; Rodrigo-Unzueta; Guerin,
2017). E também proteinas transmembrana, como a MmpL3, transportador de

precursores do acido micolico, como os trehalose monomicolatos (TMMs) do meio
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intracelular para o envelope bacteriano, auxiliando na construcdo do mesmo e
manutencao da viabilidade celular (Williams; Abramovitch, 2023).

A fisiopatologia da Tuberculose no organismo tem inicio com a inalagdo dos
bacilos é&lcool-acido resistentes, ou bacilos de Koch, que sdo levados para o0s
pulmbes. O sistema imunolégico humano identifica esses invasores e inicia uma
resposta imune promovida por macrofagos, células especializadas do sistema
imunoldgico (Middleton; Chadwick; Nicholson; Dewar et al., 2002). Os macréfagos,
portanto, realizam a fagocitose dos bacilos com o objetivo de eliminar os invasores,
porém a Mycobacterium tuberculosis possui mecanismos que Ihe permitem sobreviver
e se replicar dentro dessas células. Inicialmente, pode ocorrer a inibicdo da fusdo com
lisossomos: A bactéria interfere na fusdo dos fagossomos, vesiculas que envolvem e
digerem os patdgenos, com os lisossomos, onde ocorre a degradacédo, impedindo que
a bactéria seja digerida pelo macrofago (Rajaram; Arnett; Azad; Guirado et al., 2017).
A Mtb também demonstra resisténcia ao ambiente acido ja que possui uma parede
celular rica em lipidios e outros componentes que a tornam mais resistente a
condi¢des &cidas e enzimas que normalmente destroem bactérias, mas para além
disto, também possuem mecanismos (como a enzima KatG e proteina CpsA), que
catabolizam peréxidos gerados pela NADPH-oxidase dos macréfagos (Koster,;
Upadhyay; Chandra; Papavinasasundaram et al., 2017; Ng; Cox; Sousa; Macmicking
et al.,, 2004). Ainda, tem a capacidade de entrar em estado de laténcia dentro dos
macréfagos, tornando-se metabolicamente inativa por longos periodos, que gera o
escape do sistema imunoldgico a partir da formacao de granulomas (Silva Miranda;
Breiman; Allain; Deknuydt et al., 2012). Por fim, a bactéria pode também modular a
resposta imune, interferindo na ativacdo dos linfocitos T, diminuindo a producéo de
citocinas pro-inflamatérias e impedindo a ativagcdo completa do sistema imunologico
(Chandra; Grigsby; Philips, 2022).

Apesar de todos estes mecanismos de evasao ao sistema imune, boa parte
das bactérias s&o eliminadas. As ceélulas dendriticas entram em agé&o, capturando
antigenos bacterianos e migrando para os ganglios linfaticos, onde apresentam esses
antigenos aos linfécitos T. Os linfécitos T ativados, principalmente os do tipo Thil,
desempenham um papel crucial na resposta imunoldgica contra a TB. Eles liberam

citocinas, como o interferon-gama e TNF, que ativam os macrofagos para que se
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tornem mais eficientes na destruicdo do patdgeno (O'garra; Redford; Mcnab; Bloom
et al., 2013).

Com o tempo, quando o sistema imunolégico ndo consegue eliminar
completamente as bactérias, mas contém o crescimento e replicacdo, ocorre um
equilibrio entre o patégeno e o hospedeiro, levando a uma infeccdo latente. Nesse
estagio, as bactérias estéo inativas, mas ainda podem se tornar ativas posteriormente,
caso o sistema imunoldgico fique comprometido (por exemplo durante coinfeccdo com
HIV) (Getahun; Matteelli; Abubakar; Aziz et al., 2015).

A intrincada composicdo da parede celular influencia diretamente a
fisiopatologia da tuberculose. A impermeabilidade da parede celular limita a entrada
de muitos antibiéticos, tornando o tratamento da TB um desafio e exigindo regimes de
polifarmacia que ajam em alvos diferentes (Jackson, 2014). Além disso, o ambiente
rico em lipidos da parede celular permite que a M. tuberculosis persista nos
macrofagos do hospedeiro, onde pode escapar a vigilancia imunitaria e estabelecer
uma infeccdo latente (Rahlwes; Dias; Campos; Alvarez-Arguedas et al., 2023).
Ademais, a complexa arquitetura da parede celular contribui para a formacao de
granulomas, que sdo estruturas imunolégicas organizadas e servem tanto como
mecanismo de defesa do hospedeiro quanto como nicho para persisténcia bacteriana
(Cronan, 2022). Dentro dos granulomas, a M. tuberculosis pode entrar em estado de
dorméncia, permitindo a sobrevivéncia a longo prazo no hospedeiro. Adicionalmente,
0 envelope bacteriano ainda possui bombas de efluxo, que auxiliam na expulsdo de
farmacos e causam uma resisténcia natural inata e/ou adquirida as drogas anti-TB
(Goossens; Sampson; Van Rie, 2020).

Por outro lado, a mesmas estruturas celulares que causam essa grande gama
de fisiopatologias também s&o as principais fontes de interesse no desenvolvimento
de terapias, visto que se tratam de estruturas especificas de células procariotas e,
mais especificamente, de micobactérias, portanto, torna farmacos que agem nessas
estruturas alvo-especificos. Abaixo estdo descritos trés alvos de interesse

selecionados para estudo desta tese.

1.3 Enoil-ACP-redutase (InhA)



32

A enoil-ACP-redutase (PDB 4TRO; Figura 3), codificada pelo gene inha, é a
enzima chave para a biossintese de acido micdlico que, como citado previamente, é
uma parte essencial da parede celular de M. tuberculosis, sendo o alvo principal do
farmaco Isoniazida (Timmins; Deretic, 2006) e Etionamida (um analogo estrutural da
Isoniazida) (Wang; Langley; Gulten; Dover et al., 2007), farmacos de primeira e
segunda linha, respectivamente, utilizados atualmente na terapéutica da TB. Porém,
h& anos ja tem sido identificada resisténcia bacteriana contra ambos os farmacos
(Morlock; Metchock; Sikes; Crawford et al., 2003; Seifert; Catanzaro; Catanzaro;
Rodwell, 2015).

Figura 3. Estrutura cristalogréafica da enoil-ACP-redutase de Mycobacterium tuberculosis (PDB
4TRO). Fonte: Protein Data Bank.

A lIsoniazida, um pré-farmaco quimicamente denominado hidrazida do acido
nicotinico, adentra a bactéria por meio de difusdo passiva e € ativada pela enzima
catalase-peroxidase, ou KatG. Uma vez ativada, ela atua inibindo a enzima enoil-ACP-
redutase a partir da formacéao de um aduto covalente com o cofator NADH da enzima.
Essa inibicdo impede o alongamento e biossintese de &cido micdlico, o que causa a
morte da bactéria (Figura 4) (Unissa; Subbian; Hanna; Selvakumar, 2016). O acido
micolico, como mencionado previamente, € um &cido graxo de cadeia longa,
componente essencial da parede celular bacteriana e responsavel por diversas
funcgdes, tais como suporte e integridade da parede celular, protegcdo a mudancgas no
ambiente, auxilia na evasao ao sistema imune e é responsavel também por parte de
sua viruléncia (Barkan; Hedhli; Yan; Huygen et al., 2012; Vander Beken; Al Dulayymi;

Naessens; Koza et al., 2011; Verschoor; Baird; Grooten, 2012).
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O principal mecanismo de resisténcia desenvolvido pela Mtb contra a Isoniazida
e Etionamida sdo mutacdes em nucleotideos do gene katg, que codifica a enzima
KatG. Essas mutagBes genéticas pontuais geram modificagbes nos aminoécidos da
proteina que interagem com a Isoniazida, gerando perda de afinidade. E bem
reconhecida a substituicdo Ser315Thr (S315T), presente em 94% dos isolados

clinicos resistentes a Isoniazida (Vilchéze; Jacobs, 2014).

Isoniazida

lDifuséo passiva

sintese
Isoniazida acido micolico

T morte da

mutacéo S315T bactéria
KatG KatG alongamento
acidos graxos

INH* T

l INH*-NADH

InhA-NADH 41

Figura 4. Mecanismo de acdo da Isoniazida (INH) e mutacdo da KatG. S315T - mutacgéo
Serina315Treonina; KatG — enzima catalase-peroxidase; INH — Isoniazida; InhA-NADH — aduto enoil-
ACP-redutase (InhA) associado com Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADH).

Por ser um componente tdo essencial para a sobrevivéncia da Mtb, a enoil-
ACP-redutase tem sido o alvo mais pesquisado ao longo dos anos para busca de

inibicdo (Timo; Reis; Melo; Costa et al., 2019).

1.4 RNA polimerase (RNApol)

Outro alvo de interesse é a RNA-polimerase (PDB 6CCV; Figura 5), enzima
necessaria para a etapa de transcricao genética, e € alvo do farmaco de primeira linha
Rifampicina (Campbell; Korzheva; Mustaev; Murakami et al., 2001). Porém, mutacdes

em aminodacidos da enzima, em especial a mutacdo Ser531Leu (S531L), tém causado
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um grande aumento na resisténcia a esse farmaco (Goldstein, 2014). A mutacao
destes aminoéacidos faz com que o farmaco perca a afinidade pela enzima, permitindo

que a transcricdo dos genes seja realizada.

Figura 5. Estrutura cristalografica da RNA-polimerase do complexo de iniciagao de transcrigdo
de Mycobacterium smegmatis (PDB 6CCV). Fonte: Protein Data Bank.

1.5 Mycobacterial Membrane Protein Large 3 (MmpL3)

A MmpL3 (PDB 6AJG; Figura 6), tem sido um novo alvo de interesse visto que
a inibicdo da MmpL3 causa um acumulo de precursores do acido micdlico no interior
da célula e, como resultado, gera uma perturbacao na integridade da parede celular.
Como citado anteriormente, se trata de uma proteina transmembrana responsavel,
dentre outras fungdes, pelo transito de trehalose monomicolatos (TMM). Os TMMs
atravessam do meio intracelular para a parede celular por meio da MmpL3, onde se
ligardo com outros TMMs formando trehalose dimicolatos (TDM) e, posteriormente, a

camada de acido micolico, que compbe a parede celular juntamente com os
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arabinogalactanos e peptidoglicanos (Rayasam, 2014). Portanto, inibidores desta
proteina bloqueia tanto a divisdo celular quanto a manutencao de bactérias viaveis.
Comparativamente, seu mecanismo age na mesma rota metabodlica dos
inibidores de enoil-ACP-redutase (perturbacdo da sintese de acido micolico), porém
através de um outro mecanismo de acdo, 0 que se mostra interessante quando ja

existem tantos meios de resisténcia contra os inibidores de InhA (Bolla, 2020).

Figura 6. Estrutura cristalografica da MmpL3 de Mycobacterium smegmatis (6AJG). Fonte:
Protein Data Bank.

Uma observacao digna de nota € a utilizacdo da Mycobacterium smegmatis
para o desenvolvimento dos PDBs de RNA-polimerase (6CCV) e MmpL3 (6AJG).
Apesar da cepa ser considerada ndo patogénica, o Mycobacterium smegmatis
compartilha uma notavel semelhanca genémica com o Mycobacterium tuberculosis.
As duas bactérias compartilham aproximadamente 75% de seu material genético, e
muitos dos fatores e mecanismos de viruléncia empregados pelo Mycobacterium
tuberculosis se encontram conservados no Mycobacterium smegmatis. Esta
semelhanca genética permite que pesquisadores utilizem um organismo modelo mais
seguro e de crescimento mais rapido para realizacdo de experimentos (Gunasingam,
2023; Malhotra; Vedithi; Blundell, 2017).

1.6 Virtual Screening



36

Observando-se o processo de descoberta de um novo farmaco e sua liberacao
pelas agéncias regulatorias, é possivel notar um longo periodo de pesquisa, diversos
trAmites burocréticos além do alto investimento financeiro e pessoal. A utilizacdo de
metodologias in silico é capaz de diminuir muitas dessas dificuldades (Leelananda;
Lindert, 2016). De forma geral, o virtual screening (termo em inglés para “varredura
virtual”’) € uma analise capaz de incorporar milhares ou até mesmo milhdes de
moléculas e realizar a interacdo com alvos proteicos para verificacdo de afinidade
molecular, com o objetivo final de propor um mecanismo de ligacéo entre alvo e ligante
(Da Silva Rocha; Olanda; Fokoue; Sant'anna, 2019). A metodologia pode ser realizada
de duas maneiras. A primeira é a varredura virtual baseada em estrutura (structure-
based virtual screening), que necessita de uma estrutura tridimensional de um
determinado alvo disponivel para posterior avaliacdo da interagdo com os pretensos
ligantes, baseando-se nos descritores quimicos dos possiveis sitios de interacao do
alvo e, ap6s docagem molecular, determina um score que classifica as melhores
interagcOes (Maia; Assis; De Oliveira; Da Silva et al., 2020). A segunda é a varredura
virtual baseada em ligante (ligand-based virtual screening), que utiliza uma base de
dados de moléculas para andlises que correlacionardo sua estrutura molecular e
atividade farmacologica, utilizando, por exemplo, ferramentas de avaliacdo de
similaridade baseadas em QSAR (do inglés quantitative structure-activity relationship)
(Maganti; Grandhi; Ghoshal, 2016).

A técnica in silico pode, portanto, ser utilizada tanto para a descoberta de novas
moléculas, como para auxiliar no reposicionamento de farmacos ja existentes, visto
gue as estruturas dos farmacos estéo disponiveis em diversos bancos de dados, como
o PubChem, e as estruturas tridimensionais dos alvos estédo disponiveis em outras
bases de dados, como o Protein Data Bank (PDB). Assim sendo, necessita-se apenas
de um software para realizagcdo da docagem molecular entre as duas estruturas, como

Glide, Autodock, Gold, dentre outros (Stanzione; Giangreco; Cole, 2021).

1.7 Reposicionamento de farmacos
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O conceito de reposicionamento descreve o0s estudos sobre farmacos
aprovados para uma determinada doenca, e verificacdo da seguranca e eficacia
destes sobre uma outra enfermidade. E um processo que auxilia na reducéo de tempo
e recursos utilizados durante as etapas de fase | e Il da pesquisa clinica, apesar de
manter praticamente as mesmas dificuldades encontradas durante as fases Ill e IV
das etapas regulatérias (Pushpakom; lorio; Eyers; Escott et al., 2019).

Com a presenca de grandes bases de dados, como citado anteriormente, 0 uso
de técnicas de reposicionamento aumentou de forma fantastica, especialmente
durante os anos criticos da pandemia (2020 e 2021), saltando de 781 pesquisas em
2019 para 1577 em 2021 (dados obtidos a partir da busca simples “drug repositioning”
no site PubMed) (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Nesse sentido, o
reposicionamento de farmacos é frequentemente realizado em quatro etapas.
Primeiramente é determinado um alvo terapéutico e entdo é realizada uma varredura
virtual in silico, onde é feita a interacao dos milhares de possiveis ligantes disponiveis
em bases de dados com um determinado alvo por técnicas de docagem. Em segundo
lugar, sé@o realizados ensaios in vitro com as melhores moléculas encontradas. As
tltimas duas etapas séo a realizacao de ensaios clinicos para a indicacao terapéutica
proposta e a posterior farmacovigilancia (Gns; Gr; Murahari; Krishnamurthy, 2019).

Héa décadas a técnica do reposicionamento de farmacos vem sendo usada com
sucesso no mercado, como nos exemplos da zidovudina, que inicialmente foi proposta
para tratamento oncoldgico, e hoje € aprovada para HIV/AIDS, ou do Minoxidil,
desenvolvido para hipertensdo e atualmente usado para alopecia. O Sildenafil,
originalmente desenvolvido para tratamento de angina, hoje é usado para a disfuncéo
erétil, dentre muitos outros exemplos (Pushpakom; lorio; Eyers; Escott et al., 2019).
Em contrapartida, para o tratamento da TB ha pouca informacg&o disponivel sobre o
reposicionamento de farmacos. Os principais casos envolvem o reposicionamento da
clofazimina, originalmente desenvolvida para hanseniase, carbapenémicos em
associacdo com Clavulanato (mais especificamente o Ertapenem) e novas geracoes
da Linezolida, como a Sutezolida e a Delpazolida (Silva; Dalcolmo; Tiberi; Arbex et al.,
2018). Recentemente, o reposicionamento do Verapamil, um bloqueador de canais de
calcio, foi proposto por ter-se demonstrado que este farmaco atua nas bombas de
efluxo bacterianas, outro mecanismo de resisténcia (Sharma; Dhuriya; Deo; Bisht,
2017; Te Brake; De Knegt; De Steenwinkel; Van Dam et al., 2018). N&o obstante, os
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resultados das pesquisas encontradas até o0 momento ainda precisam de um maior
aprofundamento para obter desfechos concretos.

Apesar de todo o empenho internacional encontrado em pesquisas para o
desenvolvimento de medicamentos inovadores contra a tuberculose, pouquissimos
ultrapassam a fase pré-clinica, ou as fases clinicas | e Il, com os Unicos exemplos
recentes sendo a Bedaquilina e Delamanide, citados anteriormente (Saude, 2019),
tornando o reposicionamento uma ferramenta visada pela comunidade cientifica.

Em contrapartida, € necesséario ter cautela no momento de transpor o0s
resultados iniciais de uma analise in silico e até mesmo in vitro, na hora da realizacao
de um reposicionamento. Haja visto a precipitacdo no que diz respeito ao rapido
reposicionamento de farmacos para o tratamento do SARS-CoV-2. N&o obstante, o
reposicionamento utilizando técnicas in silico tem auxiliado bastante na procura de
solugdes contra o coronavirus (Mongia; Saha; Chouzenoux; Majumdar, 2021) e tem
sido usado h& décadas com éxito em diversos casos, como os citados acima. A vista
desse contexto, podemos supor que é possivel também realiza-lo para a tuberculose.

A utilizacdo de uma abordagem in silico para efetuar o reposicionamento de
farmacos pode ser uma alternativa eficaz para detectar novos mecanismos de acéo
para um farmaco ja existente e, portanto, reduzir tempo e custos do desenvolvimento
de um novo farmaco, principalmente quando novos farmacos anti-TB sédo
urgentemente necessarios. Além disto, a metodologia in silico também pode ser

utilizada na otimizagéo da busca de dados em toxicologia.

1.8 Otimizacgéo de resultados utilizando toxicidade in silico

O Sistema Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos
(ou GHS, do inglés Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals) € um conjunto de normas técnicas criado para padronizar e classificar
substancias e misturas de acordo com trés especificacbes: perigos a saude, ao
ambiente e fisicos. O sistema foi criado com o objetivo de informar sobre os riscos
durante producao, transporte e manuseio de uma determinada substancia a fim de

diminuir potenciais contaminac¢des, e os farmacos estéo incluidos nesta esfera. A
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classificacdo leva em conta tanto resultados de ensaios in vitro quanto in vivo e
também dados epidemioldgicos e clinicos (Un, 2011).

Considerando isto, os farmacos normalmente se enquadram nas mesmas
classificagbes GHS, visto que para sua aprovacgao precisam ser considerados seguros
a saude, com excecao de algumas classes, como antineoplasicos, que naturalmente
necessitam ser mais toxicos. Baseando-se nesta informacéo, torna-se interessante
desenvolver um método computacional comparativo para racionalizar as informacgdes
toxicoldgicas de farmacos e determinar os menos toxicos a saude a titulo de selecéo
ou eliminacdo para seguimento em pesquisas ou até mesmo para classificacdo de
compostos por agéncias reguladoras (Rybacka; Rudén; Andersson, 2014; Sun; Xia;
Austin; Huang, 2012).

Para este fim, existem diversos softwares que analisam a relagdo estrutura-
atividade (QSAR) entre grupos farmacoféricos e a producao de um determinado efeito
toxicoldgico. Alguns gratuitos, como por exemplo admetSAR (Cheng; Li; Zhou; Shen
et al., 2012) e PROTOX (Banerjee; Eckert; Schrey; Preissner, 2018) (ambos para
toxicidade aguda oral), Lazar (Maunz; Gutlein; Rautenberg; Vorgrimmler et al., 2013)
e OpenVirtualToxLab (Vedani; Dobler; Hu; SmiesSko, 2015) (ambos para toxicidade
oral crénica). Outros pagos, porém, com uma analise mais compreensiva, como 0
TOPKAT CASE Ultra (Chakravarti; Saiakhov; Klopman, 2012) e Lhasa Nexus Suite
(Ponting; Burns; Foster; Hemingway et al., 2022).

A Lhasa Limited® foi fundada em 1983 como uma organizacdo sem fins
lucrativos com o objetivo de promover uma colaboracao entre industrias e pesquisas
a partir do compartilhamento de dados quimicos e toxicologicos de suas substancias
(Marchant; Briggs; Long, 2008). Estas informacgdes foram utilizadas para criar o
sistema Nexus, uma ferramenta in silico que prové predicbes toxicologicas e
metabdlicas a partir dos dados fornecidos pelas entidades. Para a pesquisa, foram
selecionadas as funcionalidades Derek, Sarah, ICH M7, Meteor e Vitic do software

Nexus.

1.8.1 Derek
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O software Derek, ou “Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge”
€ um sistema capaz de prever efeitos toxicos de uma molécula baseada em
informagdes de bases de dados e dados fornecidos por parceiros da Lhasa® sobre
grupos toxicoforicos, ou seja, estruturas de uma molécula capazes de gerar toxicidade
(Figura 7). O resultado do Derek € baseado em regras, alertas e endpoints
considerando estruturas quimicas que ja foram testadas e demonstraram efeitos
toxicologicos em bactérias e em mamiferos (Cariello; Wilson; Britt; Wedd et al., 2002;
Diukendjieva; Al Sharif; Alov; Pencheva et al., 2017; Greene; Judson; Langowski;
Marchant, 1999; Marchant; Briggs; Long, 2008). Sendo predicfes, os resultados do
Derek possuem niveis de probabilidade de ocorréncia. O sistema oferece 17 niveis de
certeza (Figura 8), onde ele considera positivos os resultados de plausiveis (plausible)
para cima e negativos os resultados equivocos (equivocal) para baixo.
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Figura 7. Estruturas quimicas de grupos toxicoféricos genotéxicos. Fonte: (Melo; Homem-De-
Mello; Silveira; Simeoni, 2014).
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Glossary

Certain
There is proof that the proposition is true.
Probable
There is at least one strong argument that the proposition is true and there are no arguments
against it.
Plausible
The weight of evidence supports the proposition.
Equivocal
There is an equal weight of evidence for and against the proposition.
Doubted
The weight of evidence opposes the proposition.
Improbable
There is at least one strong argument that the proposition is false and there are no arguments that
it is true.
Impossible
There is proof that the proposition is false.
Open
There is no evidence that supports or opposes the proposition.
Contradicted
There is proof that the proposition is both true and false.
Inactive, no misclassified or unclassified features
The query structure does not match any structural alerts or examples in Derek which show activity
in a bacterial reverse mutation assay (Ames test). Additionally, the query structure does not contain
any unclassified or misclassified features.

Inactive, contains misclassified features
Features in the molecule are found in non-alerting mutagens in the Lhasa reference set. The
prediction remains negative and the misclassified features are highlighted to enable the negative
prediction to be verified by expert assessment.

Inactive, contains unclassified features
Some features in the molecule have not been found in the Lhasa reference set. The prediction
remains negative and the unclassified features are highlighted to enable the negative prediction to
be verified by expert assessment.

Inactive, contains misclassified and unclassified features
The query structure contains features that are misclassified and features that are unclassified. These
are highlighted on the structure.

Non-sensitiser, no misclassified or unclassified features
The guery structure does not match any structural alerts or examples for skin sensitisation in Derek.
Additionally, the query structure does not contain any unclassified or misclassified features.

Non-sensitiser, contains misclassified features
Features in the molecule are found in non-alerting sensitisers in the Lhasa skin sensitisation
negative prediction dataset. The prediction remains negative and the misclassified features are
highlighted to enable the negative prediction to be verified by expert assessment.

Non-sensitiser, contains unclassified features
Some features in the molecule have not been found in the Lhasa skin sensitisation negative
prediction dataset. The prediction remains negative and the unclassified features are highlighted to
enable the negative prediction to be verified by expert assessment.

Non-sensitiser, contains misclassified and unclassified features
The guery structure contains features that are misclassified and features that are unclassified. These
are highlighted on the structure.

Figura 8. Glossario das probabilidades consideradas pelo sistema Derek. Fonte: Documento
gerado pelo sistema Derek (v.6.1.0).

Para estabelecer os niveis de confianca citados acima, o sistema estabelece
regras baseadas em seis informacdes: desfecho, alerta, espécie (bactéria ou
mamifero), dados de toxicidade, propriedades fisico-quimicas e peso molecular, a
depender dos dados disponiveis. Para exemplificacdo do sistema Derek, foi
selecionado o farmaco Carfilzomib, um medicamento antineoplasico inibidor seletivo
de proteassoma. Na Figura 9, pode-se verificar que um dos endpoints gerados por ele
foi de toxicidade de desenvolvimento (que diz respeito ao desenvolvimento fetal em
caso de mulheres gravidas), com a probabilidade plausivel. De forma simplificada, os

dois parametros que influenciaram esta predicdo foram a espécie (mamifero) e a
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presenca do alerta 602. A regra estabelecida neste caso é de que se € certo que um
composto contém o alerta 602 (developmental toxicity), € considerado plausivel que
ele gere toxicidade de desenvolvimento em mamiferos, ja que € um alerta dependente

da espécie.

Overview

The parameters that have influenced your prediction are:
* Species: mammal (User Supplied, version n/a)

* Alerts: 602 (Lhasa Limited, version 1.0)

Details

~ ¥ [Developmental toxicity] is [PLAUSIBLE]
~ 4 Rule 42 : If [Developmental toxicity alert] is [certain] then [Developmental toxicity] is [Species dependent variable 22]

~ 4 [Developmental toxicity alert] is [CERTAIN]
L1 Alerts : 602 (Lhasa Limited, version 1.0)

~ ¥ [Species dependent variable 22] is [PLAUSIBLE]

~ & Rule 243 : If [species mammal] is [certain] then [Species dependent variable 22] is [plausible]
~ ¥ [species mammal] is [CERTAIN]
= Species : mammal (User Supplied, version n/a)

Figura 9. Parametros e regras que influenciaram a predicéo de toxicidade de desenvolvimento
para o farmaco de exemplo Carfilzomib. Fonte: Printscreen do layout do sistema Derek (v.6.1.0).

Desta forma, o Derek possui centenas de alertas que podem gerar 61 endpoints
diferentes baseados nas diferentes regras que o programa estabelece. Na Figura 10,
esta demonstrado um exemplo de documento criado pelo Derek em relacdo ao
farmaco Carfilzomib, que possui em sua estrutura um grupo toxicoférico ep6xido, com
os endpoints e alertas acionados por ele. E possivel perceber outro alerta, relacionado
a um grupo farmacoférico - alerta 646 - que pode induzir inibicdo do canal HERG
(proteina codificada pelo gene human ether-a-go-go-related), podendo causar
prolongamento do intervalo QT e arritmias (Aronov, 2005; Mitcheson; Chen; Lin;
Culberson et al., 2000).

Na Figura 11, estdo todos os outros endpoints do sistema Derek que nao foram
acionados para o farmaco em questdo. E importante frisar que a auséncia de alerta
para esses endpoints ndo significa necessariamente que o farmaco nédo induz esses
eventos adversos, apenas que nao ha ainda uma identificagéo fidedigna de estruturas-

alerta associadas no sistema.



Reasoning Summary

# Carcinogenicity in mammal is PLAUSIBLE
* Alert matched: 072 Epoxide

# Chromosome damage in vitro in mammal is PLAUSIBLE
* Alert matched: 019 Epoxide

# Chromosome damage in vivo in mammal is PLAUSIBLE
* Alert matched: 019 Epoxide

# Developmental toxicity in mammal is PLAUSIBLE
* Alert matched: 602 Epoxide

# HERG channel inhibition in vitro in mammal is PLAUSIBLE
* Alert matched: 646 HERG Pharmacophore I

# Irritation (of the eye) in mammal is PLAUSIBLE
* Alert matched: 222 Epoxide
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# Irritation (of the skin) in mammal is PLAUSIBLE
+ Alert matched: 222 Epoxide

# Mutagenicity in vitro in bacterium is PLAUSIBLE
+ Alert matched: 019 Epoxide

# Mutagenicity in vivo in mammal is PLAUSIBLE
+ Alert matched: 019 Epoxide

# skin sensitisation in mammal is PLAUSIBELE
+ Alert matched: 433 Epoxide

Figura 10. Endpoints acionados por grupos toxicoféricos do Carfilzomib. Fonte: Documento

gerado pelo sistema Derek (v.6.1.0).

Endpoints not firing any alerts at the selected reasoning level (51)

Salpha-Reductase inhibition
Adrenal gland toxicity
alpha-2-mu-Globulin nephropathy
Anaphylaxis

Androgen receptor medulation
Bladder disorders

Bladder urothelial hyperplasia
Blood in urine

Bone marrow toxicity

Bradycardia

Cardiotoxicity

Cerebral ocedema

Chloracne

Cholinesterase inhibition
Cumulative effect on white cell count and immunology
Cyanide-type effects
Glucocorticoid receptor agonism
Hepatotoxicity

High acute toxicity

Irritation (of the gastrointestinal tract)
Irritation (of the respiratory tract)
Kidney disorders

Kidney function-related toxicity
Lachrymation
Methaemoglobinasmia
Mitochondral dysfunction

Nephrotoxicity

MNeurotoxicity

Mon-specific genotoxicity in vitro
MNon-specific genotoxicity in vivo
Occupational asthma

Ocular toxicity

Oestrogen receptor modulation
Oestrogenicity

Peroxisome proliferation

Phosphelipidosis

Photo-induced chromosome damage in vitro
Photo-induced non-specific genotoxicity in vitro
Photo-induced non-specific genotoxicity in vivo
Photoallergenicity

Photocarcinogenicity

Photomutagenicity in vitro

Phototoxicity

Pulmonary toxicity

Respiratory sensitisation

Splenotoxicity

Teratogenicity

Testicular toxicity

Thyroid toxicity

Uncoupler of oxidative phosphorylation
Urolithiasis

Figura 11. Endpoints ndo acionados pelo farmaco Carfilzomib. Fonte: Documento gerado pelo
sistema Derek (v.6.1.0).

O software ainda mostra as referéncias de onde foram retiradas as informacoes
usadas para prever os endpoints e exemplos de moléculas que também contém o

determinado radical para exemplificagéo (Figura 12).



44

D Derek Prediction 2 = O | |1 Alert Details % | == EC3 |4%# Reasoning Expl.. | D Prediction Con...
L~

\]/\1%]: )]\)j/ ~ References
Ty

CS L ID  Title Author Source Year Su. -~
T;_ [[1]53 Mechanisms of e| Parker REa Chemical R 195§ DOl
@j)\' [[167 Re-evaluation of Internation IARC Monc 199¢ Note
["j []75 DMA adducts of ¢ Dipple A.  Carcinoger 1995 Note
i . . 175 Guanine-adenine Park S, Hoc Chemical R 2004 Note
‘Alert 072" selected, click above to view the original structure []75 DNAinterstrand: Romano Ki Chernical F 2007 Nate

[E] Prediction Navigator = BiRPs|-]= O 75 Lack of tumorige El-Bayoum Cancer Res 199€ o

Show predictions of at least: | PLAUSIBLE b D L I

~ 8 Derek KB 2020 1.0 [Certified by: Lhasa Limited, Leeds, Yorkshi ~ ~ Examples
~ | Carcinogenicity [] styrene [ ] ethylene [ b-diepoxyb[ | vinyl [ _hns-anetho
~ %% mammal - PLAUSIBELE
! Alert - 072: Epoxide
~ | Chromosome damage in vitro
~ % mammal - PLAUSIBLE

! Alert - 019: Epoxide ©/1_\ ’_’3} % "—\JL \_Q’A“

~ | Chromosome damage in vivo
~ & mammal - PLAUSIBLE
! Alert - 019: Epoxide
v | Developmental toxicity
~ %% mammal - PLAUSIBELE -
< >

Figura 12. Mecanismo de predi¢do do software Derek. A esquerda, é apresentada a estrutura
completa da molécula, com o epéxido em sombreado. Na caixa abaixo, mostra-se os endpoints gerados
pelo alerta, o organismo afetado e a probabilidade de ocorréncia, o cédigo do alerta gerado pelo sistema
e 0 grupo toxicoférico. A direita estdo mostradas as referéncias para consulta e exemplos de moléculas
gue contenham o mesmo alerta. Fonte: Printscreen do layout do sistema Derek (v.6.1.0).

1.8.2 Sarah

A funcionalidade Sarah (Statistical based software for the prediction of
mutagenicity) age como um modelo estatistico para predicdo de mutagenicidade in
vitro de uma molécula baseado no Teste de Ames (Honma, 2020). O Teste de Ames
€ um ensaio in vitro utilizado para determinacdo do potencial mutagénico de uma
determinada molécula. O teste utiliza diversas cepas de Salmonella typhimurium com
modificacdo nos genes envolvidos na sintese de histidina, um aminoacido essencial,
tornando-as incapaz de produzi-lo e, portanto, dependentes de um meio enriquecido
de histidina para crescer. A molécula é considerada mutagénica se for verificado o
crescimento da cepa em meio livre de histidina, significando que houve uma mutacao
nos genes de producdo da histidina e agora a bactéria € capaz de produzi-la. O

modelo Sarah é baseado em dados publicos disponiveis e de doacdes de parceiros
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relacionados ao Teste de Ames, que foram curados por membros da Lhasa® e
inseridos no software.

O software Sarah funciona de duas formas. Primeiro, caso haja um “exact
match”, ou seja, uma molécula exatamente igual a de pesquisa no software, sera
gerado um resultado com 100% de confianca para um resultado NEGATIVO ou
POSITIVO para mutagenicidade baseado no Teste de Ames ja realizado e curado.
Segundo, caso um exact match ndo seja encontrado, o software dara seguimento as
analises estatisticas. Inicialmente, ira dividir a molécula inicial em diversos fragmentos
e ira analisar individualmente cada fragmento baseado no Teste de Ames.
Posteriormente, ird procurar em sua base de dados moléculas com variaveis
porcentagens de similaridade com a de interesse e seus resultados in vitro, sendo
esta similaridade baseada no coeficiente de Tanimoto (Rogers; Tanimoto, 1960;
Tanimoto, 1958). Ao fim, gerard uma probabilidade estatistica utilizando os resultados
positivos e negativos dos fragmentos associado aos resultados positivos e negativos
dos seus semelhantes, considerando também a porcentagem de similaridade deles
com a molécula de pesquisa. Ao fim, seré fornecido um resultado negativo ou positivo
de mutagenicidade e a porcentagem de confianca (de 0 a 100%) desse outcome
baseado na andlise estatistica citada.

Por exemplo, na Figura 13 esta demonstrado o farmaco Latanoprosteno,
aprovado para glaucoma de angulo aberto e hipertenséo ocular. O software Sarah né&o
conseguiu identificar em sua base de dados um exact match, logo, o modelo
estatistico considera os resultados dos fragmentos moleculares (chamados
“hypothesis” e sombreados em verde) e os resultados dos seus similares (training set
examples), junto com a porcentagem de similaridade destes com o farmaco original
(por exemplo, o primeiro selecionado, que possui 80% de similaridade). Portanto,
baseado nas analises estatisticas desses dados, o software prediz que o

Latanoprosteno é negativo para mutagenicidade com 64% de confianca.
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Figura 13. Mecanismo de predicéo do programa Sarah. A esquerda esta demonstrado o resultado
da andlise estatistica para o composto de exemplo Latanoprosteno. Ao meio estdo os fragmentos
moleculares e moléculas vizinhas com suas porcentagens de similaridade com o farmaco original. A
direita, estd o primeiro farmaco com maior semelhancga e seu resultado do Teste de Ames. Fonte:
Printscreen do layout do sistema Sarah (v.3.1.0).

1.8.3 ICH M7

A Lhasa® disp6e ainda outra funcionalidade dentro do software chamado ICH
M7 (International Council on Harmonisation (ICH) M7 guideline), que associa 0s
resultados de mutagenicidade do Derek e da Sarah para gerar uma predicao integrada
de mutagenicidade para um composto e facilitar as andlises, principalmente por
agéncias regulatérias (Landry; Kim; Kruhlak; Cross et al., 2019). Nés também
utilizamos esse resultado extra de toxicidade para contabilizar nas andlises dos
farmacos.

Neste caso, a analise da Sarah € a mesma, pois sua analise ja é apenas de
mutagenicidade. No caso do Derek, o sistema faz uma analise apenas do endpoint de
mutagenicidade in vitro em bactérias, que pode ser interpretado como um composto
gue possui um grupo toxicoforico com potencial mutagénico. Na figura abaixo (Figura
14), ainda sobre o exemplo do Latanoprosteno citado acima, pode-se identificar que

o resultado da Sarah continua 0 mesmo, ja o Derek mostra um resultado simplificado
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“‘inativo (---)”, significando que o composto foi considerado inativo com indice de
confiangca que o sistema denomina como (---; trés sinais negativos em quatro
possiveis). Associando ambos os resultados, o sistema gera uma predigéo in silico
geral, onde descreve o resultado final do composto Latanoprosteno como “Nenhum
toxicoforo relevante foi identificado por ambos os sistemas. Tanto Sarah quanto Derek
realizaram uma predicdo negativa para o composto. Nao ha razao para duvidar desta
predicdo. Como resultado, uma predicao in silico negativa pode ser realizada.”
Portanto, o sistema fornece uma predicdo geral de mutagenicidade para o
composto, mas deixa nas maos do investigador acatar ou ndo o resultado, escrever
outros argumentos e, ao final, finalizar a predicdo gerando um relatério com todas as

informacdes (finalize review).

2 predictions related to ICH M7 (for Mutagenicity in Bacterium) have been run for this structure.

+ |Type |Endpoint Species |Result Model
- INACTIVE
T bacteriu

I Derek Mutagenicity in vitro Derek KB 2020 1.0
m [ [ [ (@]

~ bacteriu NEGATIVE (64%)

Ly Sarah Mutagenicity in vitro Sarah Model - 2020.1
m [ | @@

In Silico Expert Review
In Silico Overall Call: | Megative (Calculated Call) ~
Arguments Available Argument Out... | ™ Arguments Used Argument Out...

37 - No relevant toxicophore has
been identified by either system

Both Sarah Nexus and Derek Nexus Add ==
have made a negative prediction for Negative
the guery compound. There is no 9 << Remove

reason to doubt these predictions. As
a result, an overall in silico prediction
of negative can be made.

[IFinalise Review

Figura 14. Mecanismo de predi¢do do sistema ICH M7. Predicdes relacionadas ao sistema ICH M7
(especificamente para o endpoint de Mutagenicidade em bactéria) realizado para a estrutura quimica
do farmaco Latanoprosteno. A figura mostra as predic8es realizadas pelos sistemas Derek e Sarah no
que diz respeito & mutagenicidade in vitro em bactérias e determinou, respectivamente, inativo (---) e
negativo (64% de confiabilidade). O ICH M7 gera, portanto, um argumento levando em consideracao
ambos os resultados do Derek e Sarah, onde nenhum toxicoforo relevante foi identificado pelo sistema,
e prové um resultado in silico geral (in silico overall call) como “negativo” para o composto em questéo.
Fonte: Printscreen do layout do sistema ICH M7.

1.8.4 \Vitic
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O Vitic € uma funcionalidade do software que age como uma junc¢éao de diversas
bases de dados a respeito de informacdes toxicoldgicas (Marchant; Briggs; Long,
2008). Assim como nas outras funcionalidades, o pesquisador insere a molécula de
pesquisa no software e ao selecionar o programa Vitic, o sistema faz uma varredura
em bases de dados e pode prover informacdes sobre 11 endpoints diferentes para a
molécula de interesse (Figura 15). E interessante citar que os endpoints do sistema
Vitic séo abrangidos pelo Derek. Entretanto neste caso, ndo € realizada nenhuma
predicéo, o sistema simplesmente faz um apanhado dos resultados ja obtidos sobre a
estrutura de interesse relacionado aos endpoints disponiveis e mostra ao pesquisador
de forma sistematizada. Caso ndo haja um exact match, o pesquisador ainda pode
optar por pesquisar moléculas com diferentes graus de similaridade (40%-100%) com
a molécula de interesse (Figura 15), novamente baseado na similaridade de Tanimoto
(Tanimoto, 1958).

)l Endpoints

Carcinogenicity
Developmental Toxicity/Teratogenicity

Eye Irritation

Genetic toxicity in vitro G .
Genetic toxicity in vivo Structure Optlons

HERG (O Exact match Not
Hepatotoxicity O) Substruct

() Substructure
Repeated Dose Toxicity B

Sensitisation Superstructure
Skin Irritation
Toxicity to Fertility @ Similarity [ %

Figura 15. Mecanismo de atividade do sistema Vitic. A esquerda, todos os endpoints analisados
pelo Vitic. A direita, as possiveis opg¢des de busca por estrutura no sistema. Fonte: Printscreen do layout
do sistema Vitic (v.3.1.0).

1.8.5 Meteor

O Meteor € uma funcionalidade que prevé as rotas metabdlicas de um
determinado composto. Ele utiliza uma base de dados que relaciona as vias
metabdlicas existentes com as estruturas quimicas do composto estudado, ou seja,

analisa a relacéo estrutura-metabolismo (Al Sharif; Vitcheva; Simeonova; Krasteva et
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al., 2019; Tyrkko; Pelander; Ketola; Ojanpera, 2013). O Meteor aplica regras que
discriminam entre as possiveis rotas metabdlicas, encontrando a mais provavel dentre
elas. Na figura abaixo (Figura 16) esta exemplificado um recorte do metabolismo do

farmaco Carvedilol no Meteor.

2585 (Query)
Formula: C24HZ6NZ04
Exact Mass: 406.1893
fAverage Molecular Mass: 406,48

i
T

= B =5

027 Glucuronidation of 060 Oxidation of Secondary 020 O-Sulphonation of
Aromatic Alcohols {Acyclic) Alcohols Aromatic Alcohols
PROBAEBLE PROBAEBLE PLALSIELE
M135 ™M110 ™M133
Formula: C29H32NZ010 Formula: C23HZZN20D4 Formula: C23HZ4N207S
Exact Mass: 5682057 Exact Mass: 390,158 Exact Mass: 472,1304
Average Molecular Mass:  568.57 Average Molecular Mass: 350,43 Average Molecular Mass: 472,51

Figura 16. Mecanismo de predicdo do sistema Meteor. Fragmento da predicdo de metabolismo
Meteor para o farmaco Carvedilol. Verifica-se a via metabdlica utilizada, a probabilidade da formacgéo
do metabdlito, o cddigo do sistema para cada metabdlito, sua férmula quimica e massa molecular.
Fonte: Printscreen do layout do sistema Meteor.
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1.9 Ensaios in vitro

ApGs a realizacdo do virtual screening, é importante corroborar os resultados
obtidos in silico por meio de ensaios in vitro. Para farmacos antimicrobianos a
metodologia mais utilizada é a analise da concentracdo inibitéria minima (CIM, ou
MIC, do inglés minimum inhibitory concentration) (Timo; Reis; Melo; Costa et al.,
2019). Por definicdo, é a concentragdo minima de um determinado composto que é
capaz de inibir o crescimento bacteriano. Este teste é bastante eficaz na confirmacao
da atividade biolégica prevista in silico (Krishnasamy; Namasivayam; Mathew;
Eakambaram et al., 2016; Saharan; Mahajan, 2017; Swain; Paidesetty; Padhy, 2017)
e serve como triagem para determinar se um farmaco é ativo contra uma determinada
patologia, devido ao fato de ser um experimento relativamente simples, barato e nado
necessariamente depender de um equipamento para realizar a leitura dos resultados,
apesar disto tornar o entendimento do resultado mais subjetivo.

Outra metodologia in vitro muito utilizada € a andlise de inibicdo enzimética
(ICs0). A analise de ICsp € utilizada para determinar a concentragdo de um determinado
composto capaz de inibir 50% da atividade de um alvo enzimatico e €, também, eficaz
na andlise dos resultados obtidos in silico (Hamza; Wagner; Evans; Frasinyuk et al.,
2014; Jeankumar; Renuka; Kotagiri; Saxena et al., 2014; Wang; Zhu; Cui; Dong et al.,
2013).

Para além destes ensaios, existem diversas outras metodologias que podem
ser utilizadas ndo apenas para determinar inibicdo de crescimento bacteriano, mas
também para verificar mecanismo de acao através de analises de alvos especificos.
No presente estudo, também foram utilizadas as metodologias de cromatografia em
camada delgada (CCD) para analise de inibicdo de acidos micolicos especificos de
Mtb e também Reacg&o em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-gPCR) para
verificagdo do potencial dos farmacos teste em aumentar a expressao de dois alvos
especificos (a saber, InhA e iniB). Ainda além, foi aplicado o experimento in vitro de
inibicdo intracelular utilizando a linhagem THP-1 de mondcitos para determinar a

capacidade dos farmacos em eliminar carga bacteriana intracelular.
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2 JUSTIFICATIVA

A tuberculose € uma doenca de longa data que tem desafiado a comunidade
médica ao longo da histéria. O surgimento de cepas resistentes aos tratamentos
convencionais, juntamente com a escassez de novos medicamentos inovadores,
ressalta a necessidade premente de estratégias alternativas. O contexto historico
apresentado mostra a evolucdo da resisténcia bacteriana, desde o0s primeiros
tratamentos com STREP até as atuais cepas multirresistentes, destacando a urgéncia
de novas abordagens terapéuticas.

A combinacdo de técnicas in silico e in vitro representa uma abordagem
interdisciplinar poderosa para o reposicionamento de medicamentos. A andlise in
silico permite uma triagem répida e eficiente de moléculas candidatas, identificando
aguelas com potencial atividade contra alvos especificos em Mycobacterium
tuberculosis. Em seguida, os compostos selecionados podem ser avaliados in vitro
para validar sua eficacia e seguranca, proporcionando uma abordagem abrangente e
confiavel para a descoberta de novos tratamentos.

A vasta quantidade de dados disponiveis sobre compostos quimicos e alvos
biolégicos oferece uma oportunidade Unica para o reposicionamento de
medicamentos. A abordagem in silico permite explorar essa riqueza de informacdes
de forma eficiente, identificando candidatos promissores com base em conhecimentos
prévios sobre a interagcdo medicamento-alvo. Isso otimiza o processo de descoberta,
economizando tempo e recursos, e potencialmente acelerando a disponibilidade de
novos tratamentos para a tuberculose.

Dada a persisténcia da tuberculose como um desafio de saude global, é
imperativo buscar solugdes inovadoras e acessiveis. A integracao de técnicas in silico
e in vitro ndo apenas representa uma abordagem eficaz para a descoberta de novos
medicamentos, mas também pode oferecer uma perspectiva de custo-efetividade em
comparagcdo com métodos tradicionais. Além disso, ao acelerar o processo de
desenvolvimento de novos tratamentos, essa abordagem pode contribuir
significativamente para os esfor¢cos de controle e erradicagdo da tuberculose em

escala mundial.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Encontrar farmacos com potencial de reposicionamento para tratamento da

tuberculose, através de técnicas in silico e avaliacao in vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Selecionar farmacos aprovados para uso humano por virtual screening com

potencial de interacdo com alvos de Mycobacterium tuberculosis.

e Desenvolver um algoritmo para classificacdo dos farmacos eleitos previamente

de acordo com a sua toxicidade.

e [Executar ensaios in vitro utilizando os farmacos designados contra cepas

selvagens e resistentes de Mycobacterium tuberculosis.

e Estudar o mecanismo de acéo postulado por tras da atividade dos farmacos

com melhor atividade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliagéo in silico

Durante estudos prévios do Laboratorio de Toxicologia in silico da Universidade
de Brasilia (InSiliTox), foram selecionados trés alvos de Mycobacterium tuberculosis
(InhA, RNApol e MmpL3). Em resumo, os alvos foram retirados do Protein Data Bank

(PDB — https://www.rcsb.org/) e os critérios para a selecao destes foram:

I.  Resolucdo da estrutura cristalografica (resolucéo abaixo de 3 angstrons
(A) é o recomendado devido & maior precisdo estrutural da proteina);

II.  Presenca de ligante conhecido pela atividade farmacolégica contra o M.
tuberculosis na estrutura cristalizada. Isto se mostra importante por

conta da identificacdo mais clara e simples de sitios de ligacao.

ApOs a selecdo dos alvos, foi realizada uma busca na base de dados Integrity
(Clarivate Analytics), a respeito de farmacos previamente aprovados por agéncias
reguladoras mundiais. Posteriormente, foi realizado o download das estruturas
moleculares através da base PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), foram
determinadas exclusdes e posteriormente foi realizado a docagem molecular de 1813
moléculas em cada um dos trés alvos proteicos citados acima utilizando o software
GOLD 5.7.0 (Cambridge Crystallographic Data Center). A partir do score CHEMPLP
obtido pelo software, foi realizado um cutoff dos 20% melhores resultados e estes

farmacos foram selecionados para a analise toxicoldégica computacional.

4.1.1 Desenvolvimento de algoritmo para andlise de toxicidade comparativa.

BN

Os farmacos selecionados foram entdo testados quanto a toxicidade,

mutagenicidade e previsdo de metabolismo por meio de métodos in silico utilizando


https://www.rcsb.org/
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as funcionalidades Derek, Sarah, ICH M7, Vitic e Meteor do software Nexus da
Lhasa®, a fim de classificar as moléculas em funcéo de sua toxicidade para posterior
ensaio in vitro.

Foi utilizada a versdo 2.3.1 do software Nexus e, para cada funcionalidade,
foram utilizadas as seguintes versdes para o processamento de informacdes:

Derek: 6.1.0

Sarah: 3.1.0

Vitic: 3.1.0 (informacdes contidas no sistema até 03/2022)

Meteor: 3.1.0

Os farmacos tiveram seus arquivos SDF baixados do site PubChem

(https://pubchem.nchi.nim.nih.gov/) e foram inseridos individualmente em cada

interface do software. Para a maioria dos programas, utilizamos as configuracdes
default do sistema para as analises. Especificamente para o Meteor, as configuracdes

foram modificadas, cujas op¢Oes de processamento estdo explanadas na Figura 17.

(@] Processing Options

Processing Direction: (@ Breadth First (O Depth First (O User Defined

Phase Constraint: [ Grow from phase Il products

Max. Depth: ‘ 2

Max. Metabolites: 100

Prediction Method: | Absolute/Relative Reasoning

Min. Likelihood: PLAUSIELE

Figura 17. Configuracdo de processamento utilizada no sistema Meteor. Fonte: Printscreen do
layout do sistema Meteor.

Primeiramente, selecionamos a restricdo de probabilidade (Min. Likelihood)
como plausivel, considerando que o préprio sistema classifica como positivas as
predicdes com o minimo de probabilidade na opgao “plausivel” (Qque também coleta
informacgdes provaveis e certas). Segundo, selecionamos a dire¢céo de processamento
como “amplitude primeiro” (Breadth First), que coleta informacdes amplas sobre as

rotas de metabolismo. Apds, selecionamos profundidade maxima (Max. Depth) de


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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dois, que representa a predicdo de metabdlitos oriundos de metabdlitos priméarios. Na
sequéncia, foi fixado o limite maximo de 100 metabdlitos e, por fim, o método de
predicdo como absoluto/relativo. Este método estuda a probabilidade absoluta da
biotransformagdo acontecer e a analise relativa, que avalia comparativamente a
chance entre duas biotransformacdes diferentes acontecerem.

Posteriormente, foi desenvolvido um sistema de pontuacdo usando o0s
endpoints fornecidos por cada aplicativo no software. O software Lhasa Nexus
consiste em trés ferramentas para prever a toxicidade de compostos atingidos e seus
metabalitos (Derek v.6.1.0, Sarah v.3.1.0 e Meteor v.3.1.0), um banco de dados para
pesquisar dados publicados sobre toxicidade (Vitic v.3.1.0) e uma ferramenta para
auxiliar com propositos regulatérios (ICH M7).

Para cada um, uma pontuacao foi fornecida considerando a classificacdo de
toxicidade, peso da evidéncia (in vitro ou in vivo) e gravidade do endpoint, bem como
sistema fisiologico afetado e porcentagem de probabilidade prevista. Informacdes
preditivas que n&o tinham evidéncias de suporte dentro do software foram
pesquisadas no site PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) no toépico
Toxicidade, como um meio de confirmar ou refutar o resultado da analise preditiva.
Além disso, caso fossem encontrados novos dados de toxicidade no PubChem, estes
eram adicionados ao algoritmo como uma Flag (verde, amarela ou vermelha), de
acordo com sua gravidade. Também foi adicionado um Fator de Normalizag&o para
evidéncias apresentadas pelo aplicativo Vitic (v.3.1.0), que levou em consideracéo o
ano em gue o medicamento foi lan¢cado, com o entendimento de que compostos mais
antigos tinham maior probabilidade de ter um numero maior de dados de toxicidade,
quando comparados a medicamentos novos, 0 que nao justifica o nivel de toxicidade,
mas sim a quantidade de dados acumulados ao longo dos anos. Apés corridas as
amostras nos sistemas, os arquivos em PDF foram baixados e analisados para a
retirada dos dados. Os dados foram compilados em planilhas do Excel para
categorizar as informacdes e organizar o sistema de pontuacdo. Todo o sistema de

pontuacéao foi realizado de maneira manual através do Excel.

4.1.2 Validacdo do algoritmo
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A titulo de verificar se o algoritmo desenvolvido possuia caracteristica
reprodutivel, foi realizada validacdo. Primeiramente foi realizada uma busca na base
de dados Clarivate (Integrity Analytics) com o objetivo de localizar todos os farmacos
que ja haviam sido registrados por agéncias regulatorias mundialmente. A ordem das

etapas esta descrita na Tabela 1, descritas em inglés como se encontram no site:

Tabela 1. Etapas de selecéo e triagem no sistema Clarivate.

Ordem Etapas

1 Drugs and Biologics

2 Year Launched/Registered

3 From 1700 to 2021

4 Development Status - Phase

5 Registered

6 2882 results (06/08/2021)

7 Product list

8 1321 results (06/08/2021)

9 Options - Export center

10 Selecéo das informacgdes a serem
exportadas para Excel

11 Downloads - Exports

1. Drogas e Bioldgicos; 2. Ano de lancamento/Registro; 3. De 1700 até 2021; 4. Status de
desenvolvimento - Fase; 5. Registro; 6. Resultados; 7. Lista de produtos; 8. Resultados; 9. Opcdes »>
Centro de Exportacdo; 11. Downloads - Exportar.

Ao fim desta etapa, foi gerada uma planilha no Excel as informagdes buscadas.
Porém, posteriormente, foi visto que havia informacdes ndo apenas a respeito de
farmacos, mas a respeito também de outros instrumentos de saude. Portanto, foram

realizadas exclusdes adicionais seguindo os seguintes critérios descritos na Tabela 2:

Tabela 2. Critérios de exclusao para resultados obtidos pelo sistema Clarivate.

Iltens de excluséo
Ordem

1 Vaccine

2 Fixed-dose combinations
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3 Complexes

4 Radiolabeled

5 Contrast agents

6 Monoclonal antibodies
7 Immunoglobulins

8 Insulin

9 Interferon/IFN

10 Peptide/protein/enzyme
11 Polymers

12 Diagnosis

1. Vacina; 2. Combinacdes de dose fixa; 3. Complexos (com metal); 4. Radiofdrmacos; 5. Agentes de
contraste; 6. Anticorpos monoclonais; 7. Imunoglobulinas; 8. Insulinas; 9. Interferon (alfa/gama); 10.
Peptideos/proteinas/enzimas; 11. Polimeros; 12. ltens para diagnético.

Apos as exclusbes destes elementos, restaram apenas farmacos de estruturas
quimicas simples. A exclusao de, por exemplo, radiofarmacos, ou farmacos que
possuem um isétopo radioativo, entre outros exemplos, se deu pela dificuldade que o
software possuia em os identificar e gerar uma analise completa. A presenca destes
tipos de compostos gerava resultados como “fora do dominio de analise” ou entéao
“contém caracter nao classificado”. Para evitar esse tipo de viés durante a validacéo,
e analisar de forma eficaz apenas estruturas quimicas de farmacos, as exclusbes
foram realizadas.

Terminada a excluséo, restaram 605 farmacos, que foram particionados por
ano de registro. Para refinar ainda mais os resultados obtidos, estes foram divididos
em grupos com 20 anos de diferenca. Em seguida, selecionamos aproximadamente
10% dos medicamentos de cada periodo (Tabela 3). Para aqueles periodos em que
nao haviam compostos suficientes para a selecdo de 10% (por exemplo, de 1901 a
1920, que langou apenas 2 compostos), foi selecionado 1 composto. A sele¢do dos
10% em periodos de 20 anos foi realizada através de site de randomizacé&o para evitar

viés de escolha.

Tabela 3. Triagem de 10% de farmacos por faixa de 20 anos.

PERIODO No ~10%
1901-1920 2 1




58

1921-1940 1
1941-1960 16
1961-1980 34
1981-2000 188 20
2001-2021 364 38

A validacgéo foi realizada seguindo exatamente o mesmo método de analise dos
farmacos ja citados através das funcionalidades do software Nexus, resultando em
um score X-Tox final. Estes resultados foram compilados em uma planilha no Excel e
o resultado X-Tox foi comparado com resultados previamente descritos em literatura
de DLso/CLso, preferencialmente retirados de Safety Data Sheets (SDS), de indice
Terapéutico/Margem Terapéutica, preferencialmente retirados do Micromedex, dados
do IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer) ou dados de NOAEL (Nivel
Sem Efeitos Adversos Observaveis) ou LOAEL (Menor Nivel de Efeito Adverso
Observavel). Os elementos selecionados como referéncia correspondem a
informacdes previamente descritas na literatura com bom nivel de evidéncia cientifica

a respeito da toxicidade de compostos.

4.2 Avaliagéo in vitro

4.2.1 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

421.1 Meio de cultura

O ensaio de concentracdo inibitéria minima diz respeito & dose minima
necessaria de um composto para que nao haja mais crescimento microbioldgico. Para
a realizacdo deste ensaio com M. tuberculosis, 0 meio selecionado foi o Middlebrook

7H9 suplementado. Para a preparacdo de 1 litro de meio Middlebrook 7H9 estéril,
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adiciona-se 4,7g do meio em p6 7H9 a 890 mL de agua deionizada. Em fluxo laminar
o meio foi filtrado em membrana de 0,22 um de poro para fins de esterilizacdo. Apés
filtracdo, foi adicionado 10 mL de glicerol a 50% (autoclavado previamente), 2,5 mL
de tiloxapol a 20% (homogeneizado overnight e filtrado em membrana de 0,22 um) e
100 mL de meio Albumina-Dextrose-Sodio (ADS). Para a preparacédo de 500 mL de
meio ADS, adiciona-se 4,25 g de NacCl, 10 g de glicose anidra e 25 g de Albumina de
Soro Bovina (BSA) em agua deionizada g.s.p. 500 mL. Em fluxo laminar o meio deve
ser filtrado em membrana de 0,22 um de poro para fins de esterilizacdo. Ambos os
meios, Middlebrook 7H9 e ADS devem ser conservados em geladeira e somente

aberto dentro do fluxo laminar para manter a esterilidade.

42.1.2 In6culo bacteriano

Para os experimentos in vitro, foram utilizadas as cepas H37Rv, Erdman,
CDC1551 e mc26230 de Mycobacterium tuberculosis. Os in6culos foram preparados
a partir da adigdo de 100 pL da solucéo bacteriana de estoque (preservada em meio
contendo glicerol a 50% e refrigerado a -80°C) a 10 mL do meio 7H9 suplementado
em garrafas de plastico PET e formato quadrado, com capacidade entre 30 e 50 mL.
Adicionalmente para a cepa mc26230, o meio foi adicionado de &cido pantoténico a
100 mg/L. A cultura bacteriana foi incubada em “shaker” a 37°C até entrar em fase log
de crescimento (densidade 6ptica, ou absorbancia, a 600 nm [OD600] entre 0,5 e 1,
sendo o valor 1 associado a concentracdo de 3x10® Unidades Formadoras de
Colénia/mL (UFC/mL).

Para os testes, preparou-se uma diluicdo do indéculo inicial, para que se

obtivesse a concentragdo de 1x10% UFC/mL, valor padronizado para os experimentos.

4.2.1.3 Diluicdo dos compostos testados
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Todos os compostos selecionados para analise MIC (Carvedilol, Daclatasvir,
Orlistate, Cetoconazol e Otilénio) e os farmacos de controle positivo (Isoniazida,
Rifampicina, Etambutol, Delamanide e Bedaquilina) foram diluidos em dimetilsulfoxido
(DMSO0). Os compostos testes foram diluidos para que as concentra¢gfes finais na
placa de 96 pocos estivessem na faixa de 100 a 0,78 uM (8 pontos em diluicdo
seriada) e com concentracdo maxima de DMSO a 2%. Para cada um dos farmacos
controle, foram utilizadas diluicfes diferentes de acordo com os valores aproximados
dos MICs de cada um na literatura. A saber, Isoniazida e Etambutol entre 10 e 0,0045
uM (12 pontos em diluicdo seriada), Bedaquilina e Delamanide entre 2,5 e 0,019 uM
(8 pontos em diluicdo seriada) e Rifampicina entre 0,3125 e 0,0024 uM (8 pontos em

diluicdo seriada).

4214 Composicéao das placas de 96 pocos

O MIC foi determinado em placas de 96 pog¢os com fundo em “u” e preparadas
como descrito abaixo:

I. No primeiro poco da primeira coluna foi adicionado 98 uL de meio
Middlebrook 7H9. No restante da coluna, foi adicionado 50 uL do mesmo
meio.

[I. No primeiro poco, foi adicionado 2 uL do composto teste (preparado na
concentracédo de 10 mM) ou do controle (controle negativo de atividade,
100% de crescimento bacteriano: 2 uL de DMSO; controle positivo de
atividade: 2 uL do padrdo de Rifampicina ou Isoniazida preparado na
concentracédo de 1 mM; controle de esterilidade: 2 uL de meio)

lll. Realizou-se a diluicao seriada, passando 50 puL do primeiro para o
segundo poc¢o, homogeneizando e transferindo-se 50 pL do segundo para
o terceiro, repetindo a operacgéo até o ultimo pogo, onde se retirou 50 uL
que foi descartado, para que todos 0s pocos tivessem volume de 50 pL.

IV. Aos 50 uL de meio, em cada poco foi adicionado 50 uL do in6culo

bacteriano preparado para a concentracdo de 1x10° UFC/mL (exceto no
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grupo de controle da esterilidade, que teve a adicdo de 50 uL de meio).
Ao final, todos os pogos devem possuir volume final de 100 pL. As
concentracfes dos compostos testes nos pocos ficaram entre 100 uM e
0,78 uM. As concentracbes dos controles positivos de atividade
(Rifampicina e Isoniazida) ficaram entre 10 uM e 0,078 uM.

V. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

VI. As placas foram incubadas por 5 dias em estufa a 37°C e 80% de
umidade.

VII. Apés a incubacdo, adicionou-se 10 uL por po¢co de uma solucdo de
resazurina preparada a 100 pg/mL.
VIII. As placas foram protegidas da luz por cobertura com papel aluminio e

reincubadas “overnight”, em temperatura ambiente.

IX. No dia seguinte, adicionou-se 100 pL de uma solucéo de formalina a 10%
para fixacdo do material biol6gico.

X. As placas foram entdo analisadas em leitor de microplacas TECAN
Infinite® 200 PRO, no modo de fluorescéncia, com excitacdo em 540nm
e emissao em 590nm.

XIl. A avaliacdo da atividade antimicobacteriana foi realizada pela insercéo
dos resultados obtidos na formula contida na Equacéo 1 e plotagem dos
calculos em grafico semilog utilizando-se o software GraphPad Prism v.9:

Equacdo 1. Crescimento bacteriano pelo método daresazurinae leitura da fluorescéncia.

Flteste - Flestéril

%Crescimento em relacao ao controle = ( ) x 100

FlDMSO - Flestéril

*F| = valor da Fluorescéncia.

4.2.2 Indice da Concentracio Inibitéria Fracionada (FICI)
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O experimento FICI, também denominado de “checkerboard” quantifica a

interacdo entre dois compostos para verificacdo de sinergismo, sem-efeito ou

antagonismo entre eles. O ensaio teve por objetivo identificar o possivel sinergismo

entre os farmacos teste e os farmacos de tratamento padréo para tuberculose, o que

significaria a diminuicdo da concentracao inibitéria minima para um ou ambos. Para a

execucao, a concentracdo da cultura bacteriana e as faixas de concentracdo dos

farmacos foram os mesmos utilizados para o experimento do MIC. Também foi

utilizada placa de 96 pocos com fundo redondo, porém com o layout adaptado para o

experimento (Figura 18).

VI.

VII.

VIII.

Na linha 1A-H (vertical), adicionou-se 100uL dos farmacos controle em
uma concentracado 4x maior do que a desejada no final (exemplo: caso
a concentragédo final do poco desejada seja 100uM, adiciona-se a

solucdo com a concentragéo inicial de 400uM).

. Adicionou-se 50uL de meio 7H9 em todas as outras linhas e colunas,

até a coluna 8.

Realizou-se a diluicdo seriada, passando 50uL do primeiro para o
segundo poco, homogeneizando e transferindo-se 50uL do segundo
para o terceiro, repetindo a operacao até a coluna 8, descartando-se 0s
ultimos 50uL para que cada poco tenha apenas 50ulL.

Apés realizadas as etapas acima, adicionou-se 50uL da diluicdo dos
compostos testes nas colunas A1-8 (horizontal) em uma concentracao
2x da concentracao final desejada.

Realizar a diluicdo seriada na direcdo 1A-H (vertical) e descartar os
altimos 50uL, para que cada pogo tenha apenas 50uL.

Adicionar 50uL do in6culo de concentracdo 1x10° UFC/mL para que
cada poco entre 1-8 e A-H tenha 100pL.

As colunas 9 e 10 foram utilizadas para fazer o controle do MIC do
farmaco padréo para o tratamento da TB e as colunas 11 e 12 para o
controle do MIC do farmaco teste. Ambas em duplicata.

Os pocos correspondentes a linha H 9 e 10 foram utilizadas para o
controle negativo com DMSO e os pocos H 11 e 12 foram utilizados

para o controle estéril (apenas meio 7H9).
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IX. As concentracdes utilizadas para o ensaio checkerboard foram as
mesmas utilizadas para a determinacdo do MIC. Porém foram
selecionados apenas os farmacos mais promissores do MIC para o
ensaio FICI. As combinagdes estdo descritas abaixo:

e Carvedilol + Rifampicina
e Carvedilol + Bedaquilina
e Carvedilol + Delamanide
e Oirlistate + Rifampicina
e Oirlistate + Bedaquilina
e Orlistate + Delamanide
e Otilénio + Rifampicina
e Otilonio + Bedaquilina

e Otilénio + Delamanide

X. Todas as outras etapas a respeito de incubacao, adicdo de resazurina
e leitura das placas foram realizadas da mesma maneira do MIC (vide
itens VI-X do tépico 4.2.1.4 Composicao das placas de 96 pocos).

XI. A analise da leitura, entretanto, é feita seguindo o seguinte calculo:

Equacéo 2. Célculo do indice da Concentrag&o Inibitoria Fracionada (FICI)

MICacombinado N MICbcombinado
MICaindividual MICbindividual

FICI =

XIl. A interpretacéo dos resultados do célculo se da da seguinte forma:
e FICI <0,5 indica sinergismo
e 0,5 <FICI <1 indica efeito aditivo
e 1< FICI <2 indica efeito indiferente

e FICI > 2 indica antagonismo
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313 157 078 039 019 0,098 0,049 0,024 Controles

100

50

25

12,5

6,25

3,13

1,57

0,78

Figura 18. Exemplo de placa de 96 pocos para experimento Checkerboard. Colunas coloridas
(3,13-0,024 uM) representam concentracdes de farmacos padrées. Linhas coloridas (100-0,78 uM)
representam concentracdes de farmacos teste. Colunas brancas representam os controles dos
farmacos padréo e teste em duplicata. Quadrado vermelho FICI representa a menor concentragdo dos
farmacos padrao e teste em conjunto onde observa-se inibi¢cdo de crescimento bacteriano. Retangulo
vermelho DMSO (2%) representa o controle negativo e retangulo vermelho MEIO representa o controle
de esterilidade do meio.

4.2.3 Ensaio Kill-kinetics

O ensaio, também denominado cinética time-Kkill, possui como objetivo estudar
a atividade de um agente antimicrobiano contra uma cepa bacteriana para determinar
a atividade bactericida ou bacteriostatica do agente ao longo do tempo. Para este
ensaio, foram selecionados os farmacos individuais Carvedilol, Orlistate e Otildnio,
assim como os farmacos padréo Isoniazida, Rifampicina e Bedaquilina. Também foi
realizado o Kill-kinetics para as associa¢des que possuiram um resultado sinérgico no
ensaio FICI (o que significa FICI < 0,5). Para realizar o experimento, adicionou-se
10mL de uma diluicdo do inéculo de M. tuberculosis H37Rv em meio Middlebrook 7H9
suplementado para que a concentracéo final seja de 2x108 UFC/mL em frascos PETG
de fundo quadrado. Apoés, adicionou-se um volume dos compostos em uma
concentragdo 5xMIC em cada um dos frascos. Estes foram incubados em “shaker” a

37°C durante 21 dias. Para o controle de crescimento foi utilizado DMSO (125uL de
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uma solucédo 100% DMSO em 10mL de meio) e o controle de esterilidade do meio
(apenas 10mL do meio 7H9 suplementado). O experimento foi feito em duplicata.

No dia zero, assim que o in6culo foi preparado, foram passados 200uL em
triplicata (de cada duplicata) para trés pocos de uma placa de 96 pocos. Nas fileiras
seguintes da placa foram adicionados 180uL de meio liquido 7H9. Na sequéncia,
passou-se a diluicdo seriada a partir de 20uL do inéculo nédo diluido, obtendo-se,
portanto, uma sequéncia de diluicdes decimais, com concentragdo decrescente, de
10° (sem diluicdo) até 107 (diluido 10.000.000 de vezes). 100uL de cada diluicédo foram
entdo aplicados e espalhados em placa de Petri contendo o meio sélido 7H10 (mesmo
meio Middlebrook 7H9 completo adicionado de agar para solidificacdo). As placas
foram entdo incubadas em estufa a 37°C e 80% de umidade, protegidas da luz, por
21 dias, quando foram entéo reabertas e as coldnias crescidas foram contadas. A
cada 3 dias 0 mesmo processo realizado no dia zero foi repetido, até o dia 30. Apés a
contagem, o nimero de UFC/mL foi calculado para o in6culo ndo diluido e plotado em

gréafico no software GraphPad Prism 9.0.0.

e Carvedilol + Rifampicina
e Carvedilol + Bedaquilina
e Carvedilol + Isoniazida
e Oirlistate + Rifampicina
e Orlistate + Bedaquilina
e Orlistate + Isoniazida

e Otilonio + Bedaquilina

e Otilénio + Isoniazida
Obs: a Isoniazida apresentou resultados instaveis e pouco replicaveis durante

0 ensaio com microplacas e resazurina, entretanto, devido ao seu amplo uso e escolha

na terapia de primeira linha, o farmaco foi selecionado para os ensaios de kill-kinetics.

4.2.4 Extracao de metil ésteres de acido micolico (MAME) e analise por CCD
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Para a avaliacdo do perfil de acidos micolicos, foram preparados 15mL de
inéculos de Mtb em meio liquido Middlebrook 7H9 suplementado, contendo 1x108
UFC/mL, em garrafas de poliestireno de fundo quadrado. A cada in6culo, em
duplicata, foram adicionados os padrées dos farmacos teste (Otilénio, Orlistate e
Carvedilol) em concentracdo final equivalente a metade do MICg (concentracéo
subletal). Como controle foi usado o farmaco Isoniazida, também em duplicata e na
mesma concentragdo de metade do MICg. Como branco utilizou-se o DMSO, sendo
adicionado no mesmo volume em que foi utilizado como solvente nos outros grupos a
um indculo. Os frascos foram mantidos sob agitacdo constante a 37°C, e foram
analisados apoés 9 dias para confirmacao que haviam ultrapassado 0,5 de absorbancia
em 600nm.

Os in6culos crescidos foram transferidos para tubos de vidro com tampa de
rosca estéreis e foram centrifugados a 4000G. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi extraido por agitagao constante “overnight” com 6mL de uma mistura 2:1 de
cloroférmio e metanol. Apds nova centrifugacdo a 4000G, o sobrenadante obtido foi
separado para avaliacado futura dos “lipidios livres” e o pellet foi seco sob fluxo de
nitrogénio.

Ao pellet foram adicionados 2mL de hidroxido de tetrabutilaménio (TBAH) a
15% e apds 30 segundos de vortex foi aquecido a 100°C “overnight” em placa
aquecedora. Foram adicionados entdo 2mL de agua, 1mL de diclorometano e 250uL
de iodeto de metila. Os tubos foram entédo agitados por 30 minutos e posteriormente
centrifugados a 4000G por 1h. A fragdo aquosa foi desprezada e a fracao organica foi
transferida para vials de vidro, onde foi deixada em repouso, evaporando em capela
quimica. O residuo foi entdo ressuspendido em diclorometano (150uL) e 10uL foram
aplicados em placa cromatografica (CCD) de silica pré-aquecida a 60°C. A eluicédo
das amostras foi realizada em cuba de vidro, saturada com a fase movel contendo
éter de petréleo e éter etilico (95:5). Assim que a fase movel alcancava o ponto de
10cm apos o local da aplicacdo da amostra, a placa era retirada da cuba, seca e
retornada para a cuba, para repetir a eluigédo, por 6 vezes. Ao final das seis elui¢des,
as placas foram submersas em acido fosfomolibdico por 15 segundos e levadas para
estufa a 110°C por 15 minutos. O método descrito acima esta compilado na Figura 19.

A andlise dos resultados foi realizada por escaneamento de todas as placas

eluidas. O arquivo foi convertido em escala de cinza utilizando-se o software Adobe
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Photoshop. A fungao “inversdo de cores” foi utilizada para deixar as manchas mais
claras que o fundo da placa. O arquivo foi entdo salvo como .jpeg de alta resolucéao.
Esse arquivo foi entdo importado para o software Fiji ImageJ, onde foram obtidos
espectros de intensidade de pixels cinza, em trés pontos de cada mancha. Cada
espectro foi salvo como arquivo .csv e aberto no software Origin, onde cada espectro
foi transformado em uma curva suavizada, obtendo-se “picos”, que foram entdo
integrados para a obtencdo da &rea sob a curva. Os valores obtidos de &rea foram
entdo exportados para o software GraphPad Prism 9.0.0 e as médias dos grupos teste

foram comparadas com o controle através do teste de Dunnett.

CENTRIFUGACAO 4000RPM + TBAH 15% 2ML AGUA+1ML
—— 2:1 CLOROFORMIO/ETANOL —> AQUECIMENTO OVERNIGHT — DICLOROMETANO+200UL
2X IODETO DE METILA
50% MIC90
9 DIAS l

RESSUSPENDER EM COLETA FRACAO ORGANICA AGITACAO 30MIN +

10UL EM PLACACCD «— et
DICLOROMETANO E EVAPORA EM CAPELA CENTRIFUGACAO 1H

l

ELUIR EM CUBA DE VIDRO

_* ) 6X SUBMERSAQ EM ACIDO ESTUFA 110°C LEITURA DA PLACA
SATURACAO FASE MOVEL —— FOSFOMOBDILICO 155EG 15MIN - +
COM ETER DE PETROLEO E ANALISE
ETILICO
10CM

Figura 19. Fluxograma para extracao de metil ésteres de 4cido micdlico (MAME) e analise por
CCD.

4.2.5 Avaliacdo da expressao génica de InhA e iniB

Como é sabido, expressao da enzima enoil-ACP-redutase (InhA) é aumentada
guando a Mtb é exposta a INH. Da mesma forma, quando ha bloqueio da InhA pela
INH, um grupo de genes, chamados iniABC (Isoniazid-Inducible genes A, B, and C)
também séo induzidos. Para verificar se o ORL € capaz de realizar as mesmas
inducbes, visto que nosso screening computacional identificou o farmaco como

possivel inibidor de InhA, in6culos submetidos a concentragdes néo letais (metade do
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MICo0) dos nossos compostos e a INH foram avaliados por gPCR para a quantificagéo
de RNAm referente aos genes da InhA e do iniB.

O RNA foi quantificado utilizando o kit GoTaq® Probe 1-Step RT-gPCR. O RNA
foi descongelado, e 100 ng foram transferidos para a placa de 96 pogos do gPCR em
triplicatas. A amplificagcdo foi realizada utilizando os oligonucleotideos e o GoTag®
Probe gPCR Master Mix. Os seguintes passos do qPCR foram executados: para a
transcricdo reversa, 1 ciclo por 15 min a 37°C; para a inativagdo da transcriptase
reversa e ativacdo da GoTag® DNA Polymerase, 1 ciclo por 5 min a 95°C; para a
desnaturacao, 40 ciclos por 10 s a 95°C; para o anelamento, 40 ciclos por 30 s a 60°C;
para a elongacéo, 40 ciclos por 30 s a 72°C. O sistema de gPCR Mx3005P da Agilent
Technologies, especificado pelo fabricante, foi utilizado para realizar o RT-gPCR. A
quantificacdo do RT-gPCR foi realizada utilizando o método AACt. A expressao do
MRNA foi calculada em relacdo a amplificacdo do gene de referéncia 16SrRNA,
resultando em valores de ACt. Os valores de AACt foram calibrados para o controle
de DMSO para calcular os valores de AACt. Os resultados foram inseridos no software

GraphPad Prism 9.0.0 para andlise estatistica.

4.2.6 Inibicao intracelular com macréfagos THP-1

Um dos grandes obstaculos encontrados durante o desenvolvimento de
antimicobacterianos para o tratamento da TB se da pelo fato da bactéria ser fagocitada
por macrofagos alveolares no sistema respiratorio, sobreviver no interior da célula e,
assim, evadir tanto do sistema imune quanto da sua eliminacdo por antibidticos.
Portanto, torna-se interessante encontrar farmacos que sejam capazes de adentrar
macrofagos e eliminar a bactéria remanescente internamente. Portanto, foi realizado
0 ensaio de inibicdo intracelular com a linhagem de macrofagos THP-1, que é
executado em duas etapas: a diferenciacao celular, a infeccdo com Mtb e o tratamento
com os farmacos. O método descrito abaixo estd compilado na Figura 20.

I. Para a diferenciagdo, foi preparada uma cultura de células THP-1 em
meio RPMI + 10% SFB (soro fetal bovino).



VI.

VII.

VIII.

XI.

XII.

XIII.
XIV.
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. As células foram contadas e a densidade ajustada para 2x10° UFC/mL.

Foi adicionado forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) na proporgao
1:1000 a partir de uma solucao estoque de 50uM

As células foram semeadas em um volume apropriado nos pocos (para
uma placa de 96 pocos, foi semeado 100uL por poco).

As células foram encubadas a 37°C e 5% de CO2 durante a noite para
diferenciacao.

No dia seguinte, lavou-se as células duas vezes com PBS pré-aquecido
e adicionado 100uL RPMI fresco por poco.

Verificou-se a diferenciacdo ao microscopio. Obs: nem todas as células
formar@o ramificacbes, mas se ainda houver células anexadas, o
experimento esta correto.

As células foram novamente encubadas a 37°C e 5% de CO2 durante 3
horas.

Para o processo de infeccdo com Mtb, foi utilizada a cepa repérter
pBEN::mCherry (Hsp60)/GFP) com um promotor ATc induzivel para
expressdo de proteina verde fluorescente (GFP). Para expressao
adequada de GFP, adicionou-se 200 ng/mL de GFP a cultura de TB e
a cultura foi entdo encubada por mais uma semana em 7H9 fresco +
higromicina na concentragao 150 ug/mL.

Apbs, preparou-se a cultura de bactérias para infectar as células THP-
1 diferenciadas. A densidade celular das bactérias foi ajustada para
infectar as células com uma multiplicidade de infeccéo (MOI) igual a 3,
0 que significa 3 particulas bacterianas para cada macréfago. Incubar
de forma estatica a 37°C durante trés horas.

As células foram lavadas duas vezes com PBS pré-aquecido e
adicionado RPMI fresco conforme descrito acima.

Como controles foram utilizados DMSO, Rifampicina (3 pM),
Estreptomicina (20 uM) e controle estéril. As substancias-teste (ORL e
CAR) foram aplicadas em uma concentragcéo 4xMIC (100uM).

As placas foram incubadas estaticamente durante cinco dias.

Lavou-se entdo duas vezes com PBS pré-aquecido.
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XV. Para lisar os macrofagos foi utilizado ddH20 (destilada e deionizada),
pré-aquecida + 0,05% de Tyloxapol. Verificou-se a lise a cada cinco
minutos e a solugéo resuspendida vigorosamente caso a lise ndo fosse
satisfatoria.

XVI. Foram plaqueadas diferentes diluicbes em placas agar Middlebrook
7H10 e incubadas durante duas a trés semanas e para a contagem de
coldnias.

XVII. Os resultados foram inseridos no software GraphPad Prism 9.0.0 para

andlise estatistica.

DIFERENCIACAO LAVAGEM PBS

+ INFECCAO ADD COMPOSTOS LISE DOS
THP-1 + PMA RPMI MTB AXMIC MACROFAGOS
INCUBAGAO INCUBACAO INCUBACAO INCUBACAO
OVERNIGHT A 3H S 3H 5 DIAS A
m “ m ? ﬂ
é i ; e N LavAGEMPES L= -
+
MOI 3 e l
CONTAGEM P PLAQUEAMENTO  hpH20 PRE-AQUECIDO
— —
e (O :
COLONIAS INCUBAGAD 0,05% TYLOXAPOL

2 A3 SEMANAS

Figura 20. Fluxograma para andlise de inibi¢do intracelular com macr6fagos THP-1.

4.2.7 Inducdo de mutacdo espontinea

Além disso, para investigar se os farmacos de interesse eram capazes de gerar
resisténcia, a pesquisa realizou a inducdo de mutantes resistentes espontaneos
usando 5xMICe0 determinado previamente para a cepa M. tuberculosis mc26230,
plagueando 1x10°, 108, 107, 108 UFC em placas de agar quadradas de 120 mm (meio
s6lido Middlebrook 7H10 adicionado de 100 mg/L de acido pantoténico). Apés 4 e 6
semanas de incubacéo a 37 °C, 10 coldnias independentes foram selecionadas para
uma nova analise de MIC a titulo de verificar mudanga na concentracao inibitoria
minima (vide método 4.2.1. Concentracao inibitéria minima (CIM)). A cepa mc26230 é
idéntica a cepa H37Rv, exceto pela delecdo do gene que codifica a enzima

pantotenato sintetase, o que diminui consideravelmente a viruléncia da bactéria e
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possibilita que a mesma seja cultivada em laboratério com nivel de biosseguranca 2,

e nao 3 como requer a cepa H37Rv “selvagem”.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagéo in silico
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Como citado previamente, o reposicionamento de farmacos tem se mostrado

uma ferramenta util na otimizacdo e busca de novas terapias. Baseando-se nessa

premissa, foi investigado em bases de dados farmacos previamente aprovados para

uso em diversas enfermidades contra alvos de M. tuberculosis objetivando um

possivel reposicionamento. Na Tabela 4, estdo descritos os farmacos com a maior

probabilidade de se ligar contra os alvos designados.

Tabela 4. Classificacdo dos farmacos selecionados in silico com potencial atuagdo contra os
alvos MmpL3, InhA e RNApol baseado no score CHEMPLP do software GOLD.

MmpL3 RNApol InhA
Classificacao
(6AJG) (6CCV) (4TRO)
Filoquinona Coenzima Q10 Fenilbutirato de
1 Glicerol
2 Benzetbnio Tocoretinato Coenzima Q10
3 Nefazodona Deferoxamina Netarsudil
4 Salmeterol Venetoclax Cobicistat
5 Otilénio Nalbufina Visomitin
6 Carvedilol Gadofosveset Indinavir
7 Amtolmetina Latanoprosteno Orlistate
Guacila
8 Silodosina Daclatasvir Carfilzomib
9 Saroglitazar Lomitapida
10 Cetoconazol

Fonte: Reis (2020). Classificagdo de acordo com a pontuacdo CHEMPLP obtida pelo software GOLD.

Devido a grande quantidade de farmacos selecionados com possivel interagao

com os alvos de M. tuberculosis, mostrou-se necessario determinar um método que
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fosse capaz de reduzir a quantidade de farmacos testados durante a etapa in vitro.
Sabendo disto, foi desenvolvido um algoritmo, denominado X-Tox, para determinar a
toxicidade destes farmacos de forma quantitativa, objetivando a sele¢do dos menos
toxicos para o seguimento dos experimentos in vitro.

A analise toxicologica de farmacos de forma quantitativa, ou seja, a
determinacdo um numero de acordo com 0s eventos toxicoldgicos associados a sua
exposicdo, é uma atividade complexa, pois pode-se entender que se trata de algo
subjetivo. Entretanto, foram estabelecidos critérios para o desenvolvimento do X-Tox
e suas determinadas pontuacdes, para diminuir 0 enviesamento neste tipo de tomada
de decisdo. Um dos pontos cruciais analisados foi a severidade do evento
toxicoldgico, onde eventos considerados graves e/ou de dificil ou nenhuma resolucéo,
como por exemplo carcinogenicidade ou teratogenicidade, receberam uma nota mais
alta do que eventos de menor gravidade e/ou de facil resolu¢cdo, como sensibilizacdo
da pele. E importante frisar que outras consideracées também foram feitas, como a
capacidade de permanéncia da toxicidade mesmo apds a cessacdo do uso, o sistema
acometido, se o0 evento possui evidéncias in vitro ou in vivo, se a evidéncia € de
predicdo ou ja foi identificada in vivo, a probabilidade de ocorréncia do evento e se
existe tratamento e/ou terapia de suporte. Dito isso, existem diversos softwares
capazes de obter dados de predicdo e literatura a respeito da toxicidade de
compostos, como o0s citados anteriormente admetSAR ou TOPKAT Case Ultra. O
programa Nexus, da corporacdo Lhasa®, foi selecionado devido ao fato de ser um dos
mais compreensivos no sentido de quantidade de informacéao, visto que possui tanto
informacdes de predicéo, quanto dados de literatura e de metabolismo de compostos,
tendo a possibilidade também de analisar a toxicidade dos metabdlitos. Apesar disto,
€ um software pago e o desenvolvimento do algoritmo sé se deu desta forma pois o
laboratério obtinha licenca para utilizar. Entretanto, os endpoints abordados pelo
software Nexus, por exemplo de mutagenicidade, estdo presentes em diversos outros
softwares de livre acesso. Portanto, o score X-Tox foi desenvolvido utilizando o
sistema da Lhasa® mas pode ser aplicado a qualquer outro software de analise e

predicdo toxicolégica que possua 0s mesmos endpoints.

5.1.1 Derek
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Considerando o mecanismo de funcionamento do Derek elucidado na
Introducdo, as pontuacbes para o programa Derek foram criadas levando em
consideragao quatro itens:

I.  Se o endpoint é baseado em resultados in vitro ou in vivo:
a) Se in vitro, o endpoint recebe 1 ponto;
b) Se in vivo, o endpoint recebe 2 pontos caso seja GLOBAL;
c) Se in vivo for sistema-especifico, recebe pontuacdo de acordo

com sistema acometido.

[I.  Divisdo por sistema acometido:
a) Reprodutivo/Desenvolvimento: 5 pontos
b) Neurolégico: 5 pontos
c) Cardiovascular: 4 pontos
d) Respiratorio: 4 pontos
e) Imunoldgico: 4 pontos
f) Enddcrino: 3 pontos
g) Urinario: 3 pontos
h) Gastrointestinal/Digestorio: 2 pontos

i) Derme/Ocular: 1 ponto

[ll.  Probabilidade de ocorréncia:
a) Se CERTO (CERTAIN): 5 pontos
b) Se PROVAVEL (PROBABLE): 4 pontos
c) Se PLAUSIVEL (PLAUSIBLE): 3 pontos
d) Se EQUIVOCO (EQUIVOCAL): 2 pontos
e) Se DUVIDOSO (DOUBTED): 1 ponto

f)  Outros abaixo: 0 pontos

IV.  Por fim, foi instaurado uma pontuacéo individual para cada endpoint:
a) Se endpoint é in vivo SISTEMA-ESPECIFICO (Tabela 5):
o €& capaz de gerar eventos extremamente toXxicos,

permanentes e/ou morte: 1 ponto
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o € capaz de gerar eventos toxicos facilmente solucionaveis

e/ou pouco severos: 0,5 ponto

b) Se endpoint € in vivo GLOBAL (Tabela 6):
o Pontuacéo varia de acordo com a severidade.
c) Se endpoint é IN VITRO (Tabela 7):

o Pontuacao varia de acordo com a severidade.

Tabela 5. Pontuagao dos endpoints in vivo sistema-especificos.

SISTEMAS

ENDPOINTS

Reprodutivo/
Desenvolvimento - 5

Neurolégico - 5

Cardiovascular - 4

Respiratério - 4

Imunolégico - 4

Endécrino - 3

Urinéario - 3

Teratogenicidade — 1

Toxicidade de desenvolvimento - 1
Toxicidade testicular — 0,5

Edema cerebral - 1
Inibicéo de colinesterase — 0,5

Cardiotoxicidade - 1
Bradicardia -0,5
Metahemoglobinemia - 0,5

Toxicidade pulmonar - 1
Irritacéo de trato respiratorio - 0,5
Asma ocupacional - 0,5
Sensitizagdo de trato respiratorio - 0,5

Efeito em contagem de leucécitos e imunolégicos -
0,5
Esplenotoxicidade — 0,5

Toxicidade de glandula adrenal - 0,5
Toxicidade de tireoide - 0,5
Estrogenicidade - 0,5
Inibicdo de 5-alfa-redutase - 0,5
Agonista de receptor glicocorticoide - 0,5
Modulacéo de receptor androgénico - 0,5
Modulacéo de receptor estrogénico - 0,5

Nefrotoxicidade - 0,5
Toxicidade de func¢éo renal - 0,5
Distarbios renais - 0,5
Urolitiase - 0,5
Hematuria - 0,5
Hiperplasia urotelial da bexiga - 0,5
Nefropatia por alfa-2-Globulina - 0,5
Disturbios da bexiga - 0,5



Digestorio/TGlI - 2

Derme/Ocular - 1
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Hepatotoxicidade - 0,5

Irritacdo do trato gastrointestinal - 0,5

Cloracne - 0,5
Toxicidade ocular - 0,5
Irritacdo ocular - 0,5
Fototoxicidade - 0,5
Irritacdo da pele - 0,5
Sensitizacdo da pele - 0,5
Fotoalergenicidade - 0,5
Lacrimacgéo - 0,5

Tabela 6. Pontuacéo dos endpoints in vivo globais.

ENDPOINTS IN VIVO GLOBAIS (2 pontos)

Carcinogenicidade — 5

Anafilaxia— 5

Toxicidade de medula 6ssea — 5

Toxicidade aguda alta — 5

Mutagenicidade in vivo — 5

Dano cromossomal in vivo - 5

Efeitos tipo ciandticos - 5

Fotocarcinogenicidade - 4

Genotoxicidade ndo-especifica in vivo - 4

Disfung&o mitocondrial - 4

Desacoplador de fosforilagdo oxidativa - 3

Proliferagdo de peroxissomo - 3

Genotoxicidade ndo especifica fotoinduzida
-3

Fosfolipidose - 2

Tabela 7. Pontuacéo dos endpoints in vitro.

ENDPOINTS IN VITRO (1 ponto)

Dano cromossomal in vitro — 3

Dano cromossomal fotoinduzido in vitro - 2
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Genotoxicidade nao especifica fotoinduzida in

Inibicdo de canal HERG in vitro — 3 .
vitro - 2

Mutagenicidade in vitro — 3 Fotomutagenicidade in vitro - 2

Genotoxicidade ndo-especifica in vitro - 2

Considerando o sistema de pontuacéo descrito, a equacao para o calculo da
pontuacao Derek (DK) é:

Equacédo 3. Célculo para obtencdo da pontuacéo Derek.

Probabilidade * (in vitro; in vivo GLOBAL; in vivo sist. especifico) = nivel de tox.do endpoint = DK

Logo, moléculas muito toxicas, apresentardo um score Derek alto e moléculas

com baixa toxicidade terdo scores mais baixos.

5.1.2 Sarah

Considerando o mecanismo de funcionamento do software Sarah elucidado na
Introducéao, e levando em conta que o resultado pode ser POSITIVO ou NEGATIVO e
cada um varia de 0-100% de probabilidade, foi novamente estabelecido um sistema
de pontuacao para essa predicao:

I.  Negativo 100% - 0 ponto

II.  Negativo <100%-50% -> 1 ponto
lll.  Negativo <50%-0% -> 2 pontos
IV. Positivo 0%->50% —> 3 pontos
V. Positivo 50%->100% -> 4 pontos
VI.  Positivo 100% - 5 pontos

Portanto, scores Sarah (SRH) mais altos significam maior chance de causar
mutagenicidade e scores mais baixos significam que a molécula possui menor

potencial mutagénico.
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Como explicado previamente, o programa ICH M7 utiliza dados resumidos a
respeito de mutagenicidade das funcionalidades Sarah e Derek para auxiliar na
tomada de decisdes do ponto de vista regulatorio. Levando em consideracédo que a
predicdo do software Sarah dentro do ICH M7 é a mesma do Sarah completo, ela ndo
foi contabilizada. Para o estudo em questdo, como apenas o resultado do Derek trouxe
nova analise sobre mutagenicidade no ICH M7, foi atribuida pontuacdo apenas a ele.
As novas probabilidades encontradas no Derek (M7D) para essa funcionalidade séo:

[. Inativo:
a) (----): 0 ponto
b) (---): 1 ponto
c) (-): 2 pontos
d) (-): 3 pontos

II. Plausivel:
a) (+):1 ponto
b) (++): 2 pontos
c) (+++): 3 pontos

d) (++++): 4 pontos

A predicdo do ICH M7 Derek é somada a pontuacao final pois apresenta um
novo dado de predicdo que deve ser considerado para a analise completa de
mutagenicidade dos farmacos.

Observacao: o esquema de pontuacdo para esse programa foi instaurado
baseado apenas nos desfechos obtidos através dos farmacos teste e dos farmacos
do processo de validac&o. E possivel que outros farmacos acusem outros niveis de

probabilidade, porém néo foi possivel ter acesso aos dados completos do programa.

5.1.4 Vitic
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Considerando que os resultados do Vitic (VT) sao retirados de documentos e
nao de predicdes, eles foram utilizados de forma a comprovar ou anular os resultados
do Derek, ja que todos os endpoints do Vitic estdo dentro da lista de endpoints do
Derek. Sabendo disto, o sistema de pontuacdo do programa Vitic (VT) se déo da
seguinte forma:

I. Se oresultado do Derek esta presente no Vitic e confirma a predi¢éo do
Derek - multiplica-se a pontuacdo do Derek por dois (2);
II. Se o resultado do Derek esta presente no Vitic, mas antagonizam-se
entre si > multiplica-se a pontuacdo do Derek por zero (0);
lll.  Ainda ha o caso de o resultado estar presente no Derek, porém nao no

Vitic = checar literatura.

No caso da literatura, foi estabelecido que a pesquisa deve ser realizada no
PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), no tépico “Toxicity”. A base de dados
PubChem (PC) foi selecionada por ser a maior base de dados publica sobre
informacdes a respeito de substancias. Seu banco de dados é composto por mais de
116 milhdes de substancias fornecidas por centenas de organizacGes diferentes
sendo constantemente atualizada. Para a busca na literatura a respeito da toxicidade
de compostos ndo resgatadas pelo Vitic, porém que apresentaram alertas no Derek,
foi determinado que:

I. SeoPubChem confirma resultado do Derek - multiplica-se a pontuacao
do Derek por dois (2);
IIl. Se antagoniza o resultado do Derek - multiplica-se a pontuacdo do
Derek por zero (0);
[ll. Se a predicdo do Derek ndo for encontrada nem pelo Vitic nem pelo
PubChem - multiplica-se a pontuacdo do Derek por 1, para manté-la

como alerta.

Caso informagOes novas sobre toxicidade sejam identificadas no PubChem,
porém nao captadas pelo Vitic e ndo previstas pelo Derek (visto que o Vitic possui
apenas 11 endpoints e que o Derek € apenas uma funcionalidade de predi¢do
toxicologica), elas foram consideradas como AVISOS (FLAGS) no momento da
tomada de deciséo, e inseridas na equacao final, pois sdo dados importantes de
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toxicidade. Entretanto, apenas serdo consideradas FLAGS as denominadas
“Toxicidades Evidentes Nao Descritas Anteriormente”, ou TENDAs. Isso significa que
sédo informacdes novas ndo identificadas pelo software Nexus, porém sendo estes
eventos toxicologicos ja muito bem estabelecidos na literatura por meio de ensaios in
vivo com humanos e de vigilancia epidemioldgica. Desta forma, foi estabelecido o
sistema de FLAGS:

.  VERDES - eventos adversos leves e que n&o necessitam de
acompanhamento (Ex: cefaleia, disturbios do trato gastrointestinal etc.)
- 20 pontos;

. AMARELAS - eventos de gravidade mediana e que requerem
acompanhamento (Ex: alteracdo de exames como TGO, TGP, taxa de
filtragcdo glomerular etc.) - 50 pontos;

.  VERMELHAS - eventos graves, potencialmente irreversiveis e/ou
morte. Neste caso, podem ser eventos impedidores de uso, mesmo que
sua pontuacdo de predicdo no software tenha sido baixa (Ex:
teratogenicidade, carcinogenicidade etc.) - 100 pontos.

Ainda pode existir um outro caso, no qual o resultado esteja presente
individualmente no Vitic (VTi — parametro diferente do VT que altera o Derek). Ou seja,
que nao tenha sido prevista pelo Derek e também nao tenha sido encontrada pela
busca no PubMed. Este tipo de ocasido ocorre devido ao fato de o software possuir
uma base de dados “in house”, com informacdes fornecidas por industrias parceiras.
Neste caso, o Unico item modificado para a equacao Derek diz respeito a um valor fixo
para probabilidade. A probabilidade serd CERTA (5 pontos), visto que as informacdes
sao retiradas de bases de dados (e ndo de predicao) e o restante da equacao segue
igual a do Derek.

Mais além, é possivel que para farmacos muito antigos, haja muitas
informacOes a respeito de sua toxicidade e, portanto, aparentem ter um score
toxicolégico maior. O que né&o significa que eles necessariamente sejam mais toxicos,
apenas que h& mais informacfes sobre ele. Isso ocorre principalmente quando
farmacos antigos sdo comparados com novos, ou recém aprovados para uso, onde
ndo ha ainda uma gama de informacdes suficientes para tecer uma analise

toxicoldgica aprofundada.
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Por conta disso, foi criado um fator de normalizacdo (Fn) para a antiguidade do
farmaco. A equacao se trata da divisdo da pontuacdo individual do Vitic (VTi) por
1+(idade/100) sendo “idade” a quantidade de tempo no qual o farmaco foi aprovado
para uso por qualquer agéncia regulatéria. Para tal analise, apenas foram levadas em
consideracao as pontuacdes derivadas do Vitic individual (VTi), considerando que as
outras analises sédo independentes da idade do farmaco, visto que séo predicdes e
nao baseadas em literatura.

Exemplo. Considere que o score VTi é de 20 pontos e o farmaco foi aprovado

ha 30 anos, a equacao para adequar o fator de normalizacéo sera:

Equacédo 4. Célculo do Fator de normalizac&o dos resultados Vitic.

Vti 20 20

Fn = 1+(idadedfofoérmaco) = 1+( 30) = E = 15! 38

100

5.1.5 Meteor

Considerando o funcionamento do Meteor, mais um sistema de pontuagéo foi
criado para racionalizar os resultados de metabdlitos, em relagédo a probabilidade de
formacado dos metabdlitos:

|.  Resultados PLAUSIVEIS - 0,5 ponto
Il.  Resultados PROVAVEIS - 1 ponto
lll.  Resultados CERTOS - 2 pontos

Apesar de terem a mesma nomenclatura, a probabilidade de formagédo de
metabdlitos € diferente da probabilidade de ocorréncia dos endpoints Derek. Para
realcar esta diferencga, foram estabelecidas diferentes pontuagdes.

Adicionalmente, todos os metabdlitos passaram pelo screening do Derek, para
prever também a toxicidade dos metabdlitos, que foram avaliados seguindo o mesmo
sistema de pontuacdo utilizado para o Derek completo (Vide Equacéo 3. Calculo para

obtencéo da pontuacao Derek.)
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Tendo em mente que o sistema ndo consegue prever outras caracteristicas
farmacocinéticas dos farmacos dentro dos organismos, foi realizada uma pesquisa em
bases de dados para identificar as taxas de excrecdo inalterada dos farmacos
selecionados, pois esse fator cinético altera a taxa de formagédo de metabdlitos e,
portanto, a importancia do resultado do Meteor.

A primeira base de dados de escolha foi a do PubChem que, como citado
anteriormente, € uma base confiavel e constantemente atualizada. Caso néo
encontrada, uma  segunda  pesquisa  foi realizada  no PubMed
(https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/) para encontrar dados de cinética dos farmacos.
Logo, baseado nos percentuais de excrecao inalterada do farmaco a pontuacéo
estabelecida foi de:

. 0-10% -1

. >10e<30% -0,8
. >30e<50% -0,6
IV. >50e<70% -0,4
V. >70e<90% -0,2
VI. >90e100% -0

Portanto, a equacéo para calculo da pontuacédo dos metabdlitos (MT) é:

Equacédo 5. Calculo para obtencao da pontuacéo para metabdlitos a partir do Meteor.

[(Emetabdlitos * pontuacio Derek) * probabilidade de ocorréncial]
pmetabélitos

* taxa de excregdo inalterada = MT

Dados completos extraidos do software para analise de metabdlitos podem ser
encontrados no APENDICE E.

51.6 X-Tox

Considerando toda a metodologia e resultados apresentados até 0 momento,
abaixo se encontra o resultado final das andlises de toxicidade, mutagenicidade e

metabolismo. Se trata da soma de todos os fatores descritos, e foi denominada Expert
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Toxicity Score (X-Tox). O algoritmo completo esta disposto no Fluxograma 1
(APENDICE — A):

Equacéo 6. Algoritmo final X-Tox

DK = VT + DK « PC + SRH + M7D + VTixFn + MT + FLAG = X_Tox

*Legenda: DKxVT — Derek dependente do Vitic, DKxPC — Derek dependente do PubChem; SRH -
Sarah; M7D: ICH M7 Derek; VTi - Vitic individual; Fn — Fator de normaliza¢éo; MT — Meteor; FLAG —
avisos vermelhos, amarelos ou verdes.

Apbés o desenvolvimento e aplicagdo do algoritmo X-Tox para todos o0s
farmacos de potencial interacdo com alvos de Mycobacterium tuberculosis, foi
determinada uma nova classificacdo dos farmacos previamente selecionados in silico
baseando-se no score toxicologico (Tabelas 8-10). Andlise destrinchada de cada
farmaco pode ser encontrada nos APENDICES — B-D.

Tabela 8. Classificacdo dos farmacos por classe farmacoldogica, CHEMPLP e X-Tox para alvo
Enoil-ACP-redutase (InhA).

Farmaco
(Classe CHEMPLP.Fitness Score X-Tox
Farmacoldgica)

Orlistate
(Inibidor de lipase 106.98 13.5
pancreatica)

Cobicistate

(Inibidor seletivo de 111.38 17
CYP3A)

Fenilbutirato de

Glicerol (Quelante de 122.62 23.1
nitrogénio)
Netarsudil
(Inibidor de Rho 111.79 33
quinase)
Visomitin
(Antioxidante) 111.13 41.3
Coenzima Q10 119.36 408
(Suplemento)
Indinavir
(Inibidor de protease 108.57 97.9

viral)



Carfilzomibe
(Inibidor de
proteassoma)

NAD-Isoniazida
(ligante original)

97,37

105.42

215,9
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Tabela 9. Classificacdo dos farmacos por classe farmacolégica, CHEMPLP e X-Tox para alvo

RNA-polimerase.

Farmaco
(Classe
Farmacoldgica)

CHEMPLP.Fitness Score

X-Tox

Gadofosveset
(Agente de contraste)

Daclatasvir
(Inibidor seletivo de
NSSA de HCV)

Nalbufina

(Agonista-
antagonista opioide)

Coenzima Q10
(Suplemento)

Latanoprosteno
(Anélogo de
prostaglandina F2a)

Tocoretinato
(Atividade de vit. E e
A)

Deferoxamina
(Quelante de ferro)

Lomitapida
(Inibidor de MTP)

Venetoclax
(Inibidor de linfoma de
célula B)

Rifampicina
(ligante original)

77,65

74,65

84,29

104,52

75,68

88,56

86,63

73,47

86,22

81,61

9,3

26,1

49,8

53,7

102,2

112,5

114,6

196,1

Tabela 10. Classificacdo dos farmacos por classe farmacoldégica, CHEMPLP e X-Tox para alvo

MmpL3.

Farmaco
(Classe
Farmacoldgica)

CHEMPLP.Fitness Score

X-Tox
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Saroglitazar

(Agonista dual PPAR 111,72 3
aly)
Otilénio
(Antiespasmadico; 116,09 21,4

amonio quaternario)

Carvedilol

114,76 40,7
(Antagonista
adrenégico a-1 e -1)

Silodosina
(Antagonista
adrenérgico a-1)

112,11 44,7

Amtolmetina guacila
(Anti-inflamatorio ndo 113,28 56,5
esteroidal)

Fitoquinona
(Vitamina K) 132,15 67.6
Nefazodona
(Inibidor seletivo de
recaptacéo de 119,44 77,1

dopamina e
noradrenalina)

Cetoconazol

(Antifangico) 111,26 98,5

Benzetonio

(Antisséptico) 119,61 1225
Salmeterol

(Agonista adrenérgico 117,4 123,7

B-2)

SQ 109

(ligante original) 99,97 )

Utilizando dados de predicéo e de literatura, foi possivel realizar um ranking de
toxicidade para moléculas, com o objetivo de auxiliar na escolha de farmacos menos
toxicos para o seguimento de experimentos, um feito ndo verificado ainda pela
literatura cientifica. A analise toxicologica costuma ser realizada de forma qualitativa,
ao buscar se uma droga possui ou ndo determinados aspectos que podem gerar

eventos toxicos. Por exemplo, a presenca de grupos toxicoféricos como epoxidos ou
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azidas, que sdo muito reativas e podem causar dano celular. Ou mesmo quando a
analise é a respeito de dados quantitativos, como por exemplo o NOAEL (Nivel Sem
Efeitos Adversos Observéaveis), este demonstra apenas uma dose maxima na qual
néo é possivel observar eventos adversos. O racional desenvolvido, entretanto, busca
associar dados de predicao e de experimentos, e denotar, para cada um, um valor fixo
considerando o nivel de evidéncia cientifico e severidade, tipo de sistema acometido,
dentre outros critérios ja citados, para que se tenha uma andlise mais completa do
farmaco, observando quaisquer tipos de toxicidade que ele pode gerar, ao contrario

de uma andlise especifica de grupo toxicoforico, por exemplo.

5.1.7 Selecéo final de farmacos

Entretanto, mesmo apoés a classificacdo dos farmacos menos toxicos a partir
do resultado X-Tox, foi necessario fazer uma posterior selecdo dos compostos a
serem testados in vitro. Isso se deu por conta de limitagdes técnicas, como a falta da
disposicdo de um laboratério de nivel de biosseguranca 3 (NB3), e limitacdes
financeiras para aquisicdo de todos os compostos, materiais e equipamentos para a
realizacdo de um ensaio tdo extensivo. Varios destes farmacos eram de obtencao
limitada por conta do seu valor monetario alto, ou de dificil acesso por ndo serem
aprovados pela Anvisa para uso especificamente no Brasil, ou entdo farmacos novos
no mercado que ainda estavam sob patente exclusiva de determinada industria.
Portanto, ap0s a classificacdo dos farmacos baseado no score X-Tox, foi realizada
uma posterior selecao tendo essas limitagdes em consideracao.

Como é sabido, a micobactéria que causa tuberculose €& extremamente
contagiosa e seu manejo em laboratdrios NB3 é obrigatério, assim como outros entes
exoticos que possam causar doencas sérias ou potencialmente fatais como resultado
de exposicao por inalagdo. O unico laboratério NB3 em Brasilia-DF esta localizado no
Laboratério Central de Saude Publica (LACEN). Apesar disso, este € um laboratorio
majoritariamente para diagndstico, e a Unica cepa néo clinica disponivel e permitida
neste laboratério a titulo de pesquisa € a H37Ra, uma cepa avirulenta de M.

tuberculosis. Apesar das similaridades entre a cepa avirulenta e sua forma virulenta
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(H37Rv), a Ultima é a preconizada para 0s experimentos in vitro. Com essa
problematica, foi necessaria uma busca por laboratérios em universidades que
trabalhassem com pesquisa. Por estes motivos, a presente pesquisa fez uma parceria
com o laboratério do Professor Doutor Rainer Kalscheuer, da Heinrich-Heine-
Universtiat, na cidade de Dusseldorf, Alemanha. Os experimentos descritos ha sessao
‘in vitro” foram realizados no laboratorio gentilmente cedido pelo professor
Kalscheuer.

Apés todas as consideracdes e analise minuciosa, foram selecionados cinco

farmacos finais para a realizacéo dos ensaios in vitro (Tabela 11).

Tabela 11. Selecéo final de farmacos selecionados por alvo.

Alvos
MmpL3 InhA RNA-pol
Otilénio Orlistate Daclatasvir
Farmacos Carvedilol
Cetoconazol

Observacdo: o Cetoconazol apresentou um X-Tox elevado, estando
classificado na posicéo 8 da lista de farmacos da MmpL3. Normalmente, o farmaco
nao seria considerado para analise por conta do alto X-Tox, entretanto, 0 composto
foi doado para a nossa pesquisa pelo INCQS/Fiocruz, levando-o a ser incluido nos
ensaios realizados. Além deste fator, derivados imidazdlicos, como o préprio
Cetoconazol ja apresentaram resultados na literatura a respeito de atividades

antituberculosa (Byrne; Denkin; Gu; Nuermberger et al., 2007; Sun; Zhang, 1999).

5.2 Validagéo do algoritmo X-Tox

ApoOs a triagem e processo de exclusdo de 605 compostos, 65 farmacos foram

selecionados para andlise de validag&o do algoritmo desenvolvido (APENDICE E).
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Com isso, esperava ser possivel desenvolver uma analise que mostrasse a
correlacéo dos valores X-Tox com os dados de toxicologia da literatura. Entretanto, a
andalise comparativa da toxicidade farmacoldgica se mostrou um processo complexo
e desafiador por varias razdes. Primeiramente, deve-se considerar que o algoritmo X-
Tox leva em consideracdo dados de predicdo computacional, dados in vitro e dados
in vivo, ou seja, visualiza os farmacos de uma perspectiva macroscopica, enquanto 0s
dados retirados de cada material analisam compostos para um unico desfecho.
Ademais, os dados buscados para toxicidade de um farmaco podem variar
significativamente dependendo de fatores como a dosagem, a via de administracao,
a duracdo e o tipo de animal utilizado para estudo (nos casos de DLso e NOAEL).
Diferentes estudos usam modelos animais distintos, diferentes condi¢cdes
experimentais, ou até mesmo diferentes critérios para avaliar a toxicidade. Isso pode
levar a resultados que ndo sdo diretamente comparaveis, dificultando a formacéo de
conclusdes gerais sobre a toxicidade relativa dos farmacos.

Outra dificuldade encontrada se deu pela falta de homogeneidade dos dados
disponiveis em literatura. Dos 65 farmacos triados, dados para apenas 47 compostos
(72,31%) dos compostos foram encontrados para DLso/CLso. Para NOAEL/LOAEL,
dados para 56 compostos (86,15%) foram obtidos. No caso de Iindice
Terapéutico/Margem Terapéutica, dados para apenas 34 farmacos foram encontrados
(52,31%). Para dados do IARC sobre carcinogenicidade, apenas os farmacos
Progesterona e Dapsona apresentavam resultados (APENDICE E).

Além disso, a toxicidade farmacologica pode ser tanto aguda quanto crbnica. A
toxicidade aguda se refere a efeitos adversos que ocorrem logo apds a administracéo
do farmaco, enquanto a toxicidade crbnica envolve efeitos que surgem apos
exposicdo prolongada. A comparagéo entre toxicidades que ocorrem em diferentes
momentos e sob diferentes condi¢cbes de exposi¢cao adicionou mais uma camada de
complexidade.

Por fim, a interpretacdo dos dados de toxicidade pode ser influenciada por
fatores como a sensibilidade dos métodos de deteccdo usados, a interpretacéo
estatistica dos resultados e a qualidade geral do estudo. Erros ou variagdes nesses
aspectos podem levar a conclusdes equivocadas ou a subestimacéo da toxicidade de
um farmaco. Esses fatores tornaram dificil a comparacéo direta entre diferentes

estudos e o algoritmo X-Tox. Nesse topico, a tese ressalta que mais estudos sao
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necessarios para determinar uma forma adequada de comparar o algoritmo
desenvolvido a titulo de validacéao.

Para além da busca por alvos farmacoldgicos, os métodos computacionais
podem e servem como auxilio também quando analisa-se outros pontos, como foi
demonstrado pelo uso de softwares para analise de toxicidade. Apesar de existirem
diversas ferramentas que podem ser utilizadas para este fim, elas variam em alguns
aspectos, como objetivos e custos. Ao final, fica a critério do cientista ou instituicao
selecionar qual abordagem mais se adequa a pesquisa que esté sendo realizada, seja
esta mais orientada a regras e conhecimento cientifico acumulado ou mais tendente
para modelos QSAR e métodos estatisticos. Apesar de ja serem instrumentos
utilizados na pesquisa e na industria ha anos, ainda ha espaco para aperfeicoamento
e debate. Nesta questdo, é importante frisar alguns pontos a respeito do uso de
métodos computacionais.

Primeiramente que sdo métodos preditivos, ou seja, baseiam-se em analises
gue nao necessariamente vao ser transpostos para efeitos in vitro ou in vivo. Neste
caso, as ferramentas auxiliam em uma varredura inicial quando se tem milhares de
compostos para triagem. Ainda nesse aspecto, é importante o entendimento também
qgue, a interacdo in silico € essencialmente isso: interacdo. Nao se pode inferir a
existéncia de inibicdo e/ou superexpressao de um determinado alvo pelas técnicas

que utilizamos.

5.3 Avaliagéo in vitro

5.3.1 Concentracéo Inibitéria Minima (MICao)

Posteriormente aos experimentos computacionais, foram realizados os ensaios
in vitro para determinar o potencial de inibicdo dos farmacos selecionados. Portanto,
para o primeiro experimento, o objetivo foi identificar qual a concentracao inibitoria
minima necessaria para evitar ao menos 90% do crescimento bacteriano (MICg0). Para

todos os farmacos, Carvedilol (CAR) Cetoconazol (KET), Daclatasvir (DAC), Orlistate
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(ORL) e Ctilénio (OTI), a faixa de concentracao foi de 100-0,78uM (8 pontos), diluidos
em DMSO (2%). A busca do MIC foi executada utilizando primeiramente a cepa
H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, a cepa virulenta da micobactéria mais
comumente utilizada e preconizada para este tipo de ensaio. Apds o0 screening inicial,
foram selecionadas mais duas cepas, a cepa CDC1551 e Erdman, a titulo de
aprofundar o conhecimento da atividade dos melhores farmacos, ou seja, farmacos
cujo MICgo tenha sido abaixo de 100uM. Isso significa que compostos onde né&o foi
possivel determinar o MICgo para a cepa H37Rv, ndo foram selecionados para os
experimentos futuros. Para controle positivo, foram utilizados os farmacos de primeira
linha Rifampicina (RIF), Isoniazida (INH) e Etambutol (EMB), e dois compostos mais
recentes de segunda linha, Delamanide (DEL) e Bedaquilina (BED), todos na faixa de
diluicdo entre 10 e 0,0048uM (12 pontos em diluicdo seriada). Como controle negativo,
foi utilizado DMSO 2%, devido a esta ser a maior concentracao final de DMSO (nos
pocos com a maior concentracdo dos farmacos, a 100uM).

Os valores de MIC obtidos para os farmacos padrdo em relacdo a cepa Mtb
H37Rv foram os seguintes: RIF 0,039uM, INH 0,078uM, EMB 5uM, DEL 0,0097uM
(=0,01uM) e BED 0,156uM (Figura 21). Considerando que € normal uma variacdo de
duas a trés vezes em comparacdo com valores obtidos pela literatura (Early; Alling,
2015), os resultados encontrados pelo experimento estdo dentro das faixas
determinadas pela literatura. Para a RIF, o valor esperado se encontra entre 0,07-
0,3uM (Bemer-Melchior; Bryskier; Drugeon, 2000), ja para INH foi determinado em
0,09 uM (Knox; King; Woodroffe, 1952), para o EMB entre 3 e 12,2uM (Jadaun;
Agarwal; Sharma; Ahmed et al., 2007). Para os novos farmacos, BED entre 0,007 e
0,45uM (Lopez; Siqueira De Oliveira; Pinhata; Chimara et al., 2019) e DEL entre 0,01
e 0,09uM (Szumowski; Lynch, 2015). Concentragbes inibitérias minimas
representadas por outras unidades de medida nas referéncias, como mg/mL, mg/L ou
ug/mL e pg/L foram devidamente convertidas para a unidade de medida puM utilizada

nesta tese.
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Farmacos padrao vs H37Rv
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Figura 21. Avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC90) dos farmacos padrao contra a
cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis. Cepa H37Rv na concentracdo de 10 UFC/mL. As
concentracdes dos farmacos Rifampicina (RIF), Isoniazida (INH), Etambutol (EMB), Delamanide (DEL)
e Bedagquilina (BED) variam entre 10-0,0048uM. Medicao foi realizada como porcentagem do controle
de crescimento DMSO (2%). A linha pontilhada corresponde ao MICo0. Todos 0s pontos correspondem
a valores da média em triplicata.

Exceto para o Daclatasvir, foi possivel identificar o MICg para todos os
farmacos testados contra a cepa H37Rv (Figura 22). Por conta disto, o Daclatasvir
nao foi selecionado para o restante dos ensaios. A varredura in silico detectou o
farmaco Daclatasvir como possivel inibidor de RNA-polimerase, entretanto, mesmo
apos repetidas tentativas, este ndo demonstrou atividade inibitoria para a cepa de Mtb
H37Rv, obtendo MICg >100uM. A deteccao pelo software pode ser explicada pelo
grande tamanho da molécula (738.9 M), o que muito provavelmente adicionou pontos
de interacdo com a enzima, aumentando o valor de CHEMPLP, fazendo com que este
farmaco estivesse presente no cut-off de 20% para a selecao inicial.

Como demonstrado na figura abaixo, o Otilénio foi o farmaco com o menor
MICgqo para a cepa H37Rv, com valore de 6,25uM. Seguido pelo Orlistate e Carvedilol,

ambos com MICgo de 25uM e, por fim, o Cetoconazol com MICgo de 50uM.
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Farmacos reposicionados vs H37Rv
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Figura 22. Avaliagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC90) dos farmacos reposicionados
contra a cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis. Cepa H37Rv na concentracdo de 1086
UFC/mL. As concentragbes dos farmacos Orlistate (ORL), Otildnio (OTI), Carvedilol (CAR),
Cetoconazol (KET) e Daclatasvir (DAC) variam entre 100-0,78uM. Medicdo foi realizada como
porcentagem do controle de crescimento DMSO (2%). A linha pontilhada corresponde ao MICg. Todos
0s pontos correspondem a valores da média em triplicata.

Ao analisar as cepas CDC1551 (Figura 23) e Erdman (Figura 24), viu-se um
aumento de 2x para o MICeo do farmaco Otilénio (25uM). O Orlistate obteve um
resultado levemente favoravel para a cepa CDC1551 (12,5uM), porém manteve o
mesmo resultado para a Erdman (25uM). Ja o Carvedilol apresentou-se um pouco
menos eficaz para ambas as cepas, com MICg de 50uM para CDC1551 e Erdman. A
cepa CDC1551 se apresentou moderadamente resistente ao cetoconazol, ndo sendo
possivel identificar seu MICo0o mesmo na concentracdo mais alta usada (100uM).

Entretanto, para a cepa Erdman, seu resultado foi semelhante a cepa H37Rv (50uM).
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Farmacos reposicionados vs CDC1551

150 -
- ORL

- OTI
+ CAR
-+ KET

100+

i
o
1

% crescimento em
relagao ao controle

10% (MICgg) [+ vvvvsmresnnnsrravennnnsass
0-

|
1 10 100
Concentracao (pM)

Figura 23. Avaliagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC90) dos farmacos reposicionado
contra a cepa CDC1551 de Mycobacterium tuberculosis. Cepa CDC1551 na concentragdo de 108
UFC/mL. As concentragbes dos farmacos Orlistate (ORL), Otildnio (OTI), Carvedilol (CAR) e
Cetoconazol (KET) variam entre 100-0,78uM. Medicao foi realizada como porcentagem do controle de
crescimento DMSO (2%). A linha pontilhada corresponde ao MICgo. Todos 0s pontos correspondem a
valores da média em triplicata.

Farmacos reposicionados vs Erdman
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Figura 24. Avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC90) dos farmacos reposicionados
contra a cepa Erdman de Mycobacterium tuberculosis. Cepa Erdman na concentracdo de 10°
UFC/mL. As concentragbes dos farmacos Orlistate (ORL), Otilénio (OTI), Carvedilol (CAR) e
Cetoconazol (KET) variam entre 100-0,78uM. Medicao foi realizada como porcentagem do controle de
crescimento DMSO (2%). A linha pontilhada corresponde ao MICgo. Todos 0s pontos correspondem a
valores da média em ftriplicata.
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As maiores diferencas entre a cepa H37Rv e as cepas CDC1551 e Erdman sdo
a capacidade de tempo de duplicacdo (Dunn; North, 1995) e sequéncias polimorficas
que codificam genes envolvidos em interagdes hospedeiro-patdgeno. A CDC1551
superexpressa, por exemplo, a familia de genes PE/PPE, que codifica proteinas
acidas, ricas em glicina, que séo expressas na superficie extracelular, levando a uma
resposta mais poderosa do hospedeiro (Fleischmann; Alland; Eisen; Carpenter et al.,
2002). A cepa Erdman possui nivel de viruléncia semelhante a CDC1551 (Kelley;
Collins, 1999), ambas maiores que a H37Rv. Apesar de estarem relacionados, o nivel
de viruléncia ndo significa necessariamente que a micobactéria € mais ou menos
suscetivel a antibidticos, apenas que ela tem maior potencial agressivo, o que pode
causar mais dano no organismo (Beceiro; Tomas; Bou, 2013). Por conta disso, é digno
de nota que os farmacos selecionados, especificamente OTI, ORL e CAR,
demonstraram atividade inibitoria e foi possivel identificar seus MICo em cepas
especialmente virulentas e prejudiciais a saude, tornando-os interessantes para
experimentos futuros.

Buscando investigar os mecanismos de acdo dos farmacos passiveis de
reposicionamento (ORL, OTI e CAR), também foi selecionada a cepa de Mtb XDR
(extensivamente resistente) para o ensaio de MIC. De acordo com o CDC (Centro de
Prevencdo e Controle de Doencas dos Estados Unidos), cepas de Mtbh XDR séo
resistentes aos farmacos de primeira linha Isoniazida, Rifampicina, a uma das
fluoroquinolonas (como moxifloxacino or ofloxacino), e a pelo menos um dos farmacos
de segunda linha injetaveis como Amicacina, Capreomicina e Canamicina (Cdc,
2022). A cepa XDR selecionada possui perfil de resisténcia a Isoniazida, Rifampicina,
Etambutol, Sulfametoxazol, Pirazinamida, Etionamida, Canamicina, Amicacina,
Capreomicina e Ofloxacina. Considerando o dado apresentado, o objetivo desta busca
foi verificar se o farmaco ORL obteria a mesma resposta de resisténcia da Isoniazida
(INH), visto que a priori, pelas avaliagdes computacionais, 0 ORL seria capaz de inibir
o mesmo alvo da INH (enoil-ACP-redutase). Assim como verificar 0 comportamento
do OTI e CAR, que tém como mecanismo de acao proposto a inibicdo da proteina
transmembrana MmpL3, alvo que ndo esta previsto como mecanismo de resisténcia
da cepa XDR (Figura 25). Como controle de resisténcia, o farmaco INH foi

selecionado.
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Farmacos reposicionados vs XDR
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Figura 25. Avaliagdo da Concentragao Inibitoria Minima (MIC90) dos farmacos reposicionados e
Isoniazida (INH) contra a cepa XDR de Mycobacterium tuberculosis. Cepa Mtb XDR na
concentracdo de 1085 UFC/mL. As concentragdes dos farmacos Orlistate (ORL), Otilonio (OTI),
Carvedilol (CAR) e Isoniazida (INH) variam entre 100-0,78uM. Medicao foi realizada como porcentagem
do controle de crescimento DMSO (2%). A linha pontilhada corresponde ao MICg. Todos 0s pontos
correspondem a valores da média em triplicata.

Como esperado, a cepa XDR se mostrou altamente resistente ao farmaco INH,
visto que nem mesmo na maior concentracao utilizada (100uM) foi possivel identificar
gueda do crescimento bacteriano. Em comparag¢do com a cepa padrdao H37Rv, cujo
MIC para INH é de 0,078uM, houve um aumento >1000x na concentragdo do farmaco.
O mecanismo de resisténcia mais prevalente para a INH ja esta bem descrito na
literatura, no qual 94% das cepas resistentes a INH séo derivados da mutacdo S315T
no gene katG, que expressa a enzima catalase peroxidase KatG (troca de Serina para
Treonina na posicao 315 do codon) (Vilchéze; Jacobs, 2014). Como explicado
anteriormente, essa mutacédo impede que a INH tenha afinidade e seja ativada pela
enzima KatG e, portanto, perde sua atividade antimicrobiana. Apesar disso, 0
sequenciamento completo do genoma foi realizado previamente e detectado que
existem ao menos 23 outras mutacdes no gene da katG que também estdo
relacionados com o processo de resisténcia (Torres; Paul; Rodwell; Victor et al., 2015).
Entretanto, a mutacdo S315T parece ser favorecida devido ao potencial de inibir a
ativacdo da INH sem inibir completamente sua atividade de catalase-peroxidase
(Hazbon; Brimacombe; Bobadilla Del Valle; Cavatore et al.,, 2006). Ainda além,

existem outros mecanismos conhecidos pelos quais a micobactéria pode desenvolver
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resisténcia a INH, como muta¢des nos genes que codificam para as enzimas KasA e
KasB, ambas presentes na rota de sintese do acido micélico FASII (Slayden; Barry,
2002), no gene inhA, que codifica para a enzima enoil-ACP-redutase, alvo da INH
(Huo; Lu; Zong; Jing et al., 2019), no operon iniBAC, que é também super-expressado
guando a bactéria esta em contato com a INH e codifica proteinas necessarias na
sintese da parede celular (Ramaswamy; Reich; Dou; Jasperse et al., 2003), dentre
outros exemplos (Nagel; Streicher; Klopper; Warren et al., 2017).

Utilizando esses argumentos, é possivel observar que o ORL também
demonstrou certo nivel de resisténcia a cepa XDR quando comparado com a sua
atividade contra a cepa H37Rv, visto que também néo foi possivel observar o0 MICoo
mesmo nha concentracdo mais alta, o que suporta a teoria de que o mecanismo de
acdo do ORL pode estar envolvido no processo de sintese do acido micdlico, assim
como a INH. Entretanto, é notavel a diferenca de comportamento entre a INH e o ORL,
uma vez que, com uso de ORL, houve uma queda consideravel na porcentagem de
crescimento bacteriano entre as concentra¢des de 12,5-25uM (de 83% para 36%), o
gue ndo ocorreu com a INH (sua porcentagem de inibicdo de crescimento nao
ultrapassou 89%). Esta evidéncia aponta para o fato de que possivelmente o
mecanismo de acdo do ORL pode estar envolvido no processo de sintese do &cido
micolico, porém nao pela mesma rota da INH, o que explica a cepa XDR ter um
determinado nivel de sensibilidade a atividade do ORL.

Observando-se o resultado do CAR, foi possivel identificar que, apesar de nédo
ter sido possivel determinar seu MICg0, 0 comportamento de inibicdo do farmaco em
relacdo a cepa XDR foi semelhante a cepa H37Rv, tendo sido possivel identificar o
MICso deste farmaco na concentragcdo de 25uM (mesma concentracdo do MICeo para
a cepa de referéncia), um resultado promissor, considerando que esta cepa €
extensivamente resistente a farmacos de primeira e segunda linha. E mais
surpreendente ainda o resultado apresentado pelo OTI, cujo MICgo demonstrado € de
12,5uM, uma mudanca de apenas uma diluicdo quando comparado com o resultado
da cepa H37Rv (6,25uM).

Ambos os resultados corroboram com a hipétese de que os mecanismos de
acao do CAR e OTI séo distintos do ORL e solidifica o potencial uso dos trés para o

tratamento ndo s6 da Tuberculose sensivel, mas também de cepas resistentes.
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Ademais, foi realizado outro experimento para a busca de MICo com a cepa
denominada mc26230. Essa cepa € essencialmente igual a cepa H37Rv, e apenas
possui uma delecdo do gene que codifica a enzima pantotenato sintetase (ApanCD).
A delecao pontual diminui consideravelmente a viruléncia da bactéria e possibilita que
a mesma seja cultivada em laboratorio com nivel de biosseguranca 2 (NB2), em
contraponto com a de referéncia, que necessita ser trabalhada em laboratério NB3
(Jain; Hsu; Arai; Biermann et al., 2014; Vilcheze; Copeland; Keiser; Weisbrod et al.,
2018). O manejo dos experimentos com a cepa mc26230 seria, portanto, interessante
do ponto de vista pratico, no momento de indisponibilidade de um laboratério NB3 e
houve interesse em verificar se 0 comportamento dos farmacos de teste seria mantido,
caso 0s experimentos futuros precisassem ser realizados com essa cepa. O resultado
apresentado na Figura 26 demonstra que o MICg dos farmacos de interesse ORL,
OTl e CAR se mantiveram iguais aos da cepa H37Rv (25; 6,25 e 25uM,
respectivamente), confirmando que estes farmacos poderiam ser testados em

eventuais experimentos no contexto de um laboratério NB2 para a cepa mc26230.

Farmacos reposicionados vs Mtb mc?6230

150 -
-~ ORL
2 B - OTI
g E 100 - _i\_ &+ CAR
E o )
- ®
2.2 LN
O 5 50—
=
E
@
10% (MICgg)

0-

]
1 10 100
Concentracao (uM)

Figura 26. Avaliagao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC90) dos farmacos teste contra a
cepa mc?6230 de Mycobacterium tuberculosis. Cepa mc26230 na concentracdo de 106 UFC/mL. As
concentracbes dos farmacos Orlistate (ORL), Otilénio (OTI) e Carvedilol (CAR) variam entre 100-
0,78uM. Medicdo foi realizada como porcentagem do controle de crescimento DMSO (2%). A linha
pontilhada corresponde ao MICg0. Todos 0s pontos correspondem a valores da média em triplicata.

Levando em consideracdo os resultados apresentados pelo experimento de
MIC descritos na Tabela 12, foram selecionados os farmacos mais promissores dentre
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todas as cinco cepas testadas (H37Rv, CDC1551, Erdman, mc?6230 e XDR), a saber,
ORL, OTl e CAR para o experimento indice da Concentrac&o Inibitéria Fracionada, do

inglés Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI).

Tabela 12. Valores de Concentracao Inibitéria Minima (MIC) dos farmacos para cada
microrganismo.

Microrganismos - MIC (uM)

Farmacos

H37Rv CDC1551 Erdman mc26230 XDR
ORL 25 12,5 25 25 251
CAR 25 50 50 25 252
OTI 6,25 25 25 6,25 12,5
KET 50 >100 50 - -
DAC >100 - - - -
INH 0,078 - - - >100
RIF 0,039 - - - -
EMB 5 - - - -
BED 0,156 - - - -
DEL 0,001 - - - -

*Legenda: Cepas de Mth H37Rv, CDC1551, Erdman, mc26230 e XDR na concentragdo de 10° UFC/mL.
Orlistate (ORL), Otilénio (OTI), Carvedilol (CAR), Rifampicina (RIF), Isoniazida (INH), Etambutol (EMB),
Delamanide (DEL) e Bedaquilina (BED). Valores representados na tabela correspondem aos
respectivos MICs em pM, obtidos através de microdiluicdo em placas de 96 pogos, em meio
Middlebrook 7H9 suplementado, reveladas por Resazurina e analisadas em leitor de microplacas
TECAN Infinite® 200 PRO. Experimento realizado em triplicata. * MICso; 2 MICgo.

5.3.2 Iindice da Concentracdo Inibitoria Fracionada (FICI)

O experimento em questao, também chamado de Checkerboard, possui como
objetivo analisar se dois farmacos possuem sinergismo entre si (Hall; Middleton;
Westmacott, 1983). O sinergismo é uma analise importante quando se trata do estudo
de farmacos pois pode significar a diminuicdo da dosagem de um ou de ambos, o que
acarretaria a diminuicéo de seus eventos adversos. Ademais, a andlise FICI também

determina se os farmacos possuem acdo aditiva (Suzuki; Ohashi, 2013), efeito
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indiferente (Botelho, 2000), e até mesmo antagonico, o que pode ser utilizado como
base para uma possivel contraindicacdo de uso em conjunto.

Como explicado previamente na secdo Material e Métodos, o resultado FICI é
expresso por um valor numérico gerado por uma equacao que analisa a interacao
entre os farmacos e verifica se houve diminuicdo ou aumento no MIC dos mesmos
utilizados em conjunto quando comparados com seu uso individual. Este resultado

pode ser interpretado como:

e FICI < 0,5 indica sinergismo
e 0,5 < FICI < 1 indica efeito aditivo
e 1 < FICI < 2 indica efeito indiferente

e FICI > 2 indica antagonismo

Cada um dos trés farmacos testados (CAR, ORL e OTI) foram analisados em
associacdo com o farmaco de primeira linha RIF e dois fArmacos de segunda linha
(BED e DEL). Os valores dos pocos coloridos em azul, laranja e roxo representam as
porcentagens de inibicdo de crescimento em relagcdo ao controle (DMSO) e a
delimitacdo de valor o MICgo, OU Seja, 0 ponto de andlise (laranja) se da no ultimo poco
onde a associa¢cdo dos farmacos estd com a porcentagem abaixo de 10% (o que
significa que ao menos 90% do crescimento bacteriano foi inibido).

Para o Carvedilol (CAR), pode-se identificar sinergismo entre este e o farmaco
de primeira linha RIF (Tabela 13) e de segunda linha BED (Tabela 14) (ambos com
FICI = 0,375). Infelizmente, ndo foi possivel identificar FICI para a placa CAR/DEL
(Tabela 15). Isso se deu por conta da completa inibicdo de crescimento celular na
placa, o que poderia indicar um sinergismo altissimo desta associacdo, entretanto,
também néo foi possivel identificar o MICgo para o farmaco DEL individualmente, o
que pode ser interpretado como imprecisdo no momento da escolha da faixa de
diluicdo do DEL, n&o abrangendo o seu MICgo individual no momento de preparacéo
da placa. De fato, neste estudo, o MICgo do farmaco Delamanide foi detectado em
~0,01uM, e a faixa de diluicdo utilizada para o experimento esta entre 2,5-0,02uM.
Para o experimento em questdo, decidiu-se realizar esta faixa de diluicdo devido a

uma padronizagao prévia do laboratorio utilizado, cujo resultado FICI foi possivel ser
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observado entre as diluicdbes 2,34-0,03uM para a associacdo DEL/3-O-Metil-
butilgalato, composto sintetizado pelo laboratorio (Rehberg; Omeje; Ebada; Van
Geelen et al., 2019). Na literatura, esta descrito que o MICe de DEL se encontra na
faixa de 0,01-0,093uM (Szumowski; Lynch, 2015), o que se encontraria no limite
inferior da faixa utilizada para o experimento. Posteriormente, para identificar-se
atividade sinérgica com outros potenciais farmacos, deve-se utilizar o resultado de
MICoo 0,01uM como base para o planejamento de experimentos, ndo apenas o
descrito em literatura, pois existem diversos fatores que podem interferir nos
resultados e gerar uma discrepéancia, incluindo estabilidade do farmaco. Para todos
0s experimentos, diluicbes recém preparadas eram utilizadas, portanto, pode-se supor
que a atividade do farmaco se encontrava muito preservada, gerando um resultado

de MICgo ainda mais potente do que o descrito pela literatura.

Tabela 13. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Carvedilol (CAR) e Rifampicina (RIF).

RIF 031 016 008 004 002 001 0,005 0,003 RIF CAR

CAR

100 -39,1|-41,6|-43,0|-42,4|-42,3|-39,8|-41,2|-42,1| -34,0 |-52,6| -41,0 | -41,2
50 -41,8|-43,0/-40,1|-41,6|-40,0|-38,8|-46,5|-38,4| -35,4 |-51,8| -42,6 | -38,8
25 -36,5|-39,0/-36,5|-36,9|-38,4|-41,5(-38,8|-27,8| -30,9 |-51,0| -31,1 | -26,5
12,5 -36,6(-35,9|-34,8|-33,6|-33,7|-35,1|-21,7| -0,9 | -21,3 |-38,1| 8,6 | 8,8
6,25 -36,3|-37,1|-35,3|-35,0|-25,7|-28,2| 28,6 | 30,7 | 26,9 |-14,0| 29,5 | 54,2
3,125 -33,9|-33,8/-32,1|-33,1|-24,4| -6,8 | 48,4 | 66,6 | 102,6(10,9|100,1| 97,8
1,5625 -31,2|-33,3|-26,8|-25,9|-22,7|-15,9( 63,7 | 83,7 | 112,7| 23,8 | 98,0 (114,2
0,78125 -29,8|-28,4|-26,0|-27,3|-21,9| 7,0 |69,0|102,0f DMSO ESTERIL

*Carvedilol vs Rifampicina. Concentra¢des dos farmacos em uM. M. tuberculosis H37Rv foi inoculada
a 105 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relacdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% esta marcado em rosa. Poco relevante para o calculo do FICI esta marcado em amarelo.
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Tabela 14. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Carvedilol (CAR) e Bedaquilina (BED).

BED 2,50 1,25 0,63 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 BED CAR
CAR
100 -1,7 | -56 |40 |-3,7|-36|-46|-67|-59 60 |-56| -58 | 44
50 44 |-72|-49|-54|-55|-55|64| 68, 63 |56 44| -26
25 46 |-48 |48 |-47|-76 |-55|-61| -60 | 43 [-04| 58 55
12,5 -6,1|-72|-70|-47|-52|91|-65|-16 | -04 |-1,7| 20,5 | 43,0
6,25 -571-72|-48 | -68|-42|-48| 46 |169 | 33,4 [299| 61,6 | 60,9
3,125 -55|-7,71-51|-51|-50|-06 |34,5| 464 | 82,1 |[67,9| 76,8 | 110,5
1,5625 4,1 |-45|-47|-34|-22 |74 (619|733 1026 |87,1|113,3| 97,6
0,78125 -6,6 | 49 | -3,0|-3,6 | 1,4 |24,1|94,5]| 95,1 DMSO ESTERIL

*Carvedilol vs Bedaquilina. Concentrag6es dos farmacos em uM. M. tuberculosis H37Rv foi inoculada
a 105 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relagdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% estd marcado em rosa. Pocgo relevante para o célculo do FICI estd marcado em amarelo.

Tabela 15. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Carvedilol (CAR) e Delamanide (DEL).

DEL 2,50 1,25 0,63 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02| DEL CAR

CAR

100 7,1 |-10,5|-8,9 |-10,1| -9,6 | -8,7 |-11,3| -9,0 |-11,2| -9,0 | -8,7 | -7,9
50 -7,6 |-10,1|-10,8|-10,8|-11,7| -9,3 | -8,7 | -8,6 |-10,4|-9,8 | -7,5 | -7,9
25 -7,0|-9,4|-89|-12,3(-9,1(-83|-6,7|-1,7|-7,1|-75| 0,6 | 1,9
12,5 9,2 |-10,3|-11,3|-10,4| -7,1|-5,8 | -3,5| 1,7 | -5,8 | -5,3 | 42,6 | 2,8
6,25 -8,6|-9,4|-10,8/-8,0(-5,5(-1,8|-1,2| 4,1 |-0,8|-1,5|76,3|53,8
3,125 9,4|-87(-97(-71|-48[-3,1|1,4|2,2|21|1,6|97,6|96,6
1,5625 9,5|-85|-67|-54(-33[1,2 (4,286 61|72 |122,0[117,2
0,78125 | -9,8 |-10,3| -5,6 |-4,7|-4,9| 0,7 | 1,2 | 7,6 | DMSO | ESTERIL

*Carvedilol vs Delamanide. Concentracdes dos farmacos em uM. M. tuberculosis H37Rv foi inoculada
a 105 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relacdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% esta marcado em rosa.

O resultado do experimento FICI, associado com o MICg para potencial
reposicionamento do farmaco Carvedilol para o tratamento da Tuberculose é algo

inédito na literatura e o fato de os resultados terem se demonstrado promissores é
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algo notavel. Um estudo recente testou o potencial deste farmaco para um possivel
reposicionamento para SARS-CoV-2 e, baseado em docagem e dinamica molecular,
identificou-se que o CAR se liga de forma relativamente estavel com a RNA-
polimerase dependente de RNA (RdRp), apesar de também ter afinidade com outros
alvos virais (Zhang; Liu; Sui; Liu et al., 2023). Outro estudo utilizou métodos
computacionais e in vitro para verificar e confirmar a interacdo do farmaco com a
protease Mpro do virus SARS-CoV-2 e seu potencial sinérgico com o antiviral
favipiravir (Abdel-Halim; Hajar; Hasouneh; Abdelmalek, 2022). Ainda, Kaneko et al.
identificou pela primeira vez que o CAR obteve efeito aditivo com fluconazol (FICI =
0,68) na inibicdo de cepas Candida albicans (Kaneko; Fukazawa; Ohno; Miyazaki,
2013) e outro estudo demonstrou efeito sinérgico com gentamicina (FICI = 0,2813) no
combate a Acinetobacter baumannii um bacilo oportunista Gram negativo que, assim
como a Mtb, também pode atacar o sistema respiratorio (Ugurel; Turgut-Balik, 2023).

Para além de efeitos diretamente relacionados com microrganismos, devido as
suas propriedades antioxidantes, o CAR ja demonstrou efeito cardioprotetor para
toxicidade causada por azitromicina (El-Shitany; El-Desoky, 2016) e atividade
nefroprotetora em eventos téxicos causados por gentamicina (Ali, 2003; Kumar;
Shifow; Naidu; Ratnakar, 2000), apesar de este (ltimo argumento ainda ser
contraditorio na literatura (Félix; Oliveira; Videira; Maciel et al., 2017). Também é
sabido que o CAR possui potencial imunomodulatério (Mizuochi; Okajima; Harada;
Molor-Erdene et al., 2007; Nishio; Shioi; Sasayama; Matsumori, 2003; Yang; Ho;
Cheng; Hsu et al., 2004), estimulando a atividade de macréfagos, o que pode ser Util
para aprimorar o combate da Tuberculose. Isto significa que, para além de ter
atividade antimicobacteriana verificada pelos experimentos realizados e possuir
sinergismo com RIF e BED, o CAR ainda pode estimular o préprio sistema imune a
combater a micobactéria. Entretanto, € digno de nota que a RIF, um farmaco
notoriamente indutor enzimatico (Niemi; Backman; Fromm; Neuvonen et al., 2003), ja
demonstrou atividade no aumento do clearance de CAR (Giessmann; Modess;
Hecker; Zschiesche et al., 2004). Esse dado pode auxiliar no momento de selecionar
as determinadas dosagens para cada farmaco, porém apenas mais aprofundamento
e estudos in vivo poderdo informar de fato qual a relevancia desta interacdo no que

diz respeito ao tratamento da Tuberculose.
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Em relacdo ao Orlistate (ORL), também foi possivel observar sinergismo em
conjunto com RIF e BED (ambos com FICI = 0,28125) (Tabela 16 e Tabela 17). Para
a placa ORL/DEL houve o mesmo contratempo citado anteriormente relacionado a
diluicdo utilizada (Tabela 18). Ainda assim, o resultado apresentado pela associacao
do ORL com o farmaco de primeira e segunda linha (RIF e BED, respectivamente) se

mostraram muito promissores.

Tabela 16. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Orlistate (ORL) e Rifampicina (RIF).

RIF 031 016 0,08 0,04 002 0,01 0,005 0,003 RIF ORL

ORL

100 -29,1|-28,8|-28,4|-24,8/-22,4|-18,4|-16,9(-18,4| -11,3 |-12,4| -15,8 | -16,9
50 -28,5|-24,5|-25,7|-25,1|-22,7|-13,1}-17,8| -9,4 | -10,3 |-20,9 | -15,7 | -14,9
25 -23,6/-28,6/-24,0|-20,6(-13,3|-17,2|-7,0 | -7,6 | -8,2 | -5,1| -8,2 |-21,3
12,5 -17,5/-17,7}-13,6/-10,5|-12,8|-14,0/ 9,3 | -3,4 | -1,7 | 2,5 | -6,8 | 11,3
6,25 -119/-90|-84|-3,1|-50(-58|-1,2 | 4,7 | 23,1 |28,6| 41,9 | 51,9
3,125 -13,0/-10,4|-8,4 | -7,3 | -5,4 | -2,9 [13,7 (28,5| 51,2 |58,2| 51,3 | 87,4
1,5625 -96-80|-6,6|-6,2|-44 | 4,2 |[40,3/59,5| 84,5 |89,0| 94,0 | 98,8
0,78125 -11,1}-13,7/ -6,5 | -0,4 | 4,8 |37,0(54,0/60,7| DMSO ESTERIL

Orlistate vs Rifampicina. Concentragbes dos farmacos em uM. M. tuberculosis H37Ryv foi inoculada a
108 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relacdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% esta marcado em rosa. Poco relevante para o calculo do FICI esta marcado em amarelo.

Tabela 17. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Orlistate (ORL) e Bedaquilina (BED).

BED 2,50 1,25 0,63 031 0,16 0,08 0,04 002 | BED ORL

ORL

100 9,8 |-11,3| 9,1 |-12,1|-11,0|-10,7|-10,9| -12,0 | -15,2 |-15,7| -13,2 | -13,1
50 -10,3|-14,6|-17,1|-13,6|-13,4|-12,9| -7,3 |-12,7| -8,6 |-20,3| -19,8 | -11,0
25 12,1153 |-77 |69 | -66|-92 |-12,8-183| -51 |-67 | -49 | -5,7
12,5 -11,0|-75| 65 | 68 | 58 |54 | -46| 53 | -25 | 02| 63 | 158
6,25 61|-59|-52|-72|-43|-33 |65 |248|257 |21,8| 264 | 52,0
3,125 58 |-63|-60|-48|-37|49 293|474 713|701 73,1 | 69,7
1,5625 68 |-42|-37|-21]-01|88 385|693 759 |868| 86,6 | 93,6
0,78125 | 6,6 | -3,8 | 4,8 | -3,1 | -1,4 | 22,4 | 61,6 |100,5| DMSO ESTERIL




104

Orlistate vs Bedaquilina. Concentracdes dos farmacos em uM. M. tuberculosis H37Rv foi inoculada a
108 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relagdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% esta marcado em rosa. Pocgo relevante para o calculo do FICI esta marcado em amarelo.

Tabela 18. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Orlistate (ORL) e Delamanide (DEL).

DEL 250 1,25 0,63 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 DEL ORL

ORL

100 -83-78,94,-73|-58|-52|-51|-30| -85 91| 68 | -3,4
50 -12,0|-14,9|-10,1| -9,2 | -8,4 | -99 | -5,7 | -8,2 | -12,4 |-10,6| -2,9 | -2,4
25 -85,193,-87,-79,-85|-76 | 64|34 | 59 |-61]| -1,1 | 0,7
12,5 -89 (-10,2,-79 | -83 |-83 |69 |44 |-20 | -76 |-7,1| 25,8 | 22,3
6,25 -89 1-83|-80|-90|-6,7|-86|-1,7| 0,1 | 47 |-1,6 | 50,0 | 52,2
3,125 -92,-88-74|-86|-51|-3,7,-08|-08]| -03 |-0,1| 76,2 | 789
1,5625 -53|-64|-58|-53(-37|-15|26 | 11| 66 |71 96,6 |101,2
0,78125 -501|-65|-45|-39(-21]|-2,7| 50 | 40 DMSO ESTERIL

Orlistate vs Delamanide. Concentragfes dos farmacos em pM. M. tuberculosis H37Rv foi inoculada a
108 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relacdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% esta marcado em rosa.

Orlistat (ORL), ou Tetraidrolipstatina (THL), foi desenvolvido como um inibidor
de lipase que apresenta atividade antiobesidade e anti-hipercolesterolémica em
humanos (Hadvary; Sidler; Meister; Vetter et al., 1991). Para além disto, também
demonstrou atividade antibacteriana contra Chromobacterium viscosum e Rhizopus
oryzae (Haalck; Spener, 1997), S. aureus (Kitadokoro; Tanaka; Hikima; Okuno et al.,
2020), e atividade antiprotozoaria contra Giardia duodenalis (Hahn; Seeber; Kolodziej;
Ignatius et al., 2013) e Naegleria gruberi (Sarink; Tielens; Verbon; Sutak et al., 2020).
Os mecanismos de acéo relatados do THL se dao por meio da inibicdo de uma série
de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, provavelmente a partir da formacéo
de um complexo acil-enzima reversivel, mas estavel, resultante de um ataque
nucleofilico do residuo Ser/Cys do anel B-propiolactona (Cavalier; Spilling; Durand;
Camoin et al., 2021).

Quanto a sua atividade reportada contra Mycobacterium tuberculosis, também
nao é diferente. Ao longo dos anos, demonstrou inibir maltiplas enzimas na via de

sintese do acido micolico, como fosfolipases/tioesterases (Parker; Barkley; Rino;
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Vasil, 2009), proteinas “cutinase-like” (Schué; Maurin; Dhouib; Bakala N'goma et al.,
2010), serino-protease ES-31 (Majumdar; Wankhade; Kamble; Harinath, 2011;
Wankhade; Hutke; Waghmare; Misra et al., 2012), LipY (Point; Malla; Diomande;
Martin et al., 2012; Saxena; Roy; Singh; Vishnoi et al., 2013), LipV (Singh; Arya,
Narang; Jadeja et al., 2014), LipN (Jadeja; Dogra; Arya; Singh et al., 2016), Chpl
(Seeliger; Holsclaw; Schelle; Botyanszki et al., 2012) e Chp2 (Touchette; Holsclaw;
Previti; Solomon et al., 2015). Ensaios protedmicos e de microarray (Waddell; Stabler;
Laing; Kremer et al., 2004) encontraram multiplas outras proteinas e genes regulados
positivamente por ORL, ndo apenas em relacdo a biossintese lipidica, mas também
ao metabolismo celular, sintese e modificacdo de macromoléculas, dentre muitos
outros, totalizando em 208 genes “up-regulated” (Waddell; Stabler; Laing; Kremer et
al., 2004), apesar de cerca de 37% terem fung&o desconhecida. A partir da literatura,
pdde-se verificar que a metodologia in silico aplicada por este estudo conseguiu de
fato detectar um farmaco com afinidade por mais um possivel alvo do ORL, a enzima
enoil-ACP-redutase, até o momento ndo encontrado em literatura. Dessa forma,
atingir InhA sem ter que passar pela mesma via que INH (o que poderia levar a um
padréo de resisténcia semelhante) € uma abordagem interessante.

Em outro estudo, foi relatado que o ORL possui sinergismo com a INH, inibindo
73% do crescimento bacteriano em uma cultura axénica de Mtb H37Ra com uma
concentracédo de 25 e 200 ng/mL, respectivamente (Wankhade; Hutke; Waghmare;
Misra et al., 2012). Além disso, derivados de ORL foram sintetizados e o composto
mais potente (le; R = Etilciclohexano) foi testado com uma variedade de
antibacterianos e demonstrou sinergismo (FICI <0,5) com claritromicina, acido
fusidico, imipenem, novobiocina, cefotaxima, vancomicina e isoniazida (Khan;
Sudasinghe; Landgraf; Ronning et al., 2021). Rens et al. testou o efeito de farmacos
redutores de colesterolemia e seus efeitos associados a vancomicina, e diferente do
resultado apresentado pelo presente estudo, detectou MIC mais alto para ORL,
determinado em 100 uM (Rens; Laval; Daffé; Denis et al., 2016).

No presente estudo, ndo apenas foi comprovado mais uma vez que ORL
possui sinergia com medicamentos da terapia tuberculosa, mas agora também
mostrou sinergia com o mais novo tratamento de segunda linha Bedaquilina e,
possivelmente, Delamanide. Os mecanismos por trds dessa sinergia podem ser

postulados pelo mecanismo relatado anteriormente de ORL. O farmaco inibe mais de
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200 esterases lipidicas micobacterianas (Goins; Sudasinghe; Liu; Wang et al., 2018),
gue podem ser capazes de metabolizar e degradar antibioticos precocemente, agindo,
portanto, como um composto protetor, assim como o acido clavulanico. Além disso, o
ORL pode desestabilizar a parede celular micobacteriana inibindo alvos como Chpl e
TesA, necessarios para a manutencao do envelope celular (Rens; Laval; Daffé; Denis
et al., 2016), inibe sintese de ptiocerol dimicocerosatos (PDIM), um lipidio da
membrana externa, dentre muitos outros alvos (Ravindran; Rao; Cheng; Shukla et al.,
2014), facilitando assim a difusdo de antibidticos que seriam limitados pela camada
externa hidrofébica, como a Vancomicina (Gygli; Borrell; Trauner; Gagneux, 2017).

Ha também diversos experimentos utilizando o ORL como passivel de
reposicionamento, principalmente para o tratamento de cancer. Em cancer do coélon,
ORL promove inibi¢cdo de fatores inflamatérios como NF-kB e STAT3 (Jin; Kim; Sim;
Lee et al., 2021). Em cancer pancreatico, o farmaco é capaz de inibir a crescimento e
induzir apoptose da linhagem cancerigena PANC-1 através da inibicdo do gene FASN,
responsavel pela sintese de acidos graxos aumentada de células altamente
proliferativas (Sokolowska; Presler; Goyke; Milczarek et al., 2017). ORL também
promove apoptose em células cancerigenas ovarianas, provavelmente através da
inibicdo da via de sinalizacdo Akt/mTOR/p70S6K, responsavel pelo ciclo celular
(Peng; Wang; Qi; Wang et al., 2018). Demonstrou atividade contra a linhagem HSC-3
(carcinoma escamoso oral humano) por meio de diminuigcdo na expressao de ciclina
E e D1 e aumento na fosforilacdo de CDK1 (Xiao; Liu; Li, 2017). Ainda além, foi
demonstrado que a utilizacdo do ORL nanoencapsulado aumenta sua
biodisponibilidade individual e mostra sinergismo com Doxorrubicina para tratamento
de cancer de mama triplo negativo (TNBC) (Bhargava-Shah; Foygel; Devulapally;
Paulmurugan, 2016) e sinergismo com Cabazitaxel para cancer de préstata (Qu; Ren;
Shen; Wang et al., 2021). No pulm&o, ORL inibiu proliferacdo e viabilidade de células
cancerigenas através da reducdo na expressao de GPX4, um regulador central de
ferroptose (tipo de morte celular programada envolvendo ions de ferro), e induziu
peroxidacao lipidica (Zhou; Zhang; Yan; Wu et al., 2021).

No que se refere ao farmaco OTI, identificou-se atividade aditiva com RIF (FICI
= 0,5625) (Tabela 19) e sinergismo com BED (FICI = 0,3125) (Tabela 20), além do
mesmo impedimento com o DEL (Tabela 21). O Brometo de Otilonio, farmaco utilizado

para Sindrome do Intestino Irritavel (Sll) e outras condi¢cdes associadas a espasmos
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musculares do trato gastrointestinal, € uma amonia quaternaria e possui atividade
antimuscarinica e bloqueadora de canais de calcio (Evangelista, 2004; Evangelista;
Traini; Vannucchi, 2018).

Tabela 19. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Otilénio (OTI) e Rifampicina (RIF).

RIF 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 0,005 0,003 RIF OTI

oTl

100 -14,9|-13,0|-16,7 |-13,0(-13,2|-12,9|-13,0| -13,7 | 6,1 | -6,3 | -14,0 | -12,0
50 -16,3 |-15,2 |-15,4|-16,2 |-16,4 |-14,9|-15,4| -16,0 | -6,1 |-7,4 | -19,3 | -14,4
25 -15,3 |-14,4 |-15,6 | -15,4 |-16,0 |-13,6 | -14,5| -14,1 | -4,2 |-4,6 | -15,3 | -12,1
12,5 -13,5|-14,5|-19,0|-14,3 |-14,3|-11,8|-14,0| -11,3 | 6,4 | 54 | -14,4 | -8,5
6,25 -13,4|-12,6|-13,8|-10,8|-11,4| -7,9 | -9,5 | -3,7 | 37,3 [352| -0,6 | -4,0
3,125 -10,4 |-10,4| -9,2 | -8,0 | 7,2 | -1,2 | 9,7 | 35,8 | 74,0 |73,0| 44,8 | 46,4
1,5625 79 | 6,3 | -82|-64|-1,0|11,3|31,7| 50,2 | 101,8 [111,4| 54,6 | 62,3
0,78125 | -7,4|-3,7|-68|-06| 59 | 326385856 | DMSO ESTERIL

*Qtilénio vs Rifampicina. Concentra¢des dos farmacos em mM. M. tuberculosis H37Rv foi inoculada a
108 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relacdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% estd marcado em rosa. Poco relevante para o célculo do FICI esta marcado em amarelo.

Tabela 20. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Otilénio (OTI) e Bedaquilina (BED).

BED 2,50 1,25 0,63 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 BED OTl

OTI

100 -7,7|-74-86|-77|1-98-87|-80 | -97 | -85 |-86| -86 | -6,4
50 94 |-11,4| 9,0 |-10,2|-10,5(-10,6| -9,8 |-10,2| -89 |-8,2 | -10,1 | -7,7
25 -85 -92|-108|-83 |-99 |-11,6/-10,4|-10,9| -74 |-8,4|-10,1 | 9,5
12,5 -10,0-9,2 | -9,0 | -8,8 |-10,3| 9.6 | -9,3 |-109| 93 |44 | -6,5 | 4,3
6,25 -10,6| -5,2 | -9,6 |-126|-8,2 |98 | -83 | 91 | 68 |308| 1,2 | 23
3,125 98 -105|94|-80|-84|-48|-09| 55 | 543 |793| 40,5 | 38,2
1,5625 -89 1-87 |98 -91|-51| 3,0 16,0 38,7 | 81,9 |96,0| 66,2 | 77,7
0,78125 -76 |66 | -54 |-43|-28 10,7 | 42,1 | 429 DMSO ESTERIL

*Qtilénio vs Bedaquilina. Concentragdes dos farmacos em mM. M. tuberculosis H37Rv foi inoculada a
108 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relacdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% estd marcado em rosa. Poco relevante para o célculo do FICI esta marcado em amarelo.
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Tabela 21. Mtb H37Rv FICI para os farmacos Otilénio (OTl) e Delamanide (DEL).

DEL 2,50 1,25 0,63 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 DEL oTl

oTI

100 -7,1 (-10,5|-8,9 |-10,1| -9,6 | -8,7 |-11,3| -9,0 | -11,2 | -9,0 | -2,0 | -3,2
50 -7,6 |-10,1/-10,8|-10,8|-11,7|-9,3 | -8,7 | -8,6 | -10,4 | -9,8 | -2,8 | -3,0
25 -7,0|-94 -89 |-12,3|91(-83|-6,7|-1,7| -7,1 |-7,5| 1,0 | 2,6
12,5 -9,2 |-10,3|-11,3|-10,4|-7,1 |-58 |-3,5| 1,7 | -58 |-53| 7,4 | 85
6,25 -8,6-94 |-108/-80|-55|-18|-1,2| 41| -0,8 |-1,5]| 20,2 | 27,1
3,125 94|-87(-97|-71|48(-3,1|14 |22 21 |16 | 830|851
1,5625 95|-85(-6,7|-54|-33 (12|42 86| 61 | 7,2 119,3[106,2
0,78125 -9,8 |1-10,3|-5,6 |-4,7|-49|0,7 | 1,2 | 7,6 DMSO ESTERIL

*Qtilénio vs Delamanide. Concentra¢des dos farmacos em mM. M. tuberculosis H37Rv foi inoculada a
108 UFC/mL. A tabela mostra o crescimento de bactérias como porcentagem dos controles.
Crescimento abaixo de 10% em relacdo aos controles estdo marcados em azul, o crescimento superior
a 10% esta marcado em rosa. Poco relevante para o calculo do FICI esta marcado em amarelo.

Compostos com amoénia quaternaria sdo conhecidamente utilizados como
desinfetantes de superficies e tem ampla atividade contra bactérias Gram positivas,
negativas e fungos. No que diz respeito a atividade farmacoldgica para humanos,
entretanto, foram realizados alguns estudos na busca de um possivel
reposicionamento para o Otilénio. O farmaco demonstrou boa atividade contra a
bactéria Gram negativa Vibrio vulnificus, com concentragéo bactericida minima de 16
pg/mL e sinergismo com Eritromicina (FICI = 0,1875) (Gong; Kim, 2023). Um estudo
utilizou uma série de bactérias para determinar o perfil antimicrobiano do OTI e
identificou MIC para as Gram negativas na faixa entre 1 e 64 ug/mL e para Gram
positivas entre 4 e 8 ug/mL (Zhou; She; Tan; Li et al., 2020). O estudo ainda realizou
o experimento de kill-kinetics contra S. aureus e E. coli e identificou que o potencial
do farmaco de induzir resisténcia espontanea € baixo quando comparado com o
farmaco Rifamixina. E sabido que farmacos que agem diretamente na parede celular
possuem menor potencial de causar resisténcia e, de fato, este dado suporta o
mecanismo de acao geral de aménias quaternarias, onde sua por¢cao positivamente
carregada interage com componentes da parede celular bacteriana, perturbando a
estabilidade desta, causando morte celular (Gilbert; Moore, 2005). Entretanto,
diversos estudos ja sugerem que amoénias quaternarias podem também possuir
atividade intracelular (Bore; Hébraud; Chafsey; Chambon et al., 2007; Caldwell; Cox;
D'arcy; Rowe, 1961; Gilbert; Moore, 2005; Inacio A; Domingues; Nunes; Martins et al.,
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2016). A pesquisa de Zhou et al. foi além e determinou também a atividade do OTI in
vivo em modelo induzido de peritonite em ratos infectados com MRSA. O estudo
encontrou que, apos administracdo intraperitoneal de 40 mg/kg, o farmaco aumentou
a taxa de sobrevivéncia dos ratos em 80% e foi capaz de combater crescimento
bacteriano no figado de forma semelhante a vancomicina (50 mg/kg), sem gerar
efeitos adversos observaveis e com baixa toxicidade (Zhou; She; Tan; Li et al., 2020).

E importante citar que o farmaco OTIl administrado por via oral possui um
clearance relativamente rapido no organismo, visto que sua atividade no intestino
deve ser local (Evangelista, 1999). No entanto, existem diversas formas de aprimorar
seu perfil farmacocinético, dentre elas esta a utilizacdo de nanoparticulas carreadoras
e/ou modificacdes na sua estrutura quimica (Pham; Loupias; Dassonville-Klimpt;
Sonnet, 2019), que podem melhorar sua biodisponibilidade e aumentar atividade,
assim como foi visto para 0 ORL em relacdo aos canceres de mama e préstata
(Bhargava-Shah; Foygel; Devulapally; Paulmurugan, 2016; Qu; Ren; Shen; Wang et
al., 2021)

O Oitilénio, portanto, mostra-se extremamente promissor, visto que possui
atividade in vitro e in vivo contra diversas bactérias e agora, de forma inédita, ndo
apenas demonstra atividade antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis,
mas também sinergismo com farmacos de tratamento de primeira e segunda linha.

Para sintetizar os resultados do experimento, considerando o calculo para
andlise FICI:

MICacombinado MICbcombinado
MICaindividual N MICbindividual

FICI =

E sua interpretagéo:
e FICI < 0,5 indica sinergismo
e 0,5 <FICI <1 indica efeito aditivo
e 1< FICI <2 indica efeito indiferente
¢ FICI > 2 indica antagonismo
Na tabela abaixo (Tabela 22), estdo compilados todos os resultados obtidos

pelo experimento indice da Concentrac&o Inibitéria Fracionada (FICI).
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Tabela 22. Resultados de indice da Concentracéo Inibitéria Fracionada (FICI).

INDICE DA CONCENTRACAO INIBITORIA FRACIONADA (FICI)

) MIC MIC Reducdo v
ASSOCIACAO | . Resultado
individual  associagao (-fold) FICI
ORL/RIF 25/0,039  <0,78/0,0097 >5/2 0,281 Sinérgico

ORL/BED 25/0,3125 <0,78/0,078 >5/2 0,281 Sinérgico

CAR/RIF 12,5/0,039  1,56/0,0097 3/2 0,375 Sinérgico
CAR/BED 25/0,3125 3,125/0,078 3/2 0,375 Sinérgico
OTI/RIF 6,25/0,039 3,125/<0,0024 1/>4 0,565 Aditivo

OTI/BED 6,25/0,3125 1,56/<0,019 2/>4 0,312 Sinérgico

Cepas de Mtb H37Rv na concentragdo de 10® UFC/mL. Orlistate (ORL), Otilénio (OTI), Carvedilol
(CAR), Rifampicina (RIF), e Bedaquilina (BED). Valores de MIC em uM, obtidos através de
microdiluicdo em placas de 96 pocos utilizando o método “checkerboard”, em meio Middlebrook 7H9
suplementado, reveladas por Resazurina e analisadas em leitor de microplacas TECAN Infinite® 200
PRO. Experimento realizado em triplicata. Valores que possuem indicadores “<” (menor que) e “>”
(maior que) correspondem a valores além do limite de concentragdo da placa. Nesse contexto, 0s
valores empregados para o célculo FICI sdo aqueles correspondentes aos limites detectados. Redugéo
em “-fold” corresponde a quantidade de dilui¢des reduzidas.

Considerando os valores obtidos pelo experimento de indice da Concentracéo
Inibitéria Fracionada (FICI), foram selecionadas as combinacdes que obtiveram

resultado sinérgico para o ensaio de cinética Kill-kinetics.

5.3.3 Ensaio Kill-kinetics

Apo6s a determinacgéo das concentracdes individuais e em sinergismo de ORL,
CAR e OTI, foi realizado o experimento kill-kinetics com o objetivo de determinar o
potencial bactericida ou bacteriostatico dos farmacos, tal como o tempo no qual os

farmacos testados sédo capazes de inibir crescimento bacteriano. O experimento,
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como citado previamente, possui duracdo de trinta dias e, durante este periodo,
também é possivel verificar se os farmacos sdo capazes de gerar desenvolvimento
de mutacdo espontanea, significando que, apdés um determinado tempo de
tratamento, h4 novamente crescimento de cepas nas placas. Este crescimento pode
estar relacionado com dois fatores principais, sendo estes o esgotamento do farmaco
do meio ou entdo o desenvolvimento de mutacdes que podem gerar resisténcia ao
farmaco. Para verificar estas hipoteses, colénias randdmicas que cresceram apos
determinado tempo de tratamento foram coletadas e um novo experimento de MIC foi
realizado. O objetivo do experimento é checar se houve um aumento ou ndo do MIC
originalmente obtido e, no caso deste fato ter ocorrido, pode-se inferir que houve
alguma mutacdo bacteriana que esta gerando o aumento da concentracdo minima
utilizada para inibir o crescimento bacteriano.

Os trés farmacos teste, ORL, CAR e OTI foram testados de forma individual,
utilizando DMSO como controle de crescimento, assim como associacdes com 0s
farmacos Isoniazida, Rifampicina e Bedaquilina. Como pdde ser observado na Figura
27, todos os farmacos testados apresentaram um comportamento relativamente
bacteriostatico até 16° dia de tratamento quando comparado com o controle de
crescimento, momento no qual foi possivel identificar o aumento no crescimento das
colénias até o 30° dia. De fato, este € um dos motivos pelos quais a terapia da
Tuberculose requer a utilizacdo conjunta de ao menos 4 farmacos (INH, RIF, ETH e
PIR) durante no minimo 6 meses para controlar efetivamente a doenca. Para burlar
0s varios mecanismos de resisténcia que a bactéria desenvolve, € necessario o uso
de farmacos com mecanismos de acdo diferentes, para que se obtenha resultado

satisfatoério no seu controle.
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FARMACOS INDIVIDUAIS + CONTROLE
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Figura 27. Avaliacao de kill-kinetics para os farmacos teste. Orlistate 125uM (quadrado vermelho),
Otilénio 31,25uM (tridngulo verde), Carvedilol 125 uM (tridngulo roxo) e controle de crescimento DMSO
125puM (circulo azul).

Entretanto, o resultado quando na associacdo de alguns farmacos foi
expressiva. Para a INH (Figura 28), a inibicdo de crescimento bacteriano se mostrou
de forma bactericida e completamente esterilizou as placas em conjunto com ORL no
16° dia, sem apresentar crescimento de cepas resistentes até o final do experimento.
A associacdo com CAR eliminou crescimento a partir do 14° dia, porém cepas novas
foram identificadas partir do 23° dia em diante. Ja a associacao com OTI| mostrou-se

bacteriostatica, com comportamento estavel até o 30° dia.
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Figura 28. Avaliagao de kill-kinetics para a associagcé@o dos farmacos teste com Isoniazida (INH).
Associacao de Isoniazida+Orlistate 10/125uM (quadrado vermelho), Isoniazida+Otilénio 10/31,25uM
(triangulo verde), Isoniazida+Carvedilol 10/125uM (triingulo roxo) e Isoniazida individualmente 10uM
(circulo azul).

A associacéo da RIF (Figura 29) com ORL demonstrou, assim como com INH,
atividade bactericida no 14° dia de tratamento, sem apresentar crescimento de cepas
mutantes. Em contrapartida, o conjunto RIF+CAR ndo demonstrou atividade
estatisticamente diferente do uso individual de RIF. Apesar disso, quando comparadas
as concentracfes bacterianas das placas no 30° (Gltimo dia de experimento), 0 uso
individual de CAR (10'° UFC/mL) e sua a associa¢do com RIF (106 UFC/mL), mostrou-
se que uso conjunto de ambos os farmacos foi capaz de controlar o crescimento na
ordem de 10%. Entretanto, essa atividade pode ser devido ao efeito individual de RIF,
0 que nao desencoraja o0 uso do CAR, visto que ele demonstrou agdo com 0s outros
farmacos da terapia padrao.
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Figura 29. Avaliacéo de kill-kinetics para aassociacdo dos farmacos teste com Rifampicina (RIF).
Associagao de Rifampicina+Orlistate 1/125uM (quadrado vermelho), Rifampicina+Carvedilol 1/125uM
(triangulo verde) e Rifampicina individualmente 1uM (circulo azul).

No uso conjunto de BED (Figura 30), tanto com ORL quanto com CAR,
constatou-se atividade bactericida, respectivamente nos dias 14 e 20, sem o
desenvolvimento de cepas resistentes. J& na associacdo com OTI foi vista atividade
bacteriostatica, entretanto, diferente da associacdo RIF+CAR, o resultado para esta
comprovou-se muito mais benéfica do que o uso de ambos os farmacos (BED e OTI)

individualmente.
BED + FARMACOS
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Figura 30. Avaliacdo de Kill-kinetics para a associacdo dos farmacos teste com Bedaquilina
(BED). Bedaquilina+Orlistate 0,5/125uM (quadrado vermelho), Bedaquilina+Otilénio 05/31,25uM
(triangulo verde), Bedaquilina+Carvedilol 0,5/125uM (triangulo roxo) e Bedaquilina individualmente
0,5uM (circulo azul).
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Estes resultados atestam para um potencial, até onde conseguimos buscar,
nunca antes descritos na literatura cientifica de atividade sinérgica bacteriostatica e
bactericida no que diz respeito ao reposicionamento de Orlistate, Carvedilol e Otilénio
para o tratamento da Tuberculose.

Para verificar se o crescimento de coldnias durante o experimento kill-kinetics
foi devido ao desenvolvimento de resisténcia ou apenas degradacéo/esgotamento de
composto no meio, um novo experimento de MICgo foi realizado ao fim dos 30 dias.
Foram selecionadas de forma randémica 3 col6nias para cada um dos farmacos teste
(CAR, ORL, OTI) e 3 coldnias para cada um dos farmacos padronizados para uso
(INH, RIF, BED). Essas coldnias foram novamente crescidas em meio Middlebrook
7H9 suplementado e plaqueadas em placas de 96 pocos, e incubadas da mesma

maneira previamente descrita.
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Figura 31. Avaliagdo de MICgy ap0s finalizagcdo do ensaio kill-kinetics. Cepa H37Rv na
concentragao de 10° UFC/mL. A concentracdo dos farmacos teste Carvedilol (CAR), Orlistate (ORL) e
Otilbnio (OTI) variam entre 100-0,78uM. Para os farmacos Isoniazida (INH), Rifampicina (RIF), e
Bedaquilina (BED) variam entre 10-0,078uM. Medicéo foi realizada como porcentagem do controle de
crescimento DMSO (2%). A linha pontilhada corresponde ao MICoo. Todos 0s pontos correspondem a
valores da média em triplicata.
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A partir do resultado demonstrado na Figura 31 (A, B e C), pode-se verificar
que ndo houve mudanc¢a no MICgeo para nenhum dos farmacos além da INH, o que
significa que as colonias que proliferaram ao final do experimento ndo cresceram
devido ao desenvolvimento de resisténcia, mas muito provavelmente por conta de
esgotamento do farmaco. Para INH, ndo foi possivel observar nenhuma inibicéo,
mesmo na concentragao mais alta de 10uM. Este é um comportamento esperado para
o farmaco, no qual hd uma atividade bactericida rapida e inicial, entretanto a
micobactéria logo desenvolve resisténcia e volta a crescer com colbnias resistentes
(De Steenwinkel;, De Knegt; Ten Kate; Van Belkum et al., 2010). RIF e BED
mantiveram suas respectivas sensibilidades ao MICgo original, fato que n&o explica
por que ambos os medicamentos tiveram um comportamento individual inesperado
no experimento de cinética. Idealmente, as concentracdes usadas deveriam produzir
efeito antimicobacteriano para os farmacos individualmente. Embora seja relatado
que, quando o experimento de cinética utiliza exatamente o valor de MICgo para o kill-
Kinetics, € possivel que ndo se identifique inibi¢éo, visto que os valores de MIC podem
apresentar uma variacao de duas a trés vezes (Early; Alling, 2015), as concentracdes
usadas no experimento estavam além do limite para demonstrar atividade (RIF 1uM
e BED 0,5uM). Como seus MICs ap0s o experimento de cinética ndo foram alterados,
o fato de ambos néo terem apresentado comportamento esperado durante o kill-
kinetics ndo € explicado pelo desenvolvimento de resisténcia. No entanto, quando
ambos os medicamentos foram associados a dose fixa de 125uM ORL, foi
demonstrado forte efeito bactericida, o que deve ser resultado do efeito sinérgico, visto

gue os medicamentos sozinhos (ORL, RIF e BED) ndo forneceram esse resultado.

5.3.4 Extracdo de metil ésteres de acido micdlico (MAME) e andlise por CCD

Para investigar o potencial mecanismo de acao dos farmacos CAR, OTl e ORL,
foi realizada uma anélise de metil ésteres de acido micdlico. Sabe-se que a INH inibe
a confecgcdo dos trés acidos micdlicos principais: Ceto-MAME, Metoxi-MAME e a-

MAME, obstruindo assim a montagem da parede celular micobacteriana. Portanto,
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este foi utilizado como controle positivo e DMSO foi selecionado como controle
negativo. A analise de cromatografia em camada delgada (CCD) demonstrada na
Figura 32 permite observar de forma qualitativa que os farmacos ORL e CAR
aparentam ter o mesmo comportamento de inibicdo de todos os trés MAMEs
analisados quando comparados com INH, enquanto o OTI aparenta inibir apenas
Keto-MAME.

o-MAME
MeO-MAME

Keto-MAME

INH OTI ORL CAR DMSO

Figura 32. Placa de cromatografia em camada delgada demonstrando eluicdo dos metil ésteres
de &cido micdélico (MAME). Farmacos teste Otilonio (OTI), Orlistate (ORL) e Carvedilol (CAR).
Isoniazida (INH) e dimetilsulfoxido (DMSO) foram utilizados como controles positivo e negativo,
respectivamente.

A titulo de obter um resultado quantitativo, a placa foi escaneada e convertida
em arquivo para analise de escala de cinza (processo descrito em Material e Métodos
4.2.4) e, posteriormente, os valores obtidos de area foram entao exportados para o
software GraphPad Prism 9.0.0 e as médias dos grupos teste foram comparadas com
o controle INH através do teste de Dunnett (Dunnett, 1955). A partir do resultado
guantitativo (Figura 33), foi possivel verificar que a atividade inibitéria de OTI, ORL e
CAR para Ceto-MAME (representado por triangulo) se assemelha a INH.
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Figura 33. Resultado da andlise estatistica Dunnett para comparar inibicdo de MAME entre o
grupo controle (INH) e os farmacos teste. Keto-MAME (triangulo), Meo-MAME (quadrado), a-MAME
(circulo).

Considerando o mecanismo de acéo proposto pelo método in silico para OTl e
CAR (bloqueio da proteina transmembrana MmpL3), o resultado de inibicdo da
formacado de Keto-MAME é compreendido, porém nao completo. Isso porque a
proteina MmpL3 age como transportadora de trehalose monomicolatos (TMM) do
meio intracelular para a parede celular externa, onde vao ser formados os trehalose
dimicolatos (TDM), ou acidos micdlicos “completos”. O bloqueio da MmpL3 pelo seu
inibidor mais conhecido SQ109 (Figura 34), causa o acumulo de TMMs no meio
intracelular, e a consequente inibicdo de formacao dos acidos micolicos (Sacksteder;
Protopopova; Barry; Andries et al., 2012). Portanto, o resultado esperado para OTIl e
CAR, considerando-se a varredura in silico para inibicdo de MmpL3, era a nao
formacdo de todos os trés acidos micolicos analisados. Existe, entretanto, uma
explicagcéo plausivel para este comportamento: a “promiscuidade” farmacolégica. Este
termo diz respeito a afinidade que um mesmo farmaco possui para se ligar a diferentes
alvos (Vandongen, 2023). Viu-se que ambos OTI e CAR foram capazes de inibir
crescimento bacteriano tanto de forma individual, quanto em sinergismo com outros
compostos. Dessa maneira, € muito possivel que os farmacos possuam afinidades

com outros alvos moleculares mais especificos da micobactéria, para além da MmpL3,
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causando a inibicdo da formacdo de Ceto-MAME. Contudo, mais estudos sé&o
necessarios, visto que a investigacdo de reposicionamento dos farmacos OTIl e CAR

para o tratamento de tuberculose ainda € um tépico recente.
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Figura 34. Biossintese do &cido micdlico. Apenas a configuracdo cis do grupo ciclopropano dos
acidos metoxi (MeO-MAME) e ceto (Keto-MAME) é mostrada, mas M. tuberculosis também produz os
acidos trans-MeO-MAME e trans-Keto-MAME. Os inibidores do acido micdlico em uso clinico sao
Isoniazida (INH) e Etionamida (ETH) para inibicdo de enoil-ACP-redutase (InhA) e em ensaios clinicos
para Mmpl3 representado pelo composto SQ109. Fonte: (Vilchéze, 2020).

Apenas o ORL foi capaz de inibir a formacao de MeO-MAME (representado por
quadrado) e a-MAME (representado por esfera), além de Ceto-MAME (representado
por triangulo). Este € um resultado coerente e esperado para o ORL, visto que o
farmaco foi identificado pela varredura in silico como possivel ligante da enzima enoil-
ACP-redutase (InhA), assim como INH e, portanto, devem demonstrar atividades
inibitérias semelhantes. Este resultado contribui para uma melhor compreenséo de

um dos mecanismos por tras de uma das atividades do farmaco ORL.

5.3.5 Avaliacao da expressao génica de InhA e iniB
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Devido a identificacdo de o farmaco ORL aparentar um perfil de inibicéo similar
a INH, investigou-se mais a fundo se o mecanismo por tras da inibicdo de acido
micolicos ocorria através da mesma via. Em resposta ao tratamento com Isoniazida,
o Mtb aumenta a expressao de um operon denominado iniBAC, que é composto pelos
genes iniB, iniA e iniC (Alland; Steyn; Weisbrod; Aldrich et al., 2000). O mesmo ocorre
com o Etambutol, devido a ambos os medicamentos atuarem na mesma via de
inibicdo da biossintese do acido micdélico (Boot; Sparrius; Jim; Commandeur et al.,
2016). E também bem conhecido que a micobactéria aumenta a expressio de enzima
alvo enoil-ACP-redutase (InhA), em resposta ao tratamento com INH. Portanto,
exploramos o potencial do ORL em elevar a expresséo do gene iniB e da enzima InhA.
Contudo, contrario ao esperado, ORL nao induziu a expressédo de InhA (Figura 35),
demonstrando apenas um ligeiro aumento, embora néo significativo, na expressao de
iniB (Figura 36).

Expressao de InhA

*kkk

Variagao em 2-fold

Figura 35. RT-qPCR para enzima Enoil-ACP-redutase (InhA). Expresséo de Enoil-ACP-redutase
(InhA) induzida pelos compostos Isoniazida (INH), Carvedilol (CAR), Otildnio (OTI) e Orlistate (ORL).
Variacdo em “2-fold” corresponde ao aumento da expressdo de 2x em relagdo ao controle. **** =
p<0,0001.
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Figura 36. RT-qPCR para expressao de iniB. Expressdo do gene iniB induzido pelos compostos
Isoniazida (INH), Carvedilol (CAR), Otilénio (OTI) e Orlistate (ORL). Variagdo em “2-fold” corresponde
ao aumento da expresséo de 2x em relacéo ao controle. * = p<0,05; **** = p<0,0001.

Associando os resultados deste e dos experimentos MAME, pode-se teorizar
qgue, embora tenha sido comprovado (a partir da literatura e experimentos realizados
pela pesquisa) que o ORL de fato atua na biossintese de acido micélico, € mais
provavel que ndo use a mesma via de inibicdo da Isoniazida. Mais recentemente, um
estudo in silico demonstrou que o ORL interage covalentemente com o complexo
Ag85s, resultante de um ataque nucleofilico ao anel p-propiolactona do ORL (Goins;
Dajnowicz; Smith; Parks et al., 2018) pelo sitio catalitico da enzima, comprometendo
sua atividade. O complexo Ag85 € codificado pelos genes fbp (fbpA, fbpB e fbpC) e
compreende Ag85A, Ag85B e AQ85C, trés enzimas transesterases homoélogas
secretadas (Belisle; Vissa; Sievert; Takayama et al., 1997). Estas enzimas, presentes
na parede celular micobacteriana, catalisam a producéo de trealose dimicolato (TDM)
e micolil-arabinogalactano (MAG) a partir de trealose monomicolato (TMM). Esse
processo ocorre atraves de ataque nucleofilico utilizando uma triade catalitica da
Ag85C composta por uma serina nucleofilica (Sert?4), uma base de histidina (His?5°)
e um &cido glutamico (Glu?28). Por conta da similaridade estrutural que o farmaco ORL
possui em relacdo ao substrato da Ag85C (TMM) (devido a sua cauda carbonica
apolar e cabeca polar), quando em contato com o farmaco, ocorre o0 sequestro da

atividade enzimatica. O ataque nucleofilico da enzima ocorre no carbono carbonilico
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do anel B-propiolactona do farmaco, levando a um complexo inibidor-enzima covalente
(Goins; Sudasinghe; Liu; Wang et al., 2018). Goins et al. co-cristalizaram a Ag85C
com o ORL (PDB: 5VNS), resultando em uma estrutura de resolucéo de 1,45A e
demonstraram que essa interagao ocorre em minutos (Goins; Dajnowicz; Smith; Parks
et al., 2018), o que significa que esta atividade ocorre de forma relativamente rapida
e muito estavel. A interacdo resultou em mudancas estruturais na Ag85C,
especificamente na histidina catalitica, His?®°, sendo esta fisicamente deslocada pela
cadeia peptidica lateral, ficando a uma distancia de ligacdo de hidrogénio da Ser!*®
vizinha.

Considerando evidéncias de que o farmaco ORL ja demonstrou inibicdo de ao
menos 261 lipases em M. bovis (Goins; Sudasinghe; Liu; Wang et al., 2018), a inibicao
covalente com Ag85C foi encontrada como estereoespecifica, evidéncia suportada
por um numero de derivados do ORL com outros substituintes estruturais diminuindo
sua afinidade com Ag85C (e Ag85A) (Khan; Sudasinghe; Landgraf; Ronning et al.,
2021). De fato, foi encontrado que os dois centros estereogénicos do braco peptidico
do farmaco podem afetar a especificidade enzimética e a estabilidade da ligagdo com
o0 Ag85C, enquanto a hidrélise catalitica do anel 3-propiolactona do ORL € importante
para a reatividade cruzada do farmaco (Figura 37) (Goins; Sudasinghe; Liu; Wang et
al., 2018).

Propriedades estereoespecificas
do ORL

¥ Reatividade cruzada

@ Especificidade

® Estabilidade do
complexo inibitorio
ORL-Ag85C

Figura 37. Estrutura molecular do farmaco Orlistate (ORL) e seus grupos farmacoféricos.
Asterisco vermelho corresponde a regido onde ocorre a hidrdlise catalitica do anel $-lactona do ORL.
Coracbes em azul correspondem as regifes da cadeia peptidica responsaveis pela especificidade e
estabilidade da ligagdo ORL-Ag85C. Fonte: (Goins; Sudasinghe; Liu; Wang et al., 2018).
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Todas as evidéncias apresentadas suportam a explicacdo do porqué o farmaco
blogueia a producéo de acidos micolicos, porém ndo aparentam induzir expressao de
InhA e induz levemente iniB, pois apesar de se ligar com diversos alvos de Mtb, a
afinidade maior do composto muito provavelmente esta em alvos de uma etapa mais

avancada da biossintese do acido micalico.

5.3.6 Inibicdo intracelular com macréfagos THP-1

Um dos principais obstaculos ao desenvolver e/ou reposicionar um novo
medicamento para tuberculose é a capacidade que o farmaco deve possuir, de inibir
bactérias dormentes intracelulares. Como explicado anteriormente, a Mtb possui
diversos mecanismos de evasdo ao sistema imune e sua eliminagdo no organismo,
persistindo dentro de macréfagos em situacdo dormente por anos (Silva Miranda;
Breiman; Allain; Deknuydt et al., 2012). Assim, também foram testados o ORL e 0 CAR
para investigar a capacidade dos farmacos de eliminar carga bacteriana intracelular,
utilizando a linhagem THP-1 (acronimo de Tohoku Hospital Pediatrics-1, local onde
essa linhagem celular monocitica foi obtida, a partir de um paciente com leucemia
aguda monaocitica). Rifampicina (3 uM), Estreptomicina (20 uM) e controle estéril. As
substancias-teste (ORL e CAR) foram aplicadas em uma concentracdo 4xMIC
(100puM).

Inibi¢ao intracelular com macréfagos THP-1
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Figura 38. Ensaio de invasdo de Mtb em THP-1 e efeito do tratamento com os farmacos ORL,
CAR, RIF e STREP. ST — sem tratamento; NI — ndo infectado; RIF — Rifampicina (3 uM); STREP -
Estreptomicina (20 uM); ORL — Orlistate (100 pM); CAR — Carvedilol (100 pM); **** = p<0,0001. UFC/mL
— unidades formadoras de col6nia por mL.

Foi demonstrado que tanto o ORL quanto o CAR possuem um perfil semelhante
aos controles Rifampicina (RIF) e Estreptomicina (STREP), sendo todos diferentes,
de forma estatisticamente significante (p<0,0001), do controle “sem tratamento” (ST).
O farmaco ORL ainda apresentou um resultado ligeiramente melhor no que diz
respeito a carga bacteriana (UFC/mL), porém nao estatisticamente relevante, quando
comparado aos farmacos controles. Os resultados deste ensaio demonstram que 0s
farmacos testados ndo apenas séo capazes de eliminar micobactérias extracelulares,
mas também podem inibir o Mtb que foi fagocitado intracelularmente.

Recentemente, Sturm et al. realizaram um modelo de deplecdo de carbono
para induzir cepas Mtb dormentes e descobriram que inibir o metabolismo lipidico por
meio do inibidor de lipase ORL também foi capaz eliminar bactérias ndo replicantes
(Sturm; Sun; Avila-Pacheco; Clatworthy et al., 2024). Este é um resultado promissor
que pode ser usado para avancar na busca por novas terapias para superar 0S
problemas existentes no desenvolvimento de medicamentos, uma vez que bactérias
intracelulares replicantes e néo replicantes sdo consideravelmente menos sensiveis
aos antibioticos existentes.

Outra preocupacdo em relacdo ao reposicionamento do ORL é o fato de o
farmaco possuir baixa absorgéo sistémica por via oral — seu mecanismo farmacoldgico
envolve a inibicdo das lipases gastrica e pancreatica na luz do trato gastrintestinal
(Zhi; Melia; Eggers; Joly et al., 1995; Zhi; Melia; Funk; Viger-Chougnet et al., 1996).
Devido a baixa biodisponibilidade deste medicamento, um estudo recente foi
conduzido para testar a seguranca e tolerabilidade do ORL sozinho e em combinacao
com Vancomicina via administracdo pulmonar (Ravon; Menchi; Lambot; Al Kattar et
al., 2023). O ensaio in vitro detectou um efeito dose-dependente na viabilidade celular
tanto para ORL sozinho quanto em combinacdo com VAN, com um ICso de
aproximadamente 115 e 97uM, respectivamente, devido a um efeito citostatico
reversivel. Mesmo assim, o farmaco e sua associa¢cdo nao induziram inflamacéo ou
outras alteracdes histologicas in vivo, em pulmdo de camundongo, durante a

exposicao subaguda (Ravon; Menchi; Lambot; Al Kattar et al., 2023).
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Este estudo exp0s a possibilidade do uso de uma administracdo pulmonar de
medicamentos pouco absorvidos para o tratamento de TB, como € o caso do ORL e
OTI, e suas associa¢des, como ORL/INH, ORL/RIF, ORL/BED, OTI/INH e OTI/BED
encontradas neste estudo. Abre também, a oportunidade de se testar de novas
formulacbes, como as nanoencapsuladas, na qual ja foi verificada estabilidade da
formulacdo e atividade para cancer de mama para o ORL (Bhargava-Shah; Foygel;

Devulapally; Paulmurugan, 2016).

5.3.7 Inducdo de mutacdo espontinea

Para investigar a capacidade dos farmacos ORL e CAR de gerar resisténcia,
foram estimulados mutantes resistentes espontaneos usando 5xMICgo (125uM para
ambos) para a cepa M. tuberculosis mc26230. Apds 4 e 6 semanas de incubacéo a 37
°C, 10 coldnias independentes foram selecionadas para uma nova analise de MIC

com o objetivo verificar uma mudancga (shift) na concentragéo (Figura 39).
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Figura 39. Reavaliacdo de concentragcdo inibitéria minima (MIC90) em cepas mutantes
espontaneas M. tuberculosis mc26230 para o farmaco Orlistate (ORL). Cepas mutantes
espontaneas (SRM) (Cepas #1-10) geradas a partir do tratamento com 5xMICgeo (125uM) previamente
determinado e representado pela cepa parenteral em vermelho.
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O resultado demonstrou que os mutantes gerados parecem nao ser altamente
resistentes ao ORL quando comparados a cepa parental (em vermelho), obtendo a
mesma curva de comportamento e um aumento de apenas 16,7% em relacdo ao
MICoo da cepa parenteral (25uM), sendo possivel observar o MIC7s para a cepa mais
resistente #10 na concentracao de 25uM.

Para o CAR, o resultado se demonstrou ainda mais promissor, ndo sendo
capaz de isolar nenhuma colénia em meio solido na concentracao de 125uM, o que
significa que a probabilidade do farmaco de gerar resisténcia € extremamente baixa.
Este fato corrobora o argumento de que o CAR pode estar agindo como inibidor da
proteina transmembrana MmpL3. Isto se deve ao raciocinio de que farmacos que
agem em proteinas estruturais da micobactéria geram menos resisténcia, por conta
da probabilidade de perda da funcdo proteica em resposta a uma mudanca de
aminoéacidos, o que é prejudicial para a sobrevivéncia da bactéria, associado com o
argumento de que farmacos com atividade em estruturas de membrana também séo
interessantes pois nao necessitam adentrar a célula (Payne; Gwynn; Holmes;
Pompliano, 2007).
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6 CONCLUSAO

Aqui, a busca por reposicionamento de compostos a partir do uso de tecnologia
computacional, sem qualquer viés prévio de busca na literatura, foi capaz de
desenvolver um algoritmo determinado como X-Tox, para analise de toxicidade
comparativa e encontrar ao menos trés farmacos que demonstraram atividade in vitro
satisfatoria a respeito de atividade antimicobacteriana: ORL, CAR e OTI.

O farmaco ORL havia sido inicialmente triado para sua interacdo com o alvo da
INH, enoil-ACP-redutase, no qual havia demonstrado maior afinidade in silico do que
0 proprio alvo original da enzima (verificada pelo score CHEMPLP). A partir desse
dado, a busca in vitro foi iniciada e o farmaco de fato demonstrou atividade
antimicobacteriana direta e intracelular em macrofagos, além de sinergismo com INH,
RIF e BED e, também, inibicdo de trés acidos micélicos (Ceto-MAME, Metoxi-MAME
e a-MAME), de forma similar a INH. Entretanto, analisando a superexpressédo dos
alvos InhA e iniB, n&o foi observado o mesmo comportamento de INH. Isso demonstra
que € provavel que o mecanismo de acdo do ORL né&o seja pelo mesmo mecanismo
previsto pelo software. Na literatura, foi descrito que ORL reage com mais de 200
alvos da Mth, o que pode explicar o fato da varredura in silico ter identificado este
composto como um possivel ligante de InhA, apesar de ndo necessariamente ser o
mecanismo de agao mais prevalente.

Para o alvo da proteina MmpL3, a varredura foi capaz de coletar 2 farmacos
com atividade contra Mtb, os compostos Carvedilol e Otillébnio. Ambos Carvedilol e
Otilénio foram capazes de inibir crescimento bacteriano para as cinco cepas testadas
H37Rv, CDC1551, Erdman, mc?6230 e XDR. No experimento de sinergismo, as
associactes CAR/RIF e CAR/BED obtiveram FICI = 0,375, o que determina atividade
sinérgica. A associacdo OTI/BED obteve FICI = 0,3125 (sinérgico) e OTI/RIF obteve
FICI = 0,5625 (aditivo). Ainda, no experimento de cinética, a associacdo CAR/INH e
CAR/BED demonstrou atividade bactericida e, ainda que tenha havido crescimento de
colonias ao final da placa CAR/INH, quando retestados, as colénias demonstraram
resisténcia apenas a INH, ndo sendo observada resisténcia ao CAR. Este resultado
também foi suportado pelo experimento de inducdo de mutantes espontaneos, onde

também néo foi capaz de observar crescimento de coldnias resistentes ao CAR. Ainda
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além, CAR conseguiu inibir crescimento bacteriano intracelular com resultado
semelhante aos farmacos de referéncia RIF e STREP. Associados, esses resultados
inéditos para o Carvedilol demonstram que o farmaco possui atividade em baixa
concentracéo, sinergismo com farmacos da terapia atual e baixa capacidade de gerar
resisténcia, podendo ser considerado para estudos futuros a respeito de seu
mecanismo de acao e atividade in vivo. Em relacdo ao OTI, um dado relevante obtido
pelo experimento de cinética foi a sua atividade bacteriostatica em associagdo com
INH e BED, sem demonstrar resisténcia ao final dos 30 dias de experimento. Este
resultado pode salientar um mecanismo de acdo diferente do Carvedilol, cuja
associacdo demonstrou atividade bactericida. Ainda assim, os resultados do presente
estudo abrem possibilidades para aprofundamento a respeito das atividades do OTI
em relagdo a Mtb.

Assim sendo, a presente tese evidencia que a utlizacdo de métodos
computacionais para a triagem inicial de farmacos é de fato uma técnica capaz de
detectar compostos passiveis de interagdo para seguimento de estudos in vitro. Ainda
gue haja necessidade de aprimoramento, a tese salienta que o uso de tecnologias
pode ser aplicado também para analise toxicoldgica. A partir do desenvolvimento de
um sistema de pontuacdes, foi gerado o algoritmo denominado X-Tox, utilizando
dados toxicolégicos de bases de dados com o objetivo de tornar a tomada de deciséo
de escolha farmacoldgica menos qualitativa e mais quantitativa. Empregando ambas
as tecnologias, a pesquisa foi capaz de identificar com eficacia trés farmacos que
demonstraram atividade contra Mycobacterium tuberculosis: Orlistate, Carvedilol e
Otilébnio, que demonstraram atividade antimicobacteriana em doses reduzidas,
sinergismo com farmacos de primeira e segunda linha, atividade bactericida (ORL e
CAR) e bacteriostatica (OTI), baixa (ORL) ou nenhuma (CAR) capacidade de gerar
resisténcia. Ainda, foi detectada atividade inibitoria intracelular com macréfagos THP-
1 para ORL e CAR, atividade esta que ainda é um desafio para o desenvolvimento de
novos farmacos. Por fim, a tese salienta a importancia da busca dos mecanismos de
acao para os farmacos citados, e estimula que a busca para um tratamento mais

eficiente para a doenca secular que é a Tuberculose siga sempre sendo aprimorada.
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APENDICES

APENDICE A - Fluxograma do algoritmo desenvolvido para anélise X-Tox.

{ Farmaco
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!
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(Tabela 2)

DK*VT+DK*PC+SRH+M7D+VTI*Fn+MT+FLAG = X-Tox

RESULTADO TOXICOLOGICO FINAL:
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APENDICE B - Descri¢édo detalhada da aplicacdo do algoritmo desenvolvido para

farmacos triados para alvo Enoil-ACP-redutase.

O orlistat é um farmaco inibidor seletivo e reversivel de lipases gastrointestinais,
formando uma ligag&o covalente com serinas da enzima e impedindo que ela hidrolise
lipideos e, consequentemente, que 0 nOSSO organismo 0s absorva. Portanto, é
utilizado para tratamento de pacientes apenas com obesidade e pacientes diabéticos
tipo 2 com sobrepeso ou obesidade. O farmaco gerou 6 endpoints, sendo 4 plausiveis
(carcinogenicidade, hepatotoxicidade, mutagenicidade in vitro e sensitizagao da pele)
e 2 equivocos (nefrotoxicidade e mutagenicidade in vivo). O Vitic eliminou o endpoint
de carcinogenicidade (x0) e também os de toxicidade genética in vitro e in vivo (x0).
O PubChem confirmou o endpoint de hepatotoxicidade (x2), porém nenhuma das duas
bases de dados forneceu informacgdes sobre sensitizacdo da pele e nefrotoxicidade
(x1). A Sarah apresentou resultado negativo com 100% de similaridade (0), M7D (+++)
(3) e Meteor 23, porém este foi multiplicado por zero visto que possui acao local e

absorcdo minima (PubChem).

Orlistat
_p

HaC .\\\\NH
Chy
o]
\_\_/CHG

O cobicistat € um inibidor de CYP3A, uma enzima que metaboliza centenas de

moléculas em nosso organismo. Sua inibicdo aumenta a concentracdo, exposicao e
eficacia de substéncias coadministradas que sejam metabolizadas pela CYP3A.
Portanto, € um farmaco utilizado para melhorar o perfil de agentes no tratamento do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), uma vez que aumenta suas concentracdes

sem precisar aumentar a dose dos farmacos. O Derek apontou 2 endpoints plausiveis,
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hepatotoxicidade e inibicdo de canal HERG. O Vitic ndo apresentou resultado para
estes desfechos, ja o PubChem apresentou evento toxicoldgico relacionado a funcéo
hepdtica (ictericia), portanto o endpoint de hepatotoxicidade foi multiplicado por 2, mas
nao encontrou dados sobre inibicdo de canal HERG (x1). Sarah resultou em negativo
com 50% de similaridade (1), M7D inativo (---) (1) e o resultado da predicdo de
metabolismo foi de 7.4, multiplicada por 0, considerando que mais de 90% do farmaco

é excretado de forma inalterada (PubChem).

Cobicistat

O fenilbutirato de glicerol se trata de um farmaco quelante de nitrogénio, sua
estrutura quimica é um triglicerideo onde trés moléculas de fenilbutirato estao ligadas
por um backbone de glicerol. Ele é utilizado para o tratamento de distirbios do ciclo
da ureia que ndo podem ser controlados por dietas com restricdo de proteina. O Derek
nao encontrou nenhum endpoint e o Vitic ndo encontrou nenhuma molécula com
100% de similaridade. J& o PubChem apenas apresentou dados de eventos adversos
leves (diarreia, flatuléncia e cefaleia), portanto, estes foram contabilizados como uma
FLAG verde (eventos adversos leves que ndo necessitam de acompanhamento),
adicionando-se 20 pontos. A Sarah identificou como negativo com 58% de
similaridade (1) e o M7D como (---) (1). O resultado de metabolismo Meteor foi de 1,1,
que foi multiplicado por 1, visto que é extensivamente metabolizado e eliminado

principalmente como o metabdlito PAGN (Fda, 2012).
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Fenilbutirato de glicerol

QO

o] o]

O netarsudil é um farmaco aprovado para o tratamento de glaucoma de angulo
aberto e hipertensédo ocular cujo mecanismo de acao € através da inibicdo de Rho-
quinase e de transportadores de norepinefrina, perturbando o fluxo convencional de
humor aquoso. O Derek encontrou 1 endpoint plausivel (inibicdo de canal HERG) e 1
equivoco (sensitizacao da pele). O Vitic ndo identificou nenhuma molécula com 100%
de similaridade, e o PubChem nédo encontrou endpoints relacionados ao Derek,
portanto, ambos foram mantidos (x1). Em relacdo a TENDAS (toxicidades evidentes
nao descritas anteriormente pelo software), identificou-se no PubChem toxicidade
relacionada a irritacao ocular (hiperemia ocular, eritema, lacrimacéo, visao borrada),
classificando-a como uma FLAG verde (+20). O resultado Sarah foi negativo com
apenas 17% de similaridade (2), M7D inativo (---) (1) e 5 na predigao de metabolismo
do Meteor, que foi multiplicado por zero, visto que sua absor¢cdo sistémica é

insignificante (PubChem).

H
HaC CHs N
B
(] / N

O visomitin é um novo farmaco com atividade antioxidante desenvolvido para o

Netarsudil

HaMN

tratamento da sindrome do olho seco e ferimentos oculares, exibindo acdo anti-
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inflamatoria e de cicatrizacado (Wei; Troger; Spahiu; Perekhvatova et al., 2019). O
Derek acionou 5 endpoints, 2 plausiveis (dano cromossomal in vitro e sensitizacdo de
pele) e 3 equivocos (dano cromossomal in vivo, hepatotoxicidade e disfungéo
mitocondrial). O Vitic ndo encontrou nenhuma molécula com 100% de similaridade e
o PubChem néo apresentou dados de toxicidade, portanto, todos os endpoints foram
mantidos (x1). O software Sarah gerou resultado negativo com apenas 37% de
similaridade (2), M7D inativo (---) (1) e Meteor resultou em 1,8, entretanto ndo foram

encontrados estudos sobre sua cinética, logo, o resultado Meteor foi mantido.

Visomitin

I -~ :
HsC [
HBC @

A coenzima Q10 é uma molécula produzida naturalmente pelo nosso
organismo e age como um importante transportador de elétrons na membrana
mitocondrial envolvido na fosforilagdo oxidativa, sendo um potente antioxidante. Ela
pode ser utilizada tanto como suplementacgéo oral quanto por via tépica na derme. O
Derek identificou 4 endpoints, 1 plausivel (dano cromossomal in vitro) e 3 equivocos
(dano cromossomal in vivo, disfungdo mitocondrial e sensitizacdo de pele). E
interessante notar que os endpoints gerados pelo Derek estdo correlacionados com
seu mecanismo de acgdo antioxidante. O Vitic concluiu apenas que a coenzima Q10
era negativa para toxicidade genética in vitro (anulando o endpoint plausivel). Ja o
PubChem néo encontrou nenhuma informagao sobre os outros desfechos, que foram
mantidos (x1), mas mostrou que seu uso oral pode gerar desconforto gastrointestinal,
recebendo uma FLAG verde (+20). A Sarah gerou resultado negativo com 100% de
similaridade (0), M7D inativo (---) (1) e Meteor 6,92, que foi multiplicado por 0,4 (>60%

é excretado de forma inalterada; PubChem), gerando resultado 2,8.
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Coenzima Q10

O indinavir € um antirretroviral inibidor de protease. A inativacdo desta enzima
impede a estruturacdo das particulas virais e, consequentemente, a maturacdo do
virus. O Derek resultou em 2 endpoints plausiveis (agonista de receptor glicocorticoide
e inibicdo de canal HERG) e 3 equivocos (nefrotoxicidade, teratogenicidade e
urolitiase). O Vitic ndo acionou nenhum resultado para esses endpoints. Ja o
PubChem foi capaz de confirmar apenas que a overdose de indinavir pode causar
infarto do miocéardio e angina, o que pode estar relacionado com uma potencial
inibicdo do canal HERG (x2). Como nenhuma das bases confirmou nem anulou os
outros endpoints, estes foram mantidos (x1). Entretanto, tanto a pesquisa do Vitic
quanto a do PubChem trouxeram uma nova e mesma informacdo, que esta
relacionada a hepatotoxicidade do indinavir. Portanto, o resultado individual Vitic (VTi),
calculado conforme item 1.1.1.4 Vitic (item 4), resultou na pontuagéo 5 que, assim
como descrito anteriormente, foi corrigido pelo fator de normalizacdo (Fn) de idade
(equacao abaixo), considerando que o indinavir foi aprovado pela primeira vez pelo
FDA h& 25 anos (Merck, 1996). O resultado do PubChem foi inserido na forma de
FLAG e, como citado anteriormente, a hepatotoxicidade entra como FLAG amarela
(+50). O resultado Sarah foi negativo com 100% de similaridade (0), M7D inativo (---)
(1) e Meteor 5,5, multiplicado por 0,8 (menos de 20% é excretado de forma inalterada;

PubChem), resultando em 4,4 pontos.

Indinavir
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O carfilzomib se trata de um farmaco antineoplasico utilizado no tratamento de
mieloma multiplo refratario, quando ja foram utilizadas outras terapias sem sucesso.
A molécula inibe irreversivelmente o proteassoma, um complexo proteico que degrada
proteinas e estd envolvido com divisdo e estresse celular. Como consequéncia,
diminui incidéncia de metastase e vascularizacdo tecidual e aumenta apoptose de
células tumorais. Como esperado para um farmaco antineoplasico, o Derek
apresentou 10 endpoints, todos classificados como plausiveis (carcinogenicidade,
dano cromossomal in vitro e in vivo, toxicidade de desenvolvimento, mutagenicidade
in vitro e in vivo, inibicdo de canal HERG, irritacdo ocular e irritacdo e sensitizacéo de
pele), e todos, exceto inibicdo de canal HERG, foram acionados pelo alerta epéxido
(um éter ciclico formando anel de trés atomos). Contudo, o Vitic apresentou resultado
negativo para toxicidade genética in vitro (cancelando o endpoint de dano
cromossomal in vitro e mutagenicidade in vitro). Ja o PubChem né&o confirmou nem
anulou endpoints Derek, logo, todos os outros foram mantidos (x1). No entanto,
apresentou dados sobre eventos adversos severos como trombocitopenia,
neutropenia febril, anemia e potencial hepatotéxico, que necessitam de
monitoramento constante, recebendo uma FLAG amarela e adicional de 50 pontos. A
Sarah trouxe resultado negativo com 100% de similaridade (0), M7D plausivel (+++)
(3) e os metabdlitos Meteor pontuaram 45,44, multiplicados por 1, visto que menos de
1% é excretado inalterado, sendo extensivamente metabolizado (Kortuem; Stewart,
2013).

Carfilzomib

H.C CHs
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Tabela S1. Aplicacéo do algoritmo X-Tox para alvo Enoil-ACP-redutase.

Enoil-ACP-redutase

DKxVT
Farmacos _
+ SRH  M7D VTi MT FLAG X-Tox
(CHEMPLP score)
DKxPC
Fenilbutirato de
glicerol - 1 1 - 1,1 20 23,1 (39
(122,62)
Coenzima Q10 o
(119.36) 26 0 1 0 2,8 20 49,8 (6°)
Netarsudil o
(111,79) 10 2 1 - 0 20 33 (49)
Cobicistat o
(111,38) 15 1 1 0 0 - 17 (2°)
Visomitin o
(111,13) 365 2 1 - 18 - 41,3 (5
Indinavir 0
(108,57) 38,5 0 1 4 4.4 50 97,9 (7°)
Orlistat 0
(106,98) 10,5 0 3 0 0 - 13,5 (19)
Carfilzomib o
(97.37) 117,5 0 3 0 45,4 50 215,9 (89)

*Legenda: DKxVT — Derek dependente do Vitic; DKxPC — Derek dependente do PubChem; SRH -
Sarah; M7D: ICH M7 Derek; VTi - Vitic individual; MT — Meteor; FLAG — avisos vermelhos, amarelos ou
verdes. Resultado 0 no VTi significa negativo para os endpoints individuais dessa funcionalidade.
Resultado (-) no VTi significa que o programa ndo conseguiu identificar resultado com 100% de
similaridade no sistema.
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APENDICE C - Descricédo detalhada da aplicacdo do algoritmo desenvolvido para

farmacos triados para alvo MmpL3.

O saroglitazar € um farmaco que foi inicialmente aprovado por agéncias
regulatérias da india em 2013 para tratamento de hipertrigliceridemia e dislipidemia
diabética em pacientes diabéticos tipo 2 ndo controlados por estatinas. No momento,
estd em processo de investigacdo pelo FDA nos EUA para tratamento também de
hipertrigliceridemia severa, esteatose hepética ndo alcodlica e colangite biliar primaria.
Seu mecanismo de acao é a ativacao de PPARa, que diminui niveis plasmaticos de
triglicerideos (TG), estimula lipdlise de VLDL e aumenta HDL, e também a ativacéo
de PPARYy, que aumenta a sensibilidade a insulina e melhora o quadro de resisténcia
insulinica (Patel; Kansagra; Parikh; Parmar et al., 2018). O saroglitazar até o momento
ndo apresentou nenhum endpoint no Derek (0), por ser um farmaco relativamente
novo, também néo foi encontrado pelo Vitic (-) nem obteve resultado de toxicidade
inserido no PubChem. Obteve resultado negativo com apenas 34% de similaridade no
Sarah (2), resultado inativo (---) no ICH M7 Derek (1) e sofreu metabolismo do Meteor
obtendo um resultado de 10.23, porém sua taxa de eliminacao inalterada € maior que

90% (Bhatia; Arora; Kaur; Kaul, 2016), tendo este resultado multiplicado por zero.

Saroglitazar

Ol

H,C

O otilébnio é um antiespasmaodico derivado de amdnia quaternaria indicado para
tratamento de sindrome do intestino irritdvel. Ele age por meio do bloqueio de canais
dependentes de Ca?* que controlam contracdo da musculatura lisa do intestino, e
também como antagonista de receptor muscarinico M3. Este farmaco acionou 5
endpoints, dos quais 3 se tratavam de alerta para sal de aménio quaternario
(sensitizacdo — equivoco - e irritacdo da pele e irritacdo ocular - plausivel), 1 para
inibicdo de canal HERG (plausivel) e 1 “em aberto” (open) para carcinogenicidade. De
acordo com o sistema de pontuacéo (ver 3.1.1.1 Derek item 3), a probabilidade “em
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aberto” ndo é considerada uma predicao positiva, portanto, recebeu pontuacdo 0. O
Vitic ndo identificou uma molécula com 100% de similaridade (-) e o PubChem néo
identificou nenhum dos endpoints Derek, logo, todos foram multiplicados por 1. A
Sarah identificou o composto como negativo com apenas 48% de similaridade (2),
M7D inativo (---) (1) e Meteor obteve resultado 6.81, que multiplicado por 0.8 (15% é
excretado inalterado na urina (Shin; Kim; Kim; Hu et al., 2008)), gera um score final
de 5,4.

Otilbnio

O carvedilol, um antagonista adrenérgico nao-seletivo a-1 e -1 utilizado como
anti-hipertensivo, provocou o0 aparecimento de 5 endpoints, 2 plausiveis
(carcinogenicidade e inibicdo de canal HERG) e 3 equivocos (disturbios da bexiga,
urolitiase e bradicardia). O resultado Vitic anulou o endpoint de carcinogenicidade (x0)
e os resultados do PubChem confirmaram os endpoints de inibicdo de canal HERG
(x2), bradicardia (x2), porém ndo foram identificados resultados para disturbios da
bexiga, nem urolitiase (x1). A Sarah identificou como negativo para mutagenicidade
com 100% de similaridade (0), o M7D como inativo (---) (1) e o Meteor de 7,7
(multiplicado por 1, visto que menos de 2% é excretado inalterado na urina).
Entretanto, vale a pena comentar que ambos os endpoints de inibicdo de canal HERG
e bradicardia devem ter sido acionados por conta do préprio mecanismo de acao e
funcdo do farmaco, e ndo simplesmente por conta de eventos adversos néo

esperados.

Carvedilol

H/ﬁ/\g/\/:@
5T
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A silodosina, um antagonista adrenérgico a-1, € indicado para o tratamento de
sintomas da hiperplasia prostatica benigna, pois a inibicdo deste receptor causa o
relaxamento da musculatura lisa, diminui pressao intrauretral e resulta na melhora do
fluxo urinério. No Derek, a silodosina originou 2 alertas plausiveis (hepatotoxicidade e
inibicdo de canal HERG) e 1 equivoco (disfuncédo mitocondrial in vivo). No Vitic, ndo
foram geradas informacdes relacionadas a esses endpoints (0), porém no PubChem
foi confirmado seu potencial hepatotoxico (x2) e de inibicdo de canal HERG (x2). Em
relacdo a disfuncdo mitocondrial ndo foi encontrado (x1). O resultado Sarah foi
negativo com 100% de similaridade (0), M7D inativo (---) (1) e score Meteor de 3.7

(multiplica-se por 1 por ser extensivamente metabolizado pelo figado; PubChem).

Silodosina

IHz

F

A amtolmetina guacila € um anti-inflamatério ndo esteroidal, com acdes
analgésicas, antipiréticas e antiplaquetarias. Ela age bloqueando a sintese de
prostaglandinas através da inibicdo da ciclooxigenase. No Derek, o farmaco acionou
3 endpoints plausiveis, carcinogenicidade, fotoalergenicidade e sensitizacdo da pele.
O Vitic ndo encontrou nenhuma molécula com 100% de similaridade e no PubChem
nao havia informacgdes sobre os endpoints, logo, todos foram mantidos (x1). Sarah
identificou 0 composto como negativo com apenas 27% de similaridade (2), M7D
inativo (---) (1) e o metabolismo Meteor gerou pontuacédo de 20.5, que foi multiplicado
por 1 visto que é um farmaco extensivamente metabolizado (Hotha; Dasari; Shaik;
Syed et al., 2010).
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Amtolmetina guacila

A filoquinona, comumente chamada de vitamina K1, age como um cofator na
ativacao de fatores de coagulacédo, sendo importante na homeostase da coagulagéo
sanguinea e é indicada para tratamento de distlrbios da coagulacdo causada por
cumarina, hipotrombinemia secundaria & uso de antibidticos, salicilatos, etc. Este
farmaco obteve 4 endpoints no Derek, sendo 2 plausiveis (dano cromossomal in vitro
e mutagenicidade in vitro) e 2 equivocos (dano cromossomal in vivo e disfuncéo
mitocondrial in vivo). O Vitic, porém, identificou que a filoquinona é negativa para
toxicidade genética in vitro, anulando ambas as predi¢des in vitro (x0) e a pesquisa do
PubChem trouxe o resultado positivo para dano cromossomal in vivo (x2), mas
nenhuma das bases encontrou informacdes sobre disfungcdo mitocondrial (x1).
Seguindo, a Sarah gerou resultado negativo para mutagenicidade com 100% de
similaridade (0), em contrapartida, o M7D gerou resultado plausivel (+++) (3). Por fim,
o score Meteor foi de 10,8 que multiplicado por 0,8 (20% excretado de forma

inalterada; PubChem), produz a predicdo de 8,6 pontos.

Filoquinona

CHs CHy CHs CHs

A nefazodona, um antidepressivo utilizado na terapia da depressao,
comportamentos agressivos e ataques de panico obteve 5 endpoints no Derek: 2
plausiveis (modulacdo de receptor androgénico e inibicdo de canal HERG) e 3

equivocos (nefrotoxicidade, disturbios da bexiga e sensitizagdo da pele). O Vitic ndo
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encontrou nenhum endpoint relacionado ao Derek, logo, foi realizada a pesquisa no
PubChem. Na base de dados nédo foi encontrada nenhuma informacdo sobre as
predigcbes Derek, portanto foram todas mantidas (x1). Porém, foi identificada uma
toxicidade evidente ndo determinada anteriormente pelo software (TENDA) sobre
hepatotoxicidade, que estd bem descrita em literatura (PubChem).
Consequentemente, este farmaco recebeu uma FLAG amarela, que diz respeito a
eventos adversos de gravidade mediana e precisam de acompanhamento laboratorial
e ganhou um adicional de 50 pontos. A Sarah identificou como negativo para
mutagenicidade com 100% de similaridade (0), M7D inativo (---) (1), e Meteor 5.6, que
foi multiplicado por 1, ja que menos de 1% é excretado de forma inalterada na urina,

sendo extensivamente metabolizado (PubChem).

Nefazodona

v O
QT
¢

CH,

O cetoconazol € um antifiingico de amplo espectro, capaz de inibir a sintese de
ergosterol, componente essencial da parede celular de fungos. O Derek apresentou 6
endpoints diferentes, 4 plausiveis (carcinogenicidade, hepatotoxicidade, inibicdo de
canal HERG e fosfolipidose) e 2 equivocos (toxicidade de glandula adrenal e
disfuncéo mitocondrial). O Vitic foi capaz de anular a predicéo de carcinogenicidade
(x0), porém néo apresentou outras informag¢des. O PubChem confirmou com dados
sobre hepatotoxicidade (x2) e toxicidade de glandula adrenal (x2), porém n&o
apresentou dados sobre os outros endpoints (x1). O cetoconazol ainda apresentou
uma TENDA sobre oligospermia (baixa na quantidade e qualidade dos
espermatozoides), diminuicéo de libido e impoténcia, que ndo sao graves, mas dignas
de nota, sendo classificadas como FLAG verde (+20 pontos). O resultado Sarah como

negativo para mutagenicidade com 100% de similaridade (0), M7D (---) (1) e
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metabolismo Meteor 28.5, multiplicado por 1, considerando que menos de 4% é
excretado de forma inalterada na urina (Van Tyle, 1984).

Cetoconazol
I+

YOO

O benzetdnio é um sal de aménio quaternério com propriedades surfactantes,
antissépticas e antimicrobianas. Por conta disto, ele € utilizado como antisséptico em
pequenos cortes/arranhfes e também em enxaguatérios bucais em concentracdes
méaximas de 0.1-0,2% (Fda, 2016). O Derek identificou 6 endpoints para o farmaco,
dos quais 3 se tratavam de alerta para sal de amonio quaternario (sensitizacdo —
equivoco - e irritacdo da pele e irritacdo ocular - plausiveis), que foram confirmados
pelo Vitic (x2). O Derek também alertou para carcinogenicidade, que foi anulado pelo
Vitic (x0), estrogenicidade e inibicdo de canal HERG, n&o encontrados pelo Vitic, nem
em literatura (x1). Sarah identificou como negativo para mutagenicidade com 100%
de similaridade (0), M7D inativo (---) (1), e Meteor 18.7, porém a absor¢éo percutanea
do benzetbnio é insignificante e, portanto, estudos farmacocinéticos ndo foram
realizados (multiplica-se por 0; PubChem). Entretanto, um dado de toxicidade obtido
pela busca do PubChem foi extremamente importante para a eliminacdo do
benzetbnio da lista de farmacos: o benzetbénio é toxico e fatal se ingerido via oral
(PubChem), recebendo uma FLAG vermelha como impedidor por via de
administracdo, sendo adicionado mais 100 pontos ao score, visto que o objetivo do
trabalho € o reposicionamento para tratamento de tuberculose. Considerando este
fator, o benzetonio foi excluido da lista final de farmacos.
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Benzetdnio

O salmeterol, um agonista adrenérgico de longa acéo e altamente seletivo para
receptores -2, possui acdo broncodilatadora e é indicado para asma e doenca
obstrutiva pulmonar crénica. Ele estimula a conversao de adenosina trifosfato (ATP)
em adenosina 3',5’-monofosfato ciclico (CAMP), e este aumento causa relaxamento
da musculatura lisa broncoalveolar e, consequentemente, broncodilatagéo. O Derek
acionou dois endpoints, um plausivel (carcinogenicidade) e um equivoco (sensitizacao
da pele). Tanto o Vitic quanto o PubChem apresentaram dados que comprovassem o
endpoint de carcinogenicidade (x2), porém nédo houve informacéo sobre sensitizacéo
da pele (x1). Dentro do PubChem houve também uma TENDA a respeito de eventos
cardiacos (angina, taquicardia, arritmia), classicamente produzidos por agonistas [3-
adrenérgicos, portanto, recebeu uma FLAG amarela (+50 pontos), objetivando a
monitoracdo de exames cardiacos. A Sarah identificou como negativo com 100% de
similaridade (0), M7D como inativo (---) (1) e os metabdlitos do Meteor pontuaram
11,7, que foi multiplicado por 1, visto que menos de 5% ¢é excretado inalterado na urina
(PubChem).

Salmeterol
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HO
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MmpL3
(CHEfAr;“L"’I‘DCgiore) DKEVT SRH M7D VTi MT FLAG  X-Tox
DKxPC
F”&g;f;g)”a 56 0 3 0 86 -  676(69
B‘a‘lzge’tgln)io 215 0 1 0 0 100 1225 (%)
N‘g'(‘;f"lzéjz)”a 205 0 1 0 56 50 77,1(7°
S""('quﬁfj)ro' 61 0 1 0 117 50 1237 (10°
8‘1‘285 13 2 1 - 54 - 2149
C(alri’i‘;g;’ | 22 0 1 0 77 - 407(39)
Amtolmetina
Guacila 33 2 1 . 205 - 565(5°)
(113,28)
Si('loldzc”iilr)‘a 20 0 1 0 37 - 4474
Sz?rlolgll’i;zgar 0 > 1 ) 0 ) 3 (1°)
Ce(tfffgg)zo' 49 0 1 0O 285 20 985 (8%

*Legenda: DKxVT — Derek dependente do Vitic, DKxPC — Derek dependente do PubChem; SRH -
Sarah; M7D: ICH M7 Derek; VTi - Vitic individual; MT — Meteor; FLAG — avisos vermelhos, amarelos ou
verdes. Resultado 0 no VTi significa negativo para os endpoints individuais dessa funcionalidade.
Resultado (-) no VTi significa que o programa nao conseguiu identificar resultado com 100% de

similaridade no sistema.
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APENDICE D - Descri¢éo detalhada da aplicacéo do algoritmo desenvolvido para

farmacos triados para alvo RNA-polimerase.

O gadofosveset € um agente de contraste que possui um atomo de gadolinio
(Gd®") na sua estrutura e é utilizado para realizacdo de ressonancia magnética. O
composto se liga de forma reversivel a albumina plasmatica, auxiliando na
visualizacdo de vasos sanguineos e posterior diagnostico de enfermidades.
Inicialmente, o Derek n&o obteve resultado porque havia estruturas nao classificadas,
descrito como “contains unclassified features” do glossario, o Vitic ndo encontrou
informacbBes, a Sarah identificou como fora de domninio ou “outside domain”
(acordando com o Derek) e o M7D como inativo (--). Utilizando o software
MarvinSketch 20.21, nés retiramos o Gd®* e o H* da molécula objetivando testar novos
resultados no Nexus. Por fim, o Unico resultado obtido pelo Derek foi plausivel para
hepatotoxicidade. Mesmo sem os dois atomos citados, o Vitic ndo encontrou nenhuma
molécula com 100% de similaridade e o PubChem n&o trouxe resultados sobre
toxicidade, sendo mantido o resultado hepatotoxico (x1). A Sarah resultou em negativo
com apenas 41% de similaridade (2), M7D negativo (---) (1). O Meteor né&o foi capaz
de prever metabolismo para o farmaco, o que estd de acordo com dados que

mostraram que o gadofosveset € eliminado inalterado na urina (Zhang, 2004).

Visto que o potencial toxicolégico do gadofosveset completo nao foi identificado

pelo software, ele foi eliminado da lista.

Gadofosveset

Jﬂf

o]

O daclatasvir € um farmaco inibidor da proteina nao estrutural 5A (NS5A), que
faz parte do complexo de replicacdo do virus da hepatite C, impedindo tanto a sua

estruturacdo quanto a replicacao viral. O Unico endpoint apontado pelo Derek foi
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plausivel para hepatotoxicidade e o Vitic ndo acusou nada. J4 de acordo com o
PubChem, dados de toxicidade hepatica foram relatados (x2), porém é frisado que
este evento adverso é dificilmente correlacionado com o uso especifico do daclatasvir.
Primeiramente porque este néo € utilizado como monoterapia, portanto o evento pode
estar relacionado com outros mais toxicos da farmacoterapia de hepatite C. Segundo,
€ comum que a hepatotoxicidade ocorra em pacientes com cirrose preexistente e
coinfeccdo pelo virus da hepatite B, logo, é complexo afirmar que o daclatasvir seja o
responsavel pelo evento. Ainda assim, mantivemos o resultado multiplicado por 2. A
Sarah identificou como negativo para mutagenicidade com 51% de similaridade (1), o
M7D como inativo (---) (1) e o Meteor pontuou 3,14, que foi multiplicado por 0,4 visto

que aproximadamente 60% é excretado de forma inalterada (PubChem).

Daclatasvir

y
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A nalbufina se trata de um farmaco que possui acdo tanto agonista quanto
antagonista opioide. Ela se liga a receptores kappa (k) do sistema nervoso central,
inibindo a liberac@o de neurotransmissores que mediam dor, e também antagonizam
receptores mu (U), produzindo menos depressao respiratoria quando comparada com
outros opioides. Desse modo, é utilizada como analgésico recomendado para dor
moderada a severa. O Derek acusou 1 endpoint plausivel (teratogenicidade) e 1
equivoco (inibicdo de canal HERG). O Vitic identificou a nalbufina como negativo para
carcinogenicidade e toxicidade genética in vivo, porém nenhuma informacao
relacionada aos endpoints Derek. De forma semelhante, o PubChem também néo
apresentou dados expressivos sobre toxicidade, apenas que a overdose pode causar
sono e disforia, ndo sendo contabilizados. Portanto, ambos os endpoints Derek foram

mantidos (x1). A Sarah proveu resultado negativo para mutagenicidade com 100% de
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similaridade (0), M7D inativo (---) (1) e predicdo metabdlica Meteor 4.1, multiplicada
por 1, considerando que menos de 10% é excretado de forma inalterada (Errick; Heel,
1983).

Nalbufina

A coenzima Q10 foi abordada anteriormente pois também mostrou potencial de
inibicdo da Enoil-ACP-redutase. Desse modo, seus resultados no software Nexus se

mantém.

O latanoprosteno € um novo pro-farmaco para uso topico ocular cuja atividade
depende da formacao dos metabdlitos latanoprosta acido (andlogo de prostaglandina
F2a) e 6xido nitrico (NO), que possui funcao de vasodilatagao. Ele foi sintetizado para
tratamento de glaucoma de angulo aberto e hipertensdo ocular, pois promovem o
escoamento do humor aquoso e relaxamento dos muasculos do olho. O Derek apontou
2 endpoints, 1 plausivel (agonista de receptor glicocorticoide) e 1 equivoco
(teratogenicidade). O Vitic ndo apresentou resultado relativo ao Derek, porém
apresentou um resultado individual (VTi) para sensitizacdo da pele (2,5 pontos), que
foi ajustado para o fator de normalizacéo (Fn) de idade (Fda, 2017), resultando em
2,4. O PubChem demonstrou que ndo ha estudos em humanos para seguranca do
farmaco durante gravidez, porém, considerando que a prostaglandina F2a é
responsavel pela contragdo uterina e indugéo do parto, é possivel que possua efeitos
abortivos ou de desenvolvimento. No entanto, como n&o ouve informagdes sobre
ambos os endpoints, estes foram mantidos (1x). Os eventos adversos relatados pelo
PubChem foram apenas de pigmentacgédo da iris, hiperemia, irritacdo ocular e dor local,

recendo FLAG verde e adicional de 20 pontos.
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Latanoprosteno

O tocoretinato € um éster alfa-tocoferol (vitamina E) do &cido trans-retindico
(vitamina A acida). Este composto promove cicatrizacdo tecidual e diferenciacédo
granulocitica, sendo indicado para tratamento de Ulceras, escaras e queimaduras.
Além disso, ja foi visto que o farmaco induz diferenciacdo granulocitica também em
células leucémicas e inibe sua proliferacdo celular. A substancia acionou 5 endpoints
no Derek, destes 3 plausiveis (sensitizacdo da pele, hepatotoxicidade e
teratogenicidade) e 2 equivocos (carcinogenicidade e fototoxicidade). O Vitic ndo foi
capaz de encontrar molécula com 100% de similaridade e o PubChem nao trouxe
informagdes a respeito dos endpoints citados, portanto, todos foram mantidos (x1).
Entretanto, este € um composto formulado para utilizacéo tdpica e ensaios realizados
com sua administracdo por outras vias (oral, subcutanea, intravenoso, intraperitoneal)
relatados no PubChem, demonstraram seu potencial de causar diarreia,
hipermotilidade intestinal, distarbios no figado, rins, bexiga, ureter, hematuria e
alteracdo no peso do timo, logo, foi considerado FLAG amarela (+50). A Sarah
identificou como negativo para mutagenicidade com apenas 34% de similaridade (2),
M7D inativo (---) (1) e Meteor resultou em 21,45 pontos, multiplicados por 0,4, obtendo
resultado de 8,7, ja que aproximadamente 60% do farmaco € excretado inalterado

(Nakazawa; Kuroda; Arai; Nakahara et al., 1992).
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Tocoretinato

CH, CH, CH, o]

Y Y
Acido trans-retinéico Alfa-tocoferol

A deferoxamina se trata de um farmaco quelante de ferro (Fe), retirando Fe livre
da circulacdo sanguinea, ou seja, da ferritina e hemossiderina. E utilizado em
pacientes poés transfusdo sanguinea que apresentem excesso de Fe na circulacdo. O
Derek apresentou apenas 1 endpoint plausivel para sensitizacédo da pele, que néo foi
encontrado pelo Vitic, porém confirmado pelo PubChem (x2). O Vitic, no entanto,
encontrou estudo relatando positividade para toxicidade genética in vitro (+10 pontos),
que foi ajustado pelo fator de normalizacdo de idade do farmaco, que foi aprovado
pela primeira vez pelo FDA em 1968, ha 53 anos (Fda, 1968), resultando na pontuacéo
6,5. O PubChem apresentou TENDAs relacionadas a nefrotoxicidade, ototoxicidade,
toxicidade ocular e potencial anafilatico apos uso prolongado, portanto recebeu FLAG
vermelha (+100 pontos). O resultado Sarah foi negativo com apenas 48% de
similaridade (2), M7D inativo (---) (1) e Meteor ndo foi capaz de metabolizar a
molécula, o que entra de acordo com estudo demonstrando que a deferoxamina é
eliminada praticamente inalterada pela urina de forma complexada com Fe (Porter,
2001).

Deferoxamina

Q Q CH (9]
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A lomitapida € um farmaco inibidor da proteina de transferéncia de triglicerideos

microssomicos (MTP), que se trata de uma enzima localizada no limen do reticulo
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endoplasmatico. E responsavel pela transferéncia de triglicerideos para a
apolipoproteina B (apo-B) na sintese de VLDL. O bloqueio da MTP inibe a
transferéncia de triglicerideos para apo-B, resultando na reducdo de colesterol.
Portanto, € uma substancia utilizada para tratamento de casos severos de
hipercolesterolemia familiar. O Derek identificou 1 endpoint plausivel (inibicdo de canal
HERG) e 1 equivoco (fototoxicidade). O Vitic ndo identificou nenhuma molécula com
100% de similaridade, e o PubChem n&o encontrou dados sobre os desfechos (1x).
No entanto, trouxe TENDAs relacionadas a um potencial teratogénico,
hepatotoxicidade e distarbios do TGI, sendo adicionada uma FLAG vermelha (+100
pontos). O score Sarah foi de 2 (negativo com apenas 28% de similaridade) e M7D de
1 (negativo ---). O resultado de metabolismo Meteor foi de 2, multiplicado por 0,8, visto
que aproximadamente 15% ¢é excretado inalterado (Berberich; Hegele, 2017),

resultando em 1,6 pontos.

Lomitapida

O venetoclax é um farmaco inibidor da proteina anti-apoptética Bcl-2. Esta
proteina costuma estar aumentada em determinados canceres, e estdo associados
com a sobrevivéncia e resisténcia de células tumorais. Desse modo, o venetoclax é
utilizado para tratamento de leucemia linfocitica cronica (LLC) refrataria, induzindo
apoptose de células que possuem alta concentragdo de Bcl-2. O Derek apresentou 11
endpoints possiveis, sendo 8 plausiveis (hiperplasia urotelial da bexiga,
carcinogenicidade, hepatotoxicidade, inibicdo de canal HERG, mutagenicidade in
vitro, fototoxicidade, toxicidade ocular e toxicidade de tireoide) e 3 equivocos (dano
cromossomal in vitro e in vivo e mutagenicidade in vivo). O Vitic proveu resultado
negativo para genotoxicidade in vitro, cancelando os endpoints de mutagenicidade e

dano cromossomal in vitro (x0). O PubChem confirmou o endpoint de
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hepatotoxicidade (x2) e anulou o de dano cromossomal in vivo (x0). Por fim, ainda
apresentou potencial teratogénico e de toxicidade testicular, sendo classificado como
FLAG vermelha e recebendo adicional de 100 pontos. O resultado Sarah foi negativo
com 100% de similaridade (0), M7D plausivel (+++) (3) e metabolismo Meteor 22,
multiplicado por 0,8 (20% € excretado inalterado; PubChem), resultando em 17,6

pontos.

Venetoclax

/ NH

/ \ M




Tabela S3. Aplicacéo do algoritmo X-Tox para alvo RNA-polimerase.
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RNA-polimerase

Farmacos DKxVT
(CHEMPLP + SRH M7D VTi MT FLAG X-Tox
score) DKxPC
Coenzima Q10 49,8
(104,52) 26 0 1 0 2,8 20 (49)
Tocoretinato 102,2
(88,56) 40,5 2 1 - 8,7 50 (6°)
Deferoxamina 112,5
(86,63) 3 2 1 6,5 - 100 (7°)
Venetoclax 196,1
(85.22) 75,5 0 3 0 17,6 100 (©°)
Nalbufina 26,1
(84,29) 21 0 1 0 4,1 - (3°)
Gadofosveset
Sem H+ e Gd+ 3 2 1 - - - 6 (1°)
(77,65)
Latanoprosteno 53,7
(75.66) 14,5 1 1 2,4 14,8 20 (59
Daclatasvir o
(74.65) 6 1 1 0 1.3 - 9,3 (29)
Lomitapida 114,6
(73.47) 10 2 1 - 1,6 100 (89)

*Legenda: DKxVT — Derek dependente do Vitic; DKxPC — Derek dependente do PubChem; SRH -
Sarah; M7D: ICH M7 Derek; VTi - Vitic individual; MT — Meteor; FLAG — avisos vermelhos, amarelos ou
verdes. Resultado 0 no VTi significa negativo para os endpoints individuais dessa funcionalidade.
Resultado (-) no VTi significa que o programa nao conseguiu identificar resultado com 100% de

similaridade no sistema.
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APENDICE E - Links externos para acesso a planilhas de dados extraidos do software
Lhasa Nexus Suite (v.2.3.1) e planilha de dados utilizados no processo de validacéo
do algoritmo X-Tox.

Planilha da analise Meteor para alvo RNA-polimerase

Planilha da analise Meteor para alvo Enoil-ACP-redutase

Planilha da anélise Meteor para o alvo MmpL3

Planilha de dados DL50, NOAEL, Margem Terapéutica e IARC



https://docs.google.com/spreadsheets/d/1OxwkDmdzOe8qsw3_tEszEoTmxE3srhwZ/edit?usp=drive_link&ouid=103593934378880832787&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Ub8meT2XjyvbY5IjPMyKpB_KNPbyTcu5/edit?usp=drive_link&ouid=103593934378880832787&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1pMdOB7thk26DmXw4wujYrPxU60f4x4n7/edit?usp=drive_link&ouid=103593934378880832787&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1Vn2347PEai8Di0RFrOdKTwhPkJyKTDNL/edit?usp=drive_link&ouid=103593934378880832787&rtpof=true&sd=true

