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RESUMO

A inibicdo enzimatica acarreta na ineficacia de alguns mecanismos de resisténcia bacteriana,
por conseguinte 0s compostos relatados no presente estudo foram planejados com o intuito de
agir como potenciais inibidores, devendo interagir com os sitios ativos das B-lactamases e por
meio de uma reacdo de adicdo de Michael ligar-se covalentemente a mesma, evitando a
hidrélise do anel B-lactamico; avaliou-se adicionalmente a capacidade de atuar como possivel
antibacteriano. Com este intuito foram realizados inicialmente estudos de docking com o
programa AutoDockTools verséo 1.5.6 para as principais p-lactamases: a ESBL (j-lactamase
de Espectro Estendido) e Oxacilinase; além deste foi testado também a inibicdo da Protein
Binding Penicillin (PBP) e 16S rRNA para verificar outros mecanismos de acdo antibacteriana
de doze compostos. As reacBes ocorreram por condensacdo de Knoevenagel em meio béasico e
foram comprovadas as estruturas de cinco compostos, por meio da espectroscopia de RMN H
e C. O potencial hemolitico pode ser avaliado a partir de eritrdcitos humanos para solucoes
com concentracao de 5%. A avaliacdo presuntiva antibacteriana foi realizada por sucessivas
diluicbes para a E. Coli ATCC25922. Majoritariamente as doze moléculas planejadas
apresentaram promissores resultados em relagéo aos ligantes co-cristalizados e as constantes de
inibicdo para as séries de compostos, sendo a APB mais promissora para todos os alvos
principalmente para a oxacilinase quando relacionados ambos 0s aspectos energéticos e
constante de inibigdo tendo estes variado de -7,59 a -7,76 Kcal.mol™ e 2,75 a 2,06 nM para o
APB-03 e APB-02 respectivamente. As predi¢cGes farmacocinéticas in silico concluiram que
todos os compostos foram condizentes com critérios de druglikeness estabelecido por Lipinski,
Ghose e Egan, farmacocinética, toxicidade e eco-toxicidade. Estudos posteriores serdo
necessarios a fim de realizar novas caracterizacdes e avaliar as atividades antibacterianas e
moduladoras in vitro. Foram sintetizados todos os compostos planejados, obtendo rendimentos
variando entre 33,06 e 99,04%. Sua pureza pode ser presumida pela técnica faixa de fuséo,
variando de 1 a 3 °C; nas espectroscopias de RMN apresentaram sinais diagnosticos indicando
0 sucesso da reacdo, como os deslocamentos quimicos para hidrogénio (8,19 ppm, s, 1H) e
carbonos vinilicos (151 e 107 ppm) caracteristicos. Os potenciais hemoliticos puderam ser
avaliados que, com excecdo do APB-02, apresentaram valores inferiores a 10%.

Palavras-Chave: Biomacromolécula. Modulacéo. Bioinformatica. Orgénica.



ABSTRACT

Enzymatic inhibition results in the ineffectiveness of some mechanisms of bacterial
resistance, therefore the compounds reported in the present study were designed with the
intention of acting as potential inhibitors, and must interact with the active sites of B-lactamases
and through an addition reaction Michael's covalently bonding to it, preventing hydrolysis of
the B-lactam ring; the ability to act as a possible antibacterial was further evaluated. For this
purpose, docking studies were initially carried out with the AutoDockTools version 1.5.6
program for the main -lactamases: ESBL (Extended Spectrum B-lactamase) and Oxacillinase;
in addition to this, the inhibition of Protein Binding Penicillin (PBP) and 16S rRNA was also
tested to verify other mechanisms of antibacterial action of twelve compounds. The reactions
took place by Knoevenagel condensation in a basic medium and the structures of five
compounds were proven, using 1H and 13C NMR spectroscopy. Hemolytic potential can be
assessed from human erythrocytes to solutions with a concentration of 5%. The presumptive
antibacterial evaluation was carried out by successive dilutions for E. Coli ATCC25922. Mostly
the twelve planned molecules showed promising results in relation to the co-crystallized ligands
and the inhibition constants for the series of compounds, with APB being the most promising
for all targets, mainly for oxacillinase when related both energetic aspects and inhibition
constant having these ranged from -7.59 to -7.76 Kcal.mol-1 and 2.75 to 2.06 nM for APB-03
and APB-02 respectively. The in silico pharmacokinetic predictions concluded that all
compounds were consistent with the criteria of druglikeness established by Lipinski, Ghose and
Egan, pharmacokinetics, toxicity and eco-toxicity. Further studies will be necessary in order to
carry out new characterizations and to evaluate antibacterial and modulating activities in vitro.
All the planned compounds were synthesized, with yields varying between 33.04 and 99.04%.
Its purity can be assumed by the melting range technique, varying from 1 to 3 °C; in NMR
spectroscopies they showed diagnostic signs indicating the success of the reaction, such as
chemical shifts to hydrogen (8.19 ppm, s, 1H) and characteristic vinyl carbons (151 and 107
ppm). Hemolytic potentials could be assessed, which, with the exception of APB-02, showed

values below 10%.

Keywords: Biomacromolecule. Modulation. Bioinformatics. Organic.
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1 INTRODUCAO

Diversas mortes causadas por infeccdes sdo contabilizadas em todo mundo acometendo
principalmente os neonatais (KEIJ et al., 2019), criancas (SINGH et al., 2019) e idosos
(GHARBI et al., 2019). Atualmente, 700 mil pacientes morrem em decorréncia da resisténcia
a antimicrobianos (GHOSH et al., 2018).

Se tratando dos neonatos com até 90 dias de nascidos, 53% dos casos de infecgdes, as
culturas possuiam resisténcia a ampicilina, um dos tipos mais comuns de penicilina de origem
semissintética (MAH; VANDERKOOI; JOHNSON, 2019). Nos estudos realizados por Cinar
et al. (2019) com 142 pacientes bacteriémicos adultos de 20 a 65 anos de idade revelou que
houve 60% de mortalidade dos pacientes por motivos infecciosos sendo todas causadas por

Enterobacteriaceae produtora de carbapenemos.

Estas bactérias foram indicadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como sendo
0 grupo prioritario dos patdgenos para os quais a demanda de novos antimicrobianos seria
urgente; se destacando entre elas a Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae responsaveis por
infeccbes em pacientes de vérias faixas etarias especialmente por apresentarem
multirresisténcia a diversos antibioticos B-lactdmicos como a oximino cefalosporina hidrolase
e monobactamicos (MALANDE et al., 2019).

Atualmente 40% das cepas mais comuns possuem resisténcia a penicilina, levando a
preocupacéo principalmente na esfera hospitalar pois neste local muitos dos pacientes possuem
sistema imunoldgico deficiente ficando susceptiveis as infec¢fes (JELINKOVA et al., 2019;
SIERRA-DIAZ; HERNANDEZ-RIOS; BRAVO-CUELLAR, 2019).

A biossintese de estruturas ou substancias celulares essenciais & vida bacteriana.
Entretanto, os microorganismos sdo capazes de sofrer adaptacdo, alterando processos
fisiologicos, gerando resisténcia. Entre 0s mecanismos de resisténcia, a habilidade de produgéo
da enzima B-lactamase que algumas variedades de bactérias exibem é capaz de degradar por
hidrolise uma classe especifica de farmacos que contém anel B-lactdmico. Este anel faz parte
da maioria dos farmacos direcionados ao tratamento de infec¢cdes bacterianas, isto inclui a
penicilina (NAKADOMARI et al., 2019). Sem a hidroélise promovida pelas B-lactamases, estes
antibidticos inibiriam a sintese da parede celular bacteriana e consequentemente induziria uma
lise osmotica (BAYLAY; PIDDOCK; WEBBER, 2019).
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Com o prop6sito de impedir a hidrdlise do anel B-lactamico a utilizagdo de um composto,
conhecido como antibio6ticos adjuvantes, se torna uma estratégia viavel para a redugdo da
resisténcia bacteriana sem ter que idealizar um novo antibidtico para tal. Sua utilizacdo tem
importancia aumentada quando se considera que este pode ser um caminho mais rapido para a
aplicacdo clinica. Os adjuvantes mais comuns possuem estrutura pequena, que ao adentrar na
bactéria a sensibiliza, permitindo que o antimicrobiano aja sem o impedimento total da
resisténcia (WOZNIAK et al., 2019).

A possibilidade de obter a topologia das enzimas em banco de dados virtuais, torna
possivel o desenho de compostos inéditos capazes de atuar no alvo farmacolégico. Utilizando
de uma estratégia viavel da quimica medicinal como o desenho de novos farmacos baseados na
estrutura do alvo bioldgico (SBDD) possibilita-se o desenvolvimento dos mais promissores em
detrimento aos falhos para determinado alvo (NEVILLE; JIA, 2019).

Por intermédio de estudos in silico como o docking molecular, possibilita-se observar as
interacdes através das energias livre de Gibbs com o alvo bem como pode ser previsto os valores
tedricos para constante de inibicdo. Sabendo os residuos de aminoacidos com os quais 0s
compostos interagem, é possivel sugerir possiveis mecanismos onde haja a inativacdo
enzimatica (SKARIYACHAN; MANJUNATH; BACHAPPANAVAR, 2019). No presente
estudo, as moléculas avaliadas funcionariam como inativadores irreversiveis, atuando com base
no mecanismo (mechanism-based inactivators) que leva a modificacbes covalentes na
estrutura, impedindo a acdo da enzima sobre o seu substrato comum. Além do mecanismo de
resisténcia também foram direcionadas para o efeito antibacteriano. No caso das p-lactamases,
os substratos sdo os farmacos p-lactdmicos como a penicilina, amoxacilina, cefalosporina, entre
outros (CUI et al., 2020).

A inativacdo das B-lactamases pode ocorrer através de reacoes de adi¢do do tipo Michael,
0s compostos planejados teriam a fun¢do de aceptores vistos que possuem carbonos a, f-
insaturados em relacdo a carbonila. Os compostos provenientes da reacdo de Knoevenagel
derivados da malonitrila, apesar de ndo possuirem a carbonila podem, de maneira semelhante
atuar como aceptores de Michael frente a reacdo de adi¢do na enzima (HAYASHI et al., 2019).
Logo, ao formarem ligacéo covalente com a f-lactamase atuando como antibiotico adjuvante
impede a hidrolise dos anéis B-lactamicos, deixando-os livres para agir na inibicdo da sintese
da parede celular (BRADDOCK; THEODORAKIS, 2019).
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Os derivados de compostos o, B- insaturados podem também ser utilizado em outras
diretrizes como o aceptor de Michael CRA-3316 que demonstrou promissores resultados como
inibidor para o tratamento da doenca de Chagas em ensaios clinicos. Outro aceptor de Michael,
0 AG7088 (Ruprintrivir), pode ser implementado na Il fase clinica para estudos em humanos
como um agente antiretroviral administrado por via nasal sendo esta estrutura tomada como
base para o tratamento de sindrome respiratoria aguda grave demonstrando ser um potencial
agente antiviral contra 0 SARS-CoV coronavirus (EKICI et al., 2006).

Com este proposito a idealizagdo de novos farmacos capazes de inativar a B-lactamase
constitui uma estratégia que pode ser eficiente para a reducao da resisténcia bacteriana aos f3-
lactdmicos, otimizando a acdo de antimicrobianos. A interacdo com outras enzimas bacterianas
também fora avaliada como a metiltransferase 16S rRNA e a transpeptidase (PBP) para melhor
adequar os compostos como possiveis adjuvantes e antimicrobianos. Além disso, aspectos
farmacocinéticos e toxicologicos puderam ser avaliados para identificar provaveis compostos

seguros e eficazes.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Planejar, sintetizar e avaliar compostos o, 3-insaturados e sua capacidade de atuar como

possiveis antimicrobianos e inibidores de p-lactamase.

2.2 Especifico

Idealizar as moléculas por meio de ferramentas computacionais;

Sintetizar as moléculas de estudo;

Elucidar as estruturas por métodos espectroscopicos de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono,

Determinar as propriedades fisico-quimicas dos compostos sintetizados;

Avaliar a toxicidade preliminar por meio de hemdlise.

Utilizar o teste de concentragdo inibitéria minima como meio presuntivo de
identificacdo da atividade antibacteriana.

Realizar estudos farmacocinéticos e toxicoldgicos in silico.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Morfologia bacteriana

A primeira barreira que um farmaco deve enfrentar assim que chega nas periferias da
célula microbiana é a parede celular. Sua morfologia classifica as bactérias de acordo com a
capacidade em aderir ou ndo a coloracéo de Gram sendo elas Gram positiva ou Gram negativa,
relacionando-as diretamente com a resisténcia bacteriana. Infecgdes do trato urinério,
reconhecidas como uma das enfermidades mais comuns relacionada as bacteérias, sdo causadas
prioritariamente por microrganismos Gram negativos sendo a Escherichia coli a mais relevante,
podendo ainda ser ocasionada por outros microrganismos de mesma morfologia como
Klebsiella spp. e Enterobacter spp., prevalecendo em detrimento a ocorréncia dos Gram
positivos como Sthaphylococcus spp., Streptococcus agalactiae e o Enterococcus spp.
(COUTINHO et al., 2019).

A estrutura da parede celular é composta por peptidoglicanos - filamentos
unidimensionais de N-acetilglicosamina e &cido N-acetilmuramico (Figura 1) - que ao ser ligado
transversalmente pelas transpeptidases através de aminoacidos (peptido) forma o
peptidoglicano maduro (SERAFIN; RUIZ, 2018). Dependendo da forma que oS
peptidoglicanos se encontram distribuidos na parede celular pode-se atribuir uma morfologia
para aquela determinada bactéria, classificando-a como Gram positiva ou Gram negativa
(GARCIA; SANTOS; QUEIROZ, 2018).

Figura 1: Estrutura do peptidoglicano, demonstradas os filamentos (a) N-acetilglicosamina e (b) &cido N-

acetilmuramico.
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Fonte: Autoria (2020).

Como caracteristica geral para as Gram positivas hd uma camada espessa de

peptidoglicano e também presenca de acido tecdico, um polissacarideo responsavel pela
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regulacdo das autolisinas, aderéncia a célula do hospedeiro e como antigeno para a
sorotipificacdo (LIMA et al., 2019).

Como mostra a Figura 2, as bactérias Gram negativas sao mais complexas em relacdo a
positiva, possuindo uma fracdo menor de peptidoglicano na parede celular, porém acaba sendo
mais complexa pela quantidade de aminoacidos e lipidios presentes. Uma camada de
lipopolissacaridio juntamente com uma de lipoproteina confere a bactéria Gram negativa uma
resisténcia maior em relacdo a Gram positiva (OGAWA et al., 2019). A parede celular Gram
negativa possui ainda um espaco periplasmatico que é situado entre a membrana externa e a
citoplasmatica (ESLAHI et al., 2020). A entrada facilitada de moléculas ionizadas depende de
porinas, pois moléculas polares e carregadas ndo passam pela membrana (ALVAREZ-

MARTINEZ et al., 2019).

Figura 2: Estrutura da parede celular bacteriana (a) Gram Positiva e (b) Gram Negativa.
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Fonte: Autoria (2020).

A parede celular € responsavel por fornecer a bactéria uma estabilidade mecénica de suma
importancia para o desenvolvimento, crescimento e manutengdo da célula, promovendo uma
resisténcia a possiveis agentes deteriorantes de sua estrutura. De um modo geral, as bactérias
Gram negativas sdo mais resistentes a penetracdo de farmacos em relacdo as positivas, isto
ocorre devido a sua complexidade estrutural que impedem antibidticos de cruzar efetivamente
a membrana externa. Os farmacos que possuem melhor atividade frente as Gram negativas sdo
aqueles que apresentam grupos ionizaveis em sua estrutura quimica de forma a serem capazes
de atravessar o interior hidrofilico das porinas (SWIMBERGHE et al., 2019).
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Além da influéncia relativa a morfologia celular para a resisténcia bacteriana, o
mecanismo enzimatico contribui eficientemente pois influencia na capacidade das bactérias de
degradar determinados agentes antimicrobianos, impedindo a sua acdo. Uma das primeiras
enzimas oriundas do processo de adaptagao dos microrganismos frente aos antibidticos € a [3-
lactamase, a qual pode ser produzida por bactérias tanto Gram positivas quanto negativas sendo
capazes de hidrolisar anéis B-lactamicos, tornando-os farmacos inativos (TOOK et al., 2019).

3.2 Resisténcia bacteriana

O desenvolvimento de antimicrobianos prevalece como uma solucdo simples e eficaz
para o tratamento de infeccdes (MACLEAN; MILLAN, 2019). No entanto a resisténcia
bacteriana surge como um problema, que pode ocorrer devido a utilizacdo inadequada de

antibidticos, implicando na multirresisténcia destes microrganismos (LIU et al., 2019).

Se o0 atual cenario se mantiver, os modelos matematicos preveem que em 2050 cerca de
10 milhGes de pessoas morrerdo em todo mundo decorrentes de infec¢cbes (MARTINEZ;
GOMEZ, 2019). A resisténcia a antibidticos é gerada principalmente por uma adaptacao
acelerada das bactérias, visto que seu tempo de replicacdo possui um curto intervalo (ABDI,
MIRKALANTARI; AMIRMOZAFARI, 2019). As bactérias podem ainda obter genes de
resisténcia por meio da introducdo de DNA estranho transferido a ela por outras bactérias,

podendo estas serem de género ou espécie diferentes (XAVIER et al., 2019).

Deste modo, para que as bactérias consigam sobreviver ao meio é necessario que
percebam o ambiente e haja uma adaptacao, sendo realizado um processo denominado Quorum
Sensing caracterizado pela liberacdo de sinais quimicos secretados a partir de células, induzindo
diversas alteracbes (OKAMOTO et al, 2019).

O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia como a alteracdo da permeabilidade e
do sitio de acdo, bomba de efluxo e mecanismo enziméatico gera adaptagdo que promove
ineficiéncia dos antibioticos frente as cepas resistentes, ocasionando mais mortes por infeccdes
(FREITAS et al, 2019). O Esquema geral das formas de resisténcia bacteriana pode ser

observado na Figura 3.
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Figura 3: Formas de resisténcia bacteriana (a) alteracdo da permeabilidade, (b) Alteracdo do sitio de a¢do do

antimicrobiano, (c) Mecanismo enzimatico e (d) Bomba de efluxo.

@ © (d)
‘\ ®) & /

Fonte: Autoria (2020).

3.2.1 Alteracdo da Permeabilidade

Para que determinado farmaco atue é necessario que alcance o alvo no meio intracelular
de forma que possa se ligar com o seu alvo, porém se a célula ndo permitir que este o faca, de
forma que o farmaco continue no meio periplasmatico, entdo nao ocorrera a ligacdo com o alvo
e a bactéria ird resistir a este antibiotico (MARTINS et al., 2020).

A parede celular das Gram negativas possui uma membrana externa que resulta em uma
maior impermeabilidade em relagdo as Gram positivas que ndo as possui, sendo assim a acdo
da permeabilidade é um mecanismo de resisténcia exclusivo das bactérias Gram negativas
(ANDRADE; DARINI, 2017). A presenca de algumas proteinas especiais, 0S poros ou porinas,
formam um canal seletivo que comunica o meio periplasmatico com o exterior da célula. E esta
seletividade que torna a permeabilidade limitada, sendo assim o antimicrobiano ndo consegue
atingir o seu sitio alvo (SERAFIM; RUIZ, 2018).

Para 0 caso de a bactéria enfrentar novos farmacos, ha a possibilidade de ocorrer uma
mutacdo no seu genoma que conferird uma alteracdo na permeabilidade da membrana por
modificacfes na estrutura das porinas ou mesmo sua perda gerando respectivamente uma
permeabilidade mais seletiva ou impermeabilidade frente as drogas, promovendo assim a
resisténcia ao novo farmaco (OLIVEIRA et al, 2018).

Algumas bactérias sdo mais susceptiveis a estas alteragdes da permeabilidade, podendo
ser citadas as E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter e P. aeruginosas que podem proporcionar
uma reducdo de 4 a 8 vezes a sensibilidade a antibi6ticos como cefotaxima e ao cefepime,
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podendo também pouco afetar aos carbapenémicos como o meropenem e ertapenem (AKBAR
et al., 2020).

3.2.2 Alteracao do Sitio de Agdo de Antimicrobianos

Boa parte dos farmacos sdo direcionados a um ou mais alvos da célula, assim com as
mutacdes decorrentes da adaptacdo geradas a partir do Quorum Sensing, as bactérias alteram a
estrutura do alvo do antibidtico impedindo sua eficiente ligacdo, ou podem ainda diminuir a
afinidade desta interacdo sem interferir na funcdo que a macromolécula desenvolve. Deste
modo, ndo ha o reconhecimento do alvo na célula bacteriana e esta mantem seu funcionamento
integro (DUARTE et al., 2019).

O mecanismo pode ocorrer de diferentes maneiras, porém o objetivo principal € 0 mesmo,
de que o antimicrobiano ndo reconheca o alvo. O exemplo mais conhecido € a alteracdo do PBP
(Penicillin-Binding-Protein) no qual ha a modificagdo da proteina de ligacdo a penicilina.
Sendo assim as bactérias apds sofrerem mutacdes desenvolvem uma resisténcia aos farmacos
que possuem anel B-lactdmico em sua estrutura (MIRYALA; ANBARASU; RAMAIAH,
2020). Tal resisténcia é adquirida por meio da insercdo de um elemento genético, 0 SCCmec
(Staphylococcal Cassette Chormosome mec), que carrega o0 gene mecA produzindo uma PBP
alterada, a PBP 2A. Pode ocorrer também a alteracdo da estrutura do peptidoglicano em que

ocorre a inibicdo das enzimas que participam de sua construcdo (ROLO et al., 2017).

As mutacdes do PBP podem ter origem de genes cromossdmicos em S. aureus, S.
pneumoniae, S. mitis e N. gonorrhoeae conferindo-os variada resisténcia aos [-lactamicos.
Quando héa ocorréncia da resisténcia induzida pela alteracdo de uma PBP e sendo detectada a
resisténcia a oxacilina, esta também sera valida para os demais antibidticos f-lactdmicos
disponiveis e o tratamento deverd ser realizado com farmacos glicopeptidicos como a
vancomicina e teicoplamina ou com os que demonstrarem sensibilidade no antibiograma
(KARPANOJA et al., 2017).

3.2.3 Bomba de Efluxo

Como qualquer ser vivo as bactérias possuem um mecanismo natural de excregédo de
substancias tdxicas, sendo assim, elas podem considerar como sendo toxico algum farmaco
especifico ou, de forma inespecifica, a excre¢do de diversos farmacos. Para as bactérias Gram
negativas a expulsdo destas substancias indesejaveis é realizada através de um sistema

composto pelas proteinas transmembrana interna (bomba de efluxo) (BOLLA et al., 2020).
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O sistema de efluxo para as bactérias Gram negativas é composto por uma proteina
transmembrana interna e uma externa conectadas por uma proteina que faz a liga¢&o, o chamado
sistema tripartido ou multicomponentes. Para as Gram positivas que ndo possuem membrana
externa o sistema de efluxo é a propria bomba de efluxo (PAL; TRIPATHI, 2020).

Pode-se classificar o sistema de bomba de efluxo de acordo com a fonte de energia
utilizada, a relacdo filogenética com outros sistemas de efluxo e a especificidade do substrato.
(BOGOMOLNAYA et al., 2020). Entretanto, por se tratar de um sistema inespecifico pode
excretar diferentes tipos de antibidticos que se diferem em classes ou subclasses ou ocorrer
ainda atividade especifica para um farmaco (REZA; SUTTON; RAHMAN, 2019).

3.2.4 Mecanismo Enzimatico

Se nenhum dos obstaculos anteriores conseguir intervir na acdo do farmaco, as bactérias
podem produzir ou adquirir enzimas capazes de degradar ou modificar o antibiotico por catalise
hidrolitica destas moléculas. Uma das principais enzimas que degradam o anel -lactdmico é a
B-lactamase, levando a perda da acdo do antimicrobiano sobre a bactéria, a qual continua

fazendo a sintese da parede celular normalmente (REDDY et al., 2020).

3.3 p-lactamase

Sendo um dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana, a f-lactamase é capaz de
inativar os B-lactamicos, compreendendo cerca de 50 a 70% dos medicamentos antibacterianos
existentes (CHEN et al., 2019). Por possuir uma alta capacidade bactericida e baixa toxicidade,
esta classe de antibidticos se torna largamente utilizadas. Como consequéncia do consumo
exacerbado da populacdo a estes medicamentos as bactérias desenvolveram uma enzima que
pode ser transferida as outras de mesma ou diferentes espécies, capaz de degradar estes
farmacos (BURNS et al, 2018).

Os antimicrobianos B-lactamicos podem ser caracterizados pela presenca do anel B-
lactdmico que da nome a classe. Como se observa na Figura 4, possui em sua estrutura uma
parte principal (indicada em azul), fundido a um ciclo de cinco ou seis membros. Seu principal
modo de acdo é por inibicdo da sintese da parede celular, evitando a formacdo de
peptidoglicanos (principal componente da parede celular) por meio do impedimento da reacéo
de transpeptidacéo, o que implica na lise celular (BEZZERA et al., 2017). Entre os p-lactamicos
ha quatro grupos principais: as penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos e monobactamos; os

quais suas estruturas quimicas estdo também representadas na Figura 4 (PICARD et al., 2019).
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Figura 4: Principais grupos de B-lactdmicos (a) Penicilinas, (b) cefalosporinas, (c) carbapenemos, (d)

monobactamos.
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Fonte: Autoria (2020).

Durante estudos relativos ao uso da Penicilina na pratica médica a descoberta da -
lactamase pdde ser inicialmente identificada na Escherichia coli. A capacidade de resisténcia,
via producdo enzimatica que estas bactérias adquiriram esta relacionada com a quantidade de
enzima produzida, habilidade de hidrolisar e com a velocidade em que o antibiotico penetra a
membrana externa (WANG et al., 2019).

As B-lactamases detém grande capacidade hidrolitica, principalmente quando se trata das
bactérias Gram negativas resistente a maltiplas drogas (NAAS et al., 2017). A hidrolise do anel
B-lactamico leva a formacdo do &cido penicildico que pode ser observado na Figura 5
(STEFANIAK et al, 2017).
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Figura 5: Mecanismo de hidrélise do anel B-lactdmico pela enzima ESBL (B-lactamase de espectro estendido).
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Fonte: Autoria (2020).

A abertura dos anéis pode ser causada pela instabilidade quimica proveniente do sistema
biciclico tensionado, ficando susceptivel ao ataque nucleofilico, o que proporciona a hidrélise
do grupo farmacoférico. O grupo alcoxi livre oriundo do residuo de serina, pertencente ao sitio
ativo das PBPs (Penicillin Binding Protein), ataca o anel B-lactamico originando um grupo acil-
éster covalente, sequencialmente o antibiético degradado sofre hidrélise de forma a liberar o
sitio ativo para novas catélises (URBINA-DAZA et al., 2019).

As pB-lactamases estdo presentes nos microrganismos mais comuns. Como visto em
estudos relativos a infec¢bes do trato urinario no periodo de 2012 a 2017, cerca de 88,2 % das
amostras colhidas, os uropatdgenos que prevaleciam eram de 52,2 % de Escherichia coli e 16,4
% de Streptococcus sp. Destas amostras 52,9% eram resistentes em maiores indices para a
Ampicilina (COUTINHO et al., 2019).

Quando analisados os fenotipos da E. coli provenientes de infecgdes entéricas, todas as
cepas eram resistentes a pelo menos um antimicrobiano, sendo 89% resistentes ao acido
nalidixico, 83% a cloxacilina e 69% a amoxilina-acido clavulanico, estes dois ultimos
pertencem a classe dos antibidticos B-lactdmicos, suas estruturas podem ser visualizadas na
Figura 6 (MONTERROSO et al., 2019).
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Figura 6: Representacdo estrutural dos antibi6ticos (a) cloxacilina, (b) amoxilina e (c) acido clavulanico.
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Fonte: Autoria (2020).

3.3.1 Escherichia coli

Componente da familia das Enterobacterales, a E. coli € uma bactéria Gram negativa que
causa diversas infeccdes graves compreendendo as que acometem ao trato urinario, feridas
operatorias, corrente sanguinea até sepse. As cepas pertencentes desta espécie sdo destacadas
por sua capacidade de aderéncia aos tecidos, favorecendo sua multiplicacdo (DINIZ; SANTOS,
2019).

Apesar de existirem na microbiota natural de varios animais de sangue quente a
Escherichia coli pode ser transportada pelas fezes e encontrada em diversos locais, causando
infeccBes extra intestinais. Estas cepas sdo largamente associadas a aquisi¢do de novos genes
responsaveis pela resisténcia a antibidticos, gerando impactos clinicos e econdmicos, seu
aumento acarreta desafios para a quimica medicinal (MANGES et al., 2019). Estes sdo devido,
principalmente aos diversos tipos de p-lactamase que podem ser produzidos ou incorporados
por estas bactérias, no qual os principais relatos s3o as de B-lactamase de espectro estendido
(VAN HOEK et al., 2019), metalo-p-lactamases (PARK et al., 2019), serina-p-lactamase
(BIAGI et al., 2019) e oxacilinases (TOMIC PARADZIK et al., 2019).

3.3.2 p-lactamase de Espectro Estendido

Um dos mecanismos mais importantes para a resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracdo das Enterobacterales, as P-lactamases de Espectro Estendido (ESBL, do inglés
Extended-Spectrum Beta-Lactamase) podem ser encontradas especialmente na Escherichia coli
e Klebsiella pneumoniae (GONZALES et al., 2019). Por se tratar de um sério problema em
escala mundial a inibicdo das ESBL é de suma importancia visto que as bactérias que as

produzem sdo resistentes a maior parte dos B-lactdmicos, incluindo as cefalosporinas podendo
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ser co-resistentes a outros compostos como as fluoroquinolonas, aminoglicosideos e
trimetropim (FAGERSTROM et al., 2019).

Muitas das epidemias hospitalares decorrentes desta enzima estdo associadas ao
profissional de saide que atua como veiculo de transmisséo entre os pacientes. A habilidade de
produzir as ESBL pode ser adquirida por genes responsaveis pela formacao do mecanismo desta
lactamase, localizada no plasmideo. Estes genes se propagam rapidamente, ndo sendo exclusivo
de determinada espécie (WOLNY-KOLADKA; LENART-BORON, 2016).

Esta multirresisténcia as drogas é possibilitada pela ocorréncia da hidrolise de oximino
cefalosporinas (representada pela Figura 7.a e sua cadeia lateral representa por R uma oximina)
resistentes a B-lactamases comuns e monobactamicos (Figura 7.b). Além disso, esta enzima nao
é capaz de ser inativada pelas cefamicinas (Figura 7.c) e carbapenemos (Figura 7.d). A solugéo
para a inibicdo da ESBL fica a critério do acido clavulanico (Figura 4.c) e tazobactamicos
(Figura 7.e) (MALANDE et al., 2019).

Figura 7: Estrutura base dos (a) cefalosporina, (b) monobactamico, (c) cefamicinas e cefalosporinas, (d)
carbapenemos e (e) tazobactamicos.
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Fonte: Autoria (2020).

3.3.3 Metalo-g-lactamase

Outro tipo de B-lactamase que causa preocupacdo em todo o mundo sdo as metalo-f3-
lactamase (MBL). Estas enzimas sdo do tipo pletrépicas, podendo hidrolisar uma ampla
variedade de substratos que incluem os B-lactdmicos e DNA ou RNA. Isto é possivel pela gama

de reagdes quimicas que podem ser realizadas, nas quais varias atividades cataliticas,
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regulatorias e estruturais sdo baseadas. Sendo possibilitadas pelas variagdes na composigdo e
no tamanho dos loops localizados proximo ao sitio ativo (COLSON et al., 2019). As MBLs séo
facilmente integradas em diferentes familias de bactérias como as da Enterobacteriaceae por

meio da insercdo no plasmideo ou cromossomo (AMINI; NAMVAR, 2019).

As MBLs possuem atividade contra os carbapenemos, terceira e quarta geracdo de
cefalosporinas e todos os outros antibioticos B-lactamicos com excec¢do do aztreonam (Figura
8.a), tornando a descoberta de novos inibidores uma urgéncia (MOMBINI et al., 2019). Esta
atividade enzimatica pode ser inibida por agentes quelantes como o acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) (Figura 8.b) (CHANG et al., 2019).

Figura 8: (a) Estrutura do aztreonam, Unico antibidtico pertencente a classe dos B-lactamicos que néo é inativado
pelas MBL e (b) EDTA, inibidor da atividade enzimética
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Baseando-se na classificacdo de Ambler as MBLs requerem um ou dois ions de zinco
como reagente nucleéfilo (Figura 9) (SHI et al., 2019). As enzimas podem possuir dois ions
metalicos nos seus sitios de ligacdo que consiste em trés residuos de histidina coordenados com
0 primeiro ion e a cisteina; histidina e &cido aspartico se ligando ao segundo ion. Ou ainda
podem possuir o sitio ativo formado por uma asparagina ou glutamina e dois residuos de
histidina para o primeiro ion; e cisteina, histidina e acido aspartico para o segundo ion metalico
(KIM et al., 2019).

Algumas substéncias puderam ser sintetizadas ou obtidas na natureza e avaliadas como
possiveis inibidores das MBLs como os derivados tioéster (KAUSHIK et al., 2019), alcool
trifluormetil e cetonas (MCGEARY; TAN; SCHENK, 2017), tiéis (MALEKI et al., 2019),
sulfonil hidrazonas (ARJOMANDI; KAVOOSI; ADIBI, 2019), produtos naturais triciclicos
(KALEKO; CONNELLY, 2020), derivados do acido succinico (SHI et al., 2019), derivados do
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1-B-metilcarbapenem (AGHAMALLI et al., 2017), inibidores do peptido cistenil (SOMBORO
et al., 2018) e tiazol (YUAN et al., 2020). Estes compostos puderam ser efetivos apenas para
as bactérias que codificavam MBLs a partir de mutacbes cromossémicas ou produtoras da
enzima IMP-1 ndo incluindo outros tipos, assim a busca por novos inibidores é necessaria
(JAHN et al., 2016).

Figura 9: (a) O sitio ativo é representado com os residuos no formato de varas; (b) Sitio ativo da MBL. Klebsiella
pneumoniae bi-Zn (11) -NDM-1 (B1, PDB 3spu); (c) meningoseptica mono-Zn (11) -GOB-18; (d) Serratia fonticola

mono-Zn (1) -Sth-1 (B2, PDB 3sd9).
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Fonte: SHI et al., 2019.

3.3.4 Serina-p-lactamase

Apesar de ndo possuir inibidores clinicamente tdo usuais quanto as MBLs e serem
mecanisticamente e estruturalmente diferentes as serina-p-lactamase (SBL) podem ser
encontradas concomitantemente as MBLSs, 0 que torna importante a busca por drogas capazes
de inibir ambas as enzimas (CAHILL et al., 2019). O mecanismo de resisténcia das SBLS
envolve a rea¢ao de um anel B-lactdmico com uma serina nucleofilica para que haja a formagéo

de um complexo acil-enzima, acarretando uma eficiente hidrélise (LOHANS et al., 2019).

Nas SBLs predominam dois tipos de reacdes consecutivas: a ja mencionada acilagéo (que
resulta na formacdo de uma ligagédo covalente acil-enzima) e a desacilagéo. Na fase da acilacéo
um nucleofilo ataca pela ativacao do sitio catalitico da serina, enquanto o carbono da carbonila

presente no antibidtico surge para formar o complexo através de um intermediario tetraédrico.
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A desacilagao ocorre de forma andloga, o mecanismo para a reagdo das SBLs com o anel -

lactdmico pode ser observado na Figura 10 (HIRVONEN et al., 2019).

Figura 10: Reagéo da serina com uma penicilina genérica formando um complexo acil-enzima que sofre uma

hidrolise para a recuperagdo do sitio ativo.
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Os inibidores acido clavulanico, sulbactam e tazobactam sendo co-administrados com a
penicilina podem inibir um subconjunto das SBLs. Porém o uso inadequado gera o
desenvolvimento de uma serina-p-lactamase de espectro estendido resistente (KRAJNC et al.,
2019; PHILIPPON et al., 2019). Estas combinacdes do inibidor com o antibi6tico ocorrem pela
formacdo de adutos que ativam o sitio das SBLs de forma a prevenir a hidrolise do antibiotico.
Porém as bactérias acabam desenvolvendo rapidamente resisténcia a primeira geracdo de

inibidores que sejam estruturalmente similares a estes compostos (LIU et al., 2019).

Figura 11: Estrutura do sulbactam, uma das substancias capazes de inibir um subconjunto das serina-p-lactamases.
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3.3.5 Oxacilinase

Estas enzimas sdo a maior causa de preocupacao, devido principalmente a resisténcia
adquirida no qual ha o surgimento de surtos associados a producéo das oxacilinases (OXAS)
(CATAO et al., 2019). Isto se deve a sua capacidade de hidrolisar antibi6ticos como as
cefalosporinas e mais fracamente aos carbapenemos, os quais sdo frequentemente utilizados
como ultima opcéo de tratamento para bactérias multirresistentes. As OXAs hidrolisam

preferencialmente penicilinas do tipo isoxazolil como as oxacilinas (Figura 12.a), sua atividade
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hidrolitica também inclui as cloxacilinas (Figura 12.a) e meticilina (Figura 12.b) (LIZANA et
al., 2019).

Figura 12: Estrutura das moléculas hidrolisaveis pela enzima oxacilinase. (a) Oxacilina e cloxacilina quando o X

representa um hidrogénio e um cloro respectivamente e (b) meticilina.
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Alguns tratamentos antimicrobianos visam tratar ou reduzir a resisténcia das bactérias.
As B-lactamases fazem parte das enzimas que atuam como alvo dos medicamentos direcionados
para a sua inativacdo. Os diferentes tipos de BL apresentados influenciam na forma como 0s
antibidticos B-lactdmicos sdo hidrolisados, sabendo-se disso, novas estratégias visando o
tratamento de doencas causadas por bactérias resistentes permitem o direcionamento para cada
tipo de enzima podendo ser utilizados programas de predicdo da interacdo farmaco-receptor
como o caso do docking molecular (MOHAMMED; SINGH, 2019).

3.4 Agentes antimicrobianos

Os antibidticos utilizados para o tratamento de determinadas infec¢cdes podem ser obtidos
por meio do isolamento de metabdlitos secundarios produzido por microrganismos, plantas e
alguns animais superiores. Além destes, ha a modificacdo quimica de antibioticos preexistentes
ou de metabdlitos microbianos, podendo ser também de origem sintética como o cloranfenicol
(SANTOS et al, 2018).

O grau efetividade de cada antimicrobiano depende do mecanismo de acdo destes,
podendo atuar de maneiras diferentes sendo seu desempenho melhorado através de efeito direto
sobre 0 metabolismo, atuando na sintese de vitaminas e aminoacidos e inibindo o crescimento
de bactérias indesejaveis (REHMAN; KAMRAN; AKASH, 2020). De maneira geral o0s

antibidticos ou antimicrobianos podem atuar na inibindo a parede celular, a sintese proteica e
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metabdlica, replicacdo de acidos nucléicos e da transcricdo e dano a membrana plasmaética
(FRANCO et al., 2015).

Os antibidticos que podem interferir no metabolismo celular das bactérias sdo chamados
de antimetabolito, apesar de sua forma de acdo estes ndo sdo capazes de modificar o
metabolismo do hospedeiro. Um exemplo de compostos que podem ter este efeito é a
mitomicina C, um agente quimioterapico de uso topico (MERCIECA et al., 2018) e as
sulfonamidas (ZHAO et al., 2020).

Outro mecanismo de agdo para os antibidticos esta relacionado com a inibicdo da sintese
da parede celular bacteriana, como principal exemplo tem-se os pertencentes a classe dos -
lactdmicos como as penicilinas, cefalosporinas e vancomicina ja citados anteriormente (IMAI
et al., 2020). Interacdo com a membrana plasmatica é outo tipo de agente antimicrobiano que
resultam em lise celular sendo responsaveis por estas moléculas como as Polimixinas
(MOFFATT; HARPER; BOYCE, 2019) e tirotricina (FELIU; PLANAS, 2018).

O rompimento da sintese proteica pode ser causada pela rifampicina, que inibe a
iniciacdo da sintese de RNA (CARO et al., 2019); aminoglicosideos, interfere na sintese
proteica (TAKAHASHI; IGARASHI, 2018); tetraciclinas (XIONG et al., 2018); clorafenicol,
inibi a acdo da peptidil transferases (EMYINUMARU et al., 2019). A inibicdo da transcricdo e
replicacdo de acidos nucleicos pode ocorrer pela utilizacdo de antimicrobianos que incluem o
acido nalidixico (AMARANTE et al., 2018) e a proflavina (HRIDYA; HYNES;
MUKHERJEE, 2019) as estruturas destes compostos citados podem ser visualizadas na Figura
13.
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Figura 13: Estrutura dos principais antibiéticos de diferentes mecanismos de acao.
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O rRNA é essencial para a sintese proteica, conseguindo-se acessar 0s sitios ativos do
RNA ribossomal de maneira eficiente, podem inibir a traducdo em um sistema
transcricao/traducdo (ALMEIDA et al., 2019; CHILINGARYAN et al, 2018). O gene 16S
rRNA que compde a subunidade ribossémica do 30S é responsavel pela sintese de polipeptidios
assim, com o seu decodificamento e tendo-se a estrutura cristalografica em bancos de dados
virtuais € possivel planejar farmacos que o inativem para que ocorra posterior morte celular
bacteriana (KONDO; KOGANEI, 2020).

A sintese de novos antibi6ticos acaba sendo uma necessidade constante, visto que ha
certos fatores que tornam as substancias utilizadas anteriormente ineficientes como o
aparecimento de novos patdgenos, a selecdo de microrganismos resistentes, efeitos colaterais
ao paciente e a resisténcia de patdgenos aos antibidticos existentes. Por esta razdo houve a
necessidade de driblar estes mecanismos de forma a manter a capacidade de acdo dos
antibiéticos (CLEMENTINO et al., 2015).

A terapia combinatoria é uma das formas mais conhecidas de resolver esta situacdo que
pode ser desenvolvida pela comunidade cientifica e médica. As clinicas antes prescreviam dois
ou mais antibidticos para o tratamento do mesmo paciente, resultando em mais perfis

resistentes. Compostos adjuvantes que continham estrutura diferenciada do antibiético puderam
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ser utilizados em conjunto com a terapia convencional com o intuito de melhora-la
(DOMALAON et al., 2018).

3.5 Antibidticos Adjuvantes

Para auxiliar no tratamento de doencas infecciosas nas quais as bactérias se tornaram
resistentes sem que haja a necessidade de extensas pesquisas para a producdo de novos
antibioticos se utiliza os compostos adjuvantes que visam aumentar a eficiéncia ou agir

sinergicamente com o antimicrobiano (CARVALHO et al., 2015).

Como potenciadores da acdo microbiana, estes compostos mesmo possuindo pouca ou
nenhuma capacidade antimicrobiana podem agir (quando coadministrados) de duas formas: a
primeira seria o bloqueio do mecanismo de resisténcia bacteriana e a segunda, a incrementacéao
da acdo antimicrobiana a droga. A pesquisa relacionada com a combinacdo de agentes como
terapia medicamentosa tem a vantagem de nao ser necessario a identificacdo desafiadora e cara

de novos alvos essenciais para a sobrevivéncia bacteriana (PAREEK et al., 2018).

Estudos realizados com mais de mil drogas aprovadas pela FDA (Food and Drug
Administration) indicaram que cerca de 96 destes que ndo necessariamente possuiam atividade
antimicrobiana exibiram efeito sinérgico com a minociclina (antibidtico do grupo das
tetraciclinas) para algumas cepas, inclusive para E. coli (GRIMSAY; PIDDOCK, 2019). Dentre
0s compostos que podem atuar auxiliando os antibidticos tem-se os corticosteroides que quando
administrados em conjunto melhoram o curso clinico de pacientes hospitalizados com
pneumonia, independente da gravidade da doenca (BLUM et al., 2015). Em trabalhos
realizados, este mesmo adjuvante pdde ser utilizado no tratamento de doencas infecciosas

bacterianas em coelhos, demonstrando bons resultados (HO et al., 2018).

Dentre 0s compostos que apresentam alguma acdo adjuvante os aminoglicosideos podem
atuar no tratamento de infec¢des graves causadas por bactérias Gram-positivas, atuando
também como metodologia alternativa para o tratamento das acometidas por micobacterias
(MAIDEN et al., 2018). Além desta, testes realizados in vitro com a droga clonazepam (um
inibidor leve das funcbes do sistema nervoso central, de efeito anticonvulsivante) associado
com a colistina (antibacteriano) apresentaram atividade sinérgica frente a microrganismos
Gram-negativos (ROSA et al., 2019). Utilizando deste mesmo antibiotico em conjunto com a
amitriptilina (farmaco prescrito para tratar depresséo e ansiedade) em isolados clinicos de
pacientes com K. pneumoniae produtora de carbapenemase apresentaram sinergismo. As

estruturas destes compostos podem ser encontradas na Figura 14 (MACHADO et al., 2019).
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Figura 14: Compostos empregados em estudos recentes relativos a adjuvante antimicrobiano.
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Visto que a combinacgdo de antimicrobianos com compostos que ndo possuem esta acdo
pode ser utilizado com efeito sinérgico, preservando o antibiético e mantendo sua acao,
podendo inclusive promover o efeito inibitério. Os adjuvantes podem ser classificados de
acordo com 0 mecanismo de resisténcia ao qual se opde, de maneira a diferenciar os inibidores
de B-lactamases como moléculas que podem inibir a enzima preventivamente para que nado
ocorra a degradacao do anel B-lactdmico (DOUAFER et al., 2019).

3.5.1 Inibidores da f-lactamase

Os inibidores de B-lactamase (IBLs) assemelham-se aos antibidticos desta classe, porém
exibem muito pouca ou nenhuma atividade e podem agir de acordo com diversos tipos de reagdo
envolvendo a formacdo de ligagcdo covalente entre a enzima e o composto. A semelhanca
estrutural confere a estas moléculas a capacidade de proteger as penicilinas da inativacao

enzimatica. Alguns destes reversores da resisténcia como o acido clavulanico, sulbactam e
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tazobactam sdo introduzidos na prética clinica atuando como bloqueadores da atividade
enzimética (VIEIRA et al., 2019).

Mesmo entre os melhores adjuvantes existe a problematica da capacidade das moléculas
atravessarem a membrana externa das células bacterianas de forma a afetar ndo apenas os
antibioticos B-lactdmicos como também o inibidor. Para facilitar a difusdo existem pesquisas
para lidar com a impermeabilidade destas membranas resultando nas polimixinas, surfactantes
e peptideos antimicrobianos que obtiveram bons resultados por serem capazes de permeabilizar
a membrana, porém poucos compostos podem potencializar o efeito de alguns antibidticos -

lactdmicos (AMMETER et al., 2019).

Os IBLs tém sido bastante significativos para o tratamento de infec¢bes causadas por
microrganismos detentores das -lactamases, principalmente se tratando das Gram negativas.
Porém seu efeito tem se reduzindo de maneira expressiva acometidos pela propaga¢do mundial
destes compostos e variedade de B-lactamases existentes (VENA; CASTALDO; BASSETTI,
2019).

Novas pesquisas tém sido feitas de forma a se obter combinagdes de inibidores das -
lactamases. Estas se baseiam na atividade de agente antimicrobiano com um par de inibidores
como ceftolozane/tazobactam, ceftazidima/avibactam e meropenem/vaborbactam. As
combinagBes mostraram-se eficientes para bactérias Gram negativas (HO et al., 2019).

Como uma nova alternativa para a inibi¢ao das p-lactamases, moléculas que contém um
grupo carbonila a, B- insaturados que podem realizar reacfes de adicdo do tipo Michael, por
atuarem como aceptores neste mecanismo, tém a capacidade de formar ligagdo covalente com
o0 sitio ativo da molécula se ligando irreversivelmente a enzima. O termo para este tipo de
inibicdo pode ser chamado de Inibidor Covalente Direcionado (ICD) (JACKSON et al., 2017).

3.6 Aceptores de Michael como Inibidores

As principais caracteristicas para uma droga eficiente e segura sao sua poténcia e que seja
suficientemente exposta ao sitio de agdo de forma haja resposta tendo 0 minimo de toxicidade
possivel. Drogas mais potentes necessitam de uma baixa concentragcdo para agir sem efeitos
adversos, de forma que a descoberta de novos farmacos que inibem covalentemente néo pode
se tornar uma competi¢do de maior concentracao de substrato. Como observado na Figura 15,
a diferenca entre as drogas que formam ligagdes reversiveis em contraste com a irreversiveis,
na qual ha a formacdo de um aduto covalente enzima-inibidor, pode ser entendida como uma

diferenca de constante de equilibrio (Keq). Para as reacfes que ocorrem irreversivelmente esta
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constante é apenas lentamente reversivel, apresentando um desequilibrio cinético (RAY;
MURKIN, 2019).

Figura 15: Inibicdo ndo covalente e covalente. Em destaque a ligagdo reversivel, ambos os tipos sdo inibidores.

Ligacdo ndo covalente Ligacdo covalente
s ™
E I Eel E-1
K1
+ ———
K2

Keq=K2/K1

Fonte: Propria

Um exemplo de mecanismo de modificacao covalente é a formacao de um complexo com
uma cisteina por adicdo de Michael observavel na Figura 16 envolvendo a desprotonacdo de
um tiol para a formacéo de um tiolato, seguido de um intermediario enolato e a protonacao do
enolato para formar o produto, tioéter (AWOONOR; WALSH; ROWLEY, 2017).

Figura 16: Mecanismo de adi¢do de uma acrilamida iniciado por uma cisteina tiol.
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Fonte: Propria

Mecanisticamente a adi¢cdo de Michael ocorre quando ha a presenca de um nucleofilo
(doador) e um alceno (aceptor) para que haja a producdo de uma ligacdo covalente entre o
doador e o aceptor de Michael (PARAMARTA; WEBSTER, 2017). Na descoberta desta
reacdo, em 1887, originalmente ocorria a adi¢do de um enolato de uma cetona ou aldeido em
um grupo carbonila a, B-insaturado atacando o carbono-p. Assim a rea¢ao de Michael pertence

a grande classe de reacdes organicas de adicdo conjugada (FOTOUHI et al., 2017).

Adicdes de Michael necessitam de um catalisador, geralmente de carater basico, porém
ha casos em que este tipo de reacdo se efetua por catalise acida em que sdo empregados &cidos
de Lewis como o SnCls, FeCls, ZnClz, AICIs, BFs, entre outros (WOONER et al., 2019). A
partir da literatura classica de Ingold, o mecanismo reacional para as reacfes de adicdo de

Michael segue trés etapas:

a. A base abstrai um préton, formando um carbanion ou enolato;

b. Ocorre um ataque nucleofilico ao carbono-p do aceptor de Michael, desta etapa se
tem a formacéo de intermediario anionico;

c. O intermediario ani6nico abstrai um préton do meio reacional, formando o aduto de
Michael.

Estas etapas podem ser melhor entendidas com a observacdo do Esquema 1. A partir da
investigacdo da cinética de reagcdo da metilvinilcetona com acetato de etila ou com a 2,4-
pentanodiona, descobriu-se que a constante de velocidade dependia tanto do doador como do
aceptor de Michael além da concentracdo da base. Entretanto o valor entrépico revelou-se alto
e negativo, sugerindo um complexo ativado de estrutura rigida, o qual gera um intermediario
anidnico e abstrai um préton do meio reacional, produzindo o aduto de Michael (GUO et al,
2019).
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Esquema 1: Mecanismo geral para a reacdo de adi¢cdo de Michael proposto por Ingold.
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Fonte: Propria.

3.7 Quimica medicinal

A busca por novas estratégias para a producdo de novos farmacos geralmente é efetuada
pela quimica medicinal, podendo inclusive se atentar a descoberta de novos inibidores da B-
lactamase por meio de estudos computacionais, otimizacdo baseada na estrutura do ligante
enddgeno, desenho de moléculas baseada na estrutura alvo farmacoldgico, modificacGes
estruturais em moléculas que ja estdo no mercado, estudo da relacdo estrutura atividade (SAR,
structure-activity relationship) e ligantes direcionados para multiplos alvos (JING et al., 2019).

3.7.1 Planejamento de fArmacos

Para tratar as enfermidades atuais o processo de desenvolvimento de possiveis farmacos
podem ser compreendido como um processo dispendioso, complexo e multidisciplinar,
requerendo uma combinacdo de diversas formas de conhecimento e estratégias. Assim, a
quimica medicinal planeja e descobre novas terapias para as diversas doengas que atingem a

humanidade nas diversas situa¢fes atuais. Formalmente esta ciéncia se relaciona a aspectos
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como a descoberta, invencdo e preparacdo de substancias de carater bioativo de interesse
terapéutico, compreensdo do modo de acdo dos farmacos entendendo o funcionamento da
relacdo estrutura-atividade (AMARAL et al., 2017).

Estratégias relacionadas a esta ciéncia podem ser empregados para 0s seus devidos fins,
sendo assim h& uma evidente necessidade de formular novos prototipos baseados na
modificacdo estrutural para obter novas moléculas com melhores mecanismos de acao e outras
propriedades relevantes (BARBOSA et al., 2017). Visando a reducao de gastos com moléculas
ndo funcionais, ao se formular estas novas moléculas podem ser utilizadas ferramentas
computacionais que auxiliam na investigacdo para comparar algoritmos de triagem que
fornecem conclusoes relevantes (HU; STUMPFE; BAJORATH, 2016).

A partir de métodos experimentais e computacionais pode-se planejar a sintese e
identificar farmacos que sejam biologicamente ativos. No planejamento de farmacos €
necessario um conhecimento interdisciplinar no qual a doenga, as vias bioquimicas envolvidas,
estudos farmacocinéticos e toxicidade dos compostos devem ser conhecidos (SUN et al., 2019).
A otimizacdo e poténcia do perfil farmacolégico de uma substéncia pode ser alterado de forma
que suas formas mais ativas possam ser sintetizadas com uma biodisponibilidade satisfatoria,
possuindo um metabolismo adequado a sua funcéo e que ndo possua elevada toxicidade (SHI,;
KAMER; COLE-HAMILTON, 2019). O planejamento de farmacos pode ser idealizado de
acordo com diferentes abordagens incluindo o desenho de analogos, triagem sistematica,
exploracdes de informacdes bioldgicas e farmacoldgicas e desenho sob medida (PEREIRA et
al., 2020).

Uma das estratégias da quimica medicinal, o planejamento de farmacos, utiliza o alvo a
ser atingido (enzima ou receptor) para que se possa planejar um ligante que atue de forma
agonista ou antagonista dependendo do objetivo. A estratégia para formulacdo de novos
farmacos baseado no grupo farmacoférico (FBDD, do inglés Fragment-Based Drug
Discovery), usada frequentemente pelas industrias farmacéuticas e pesquisas universitarias,
pode ser usada para obter pequenas moléculas capazes de inibir determinados alvos de forma a

poder ser utilizada em pesquisas relativas a antimicrobianos (LIANG et al., 2019).

3.7.2 Descoberta de Farmacos Baseada no Grupo Farmacoférico (FBDD)
Muitas institui¢ces farmacéuticas, biotecnologicas e académicas utilizam de ferramentas
para a descoberta de drogas baseado no grupo farmacoférico (FBDD, Fragment-Based Drug

Discovery). Esta técnica surgiu como uma forma complementar e alternativa para os métodos
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mais tradicionais de descoberta de farmacos sendo utilizados também para a geragdo de
compostos lead, empregado geralmente para alvos dificeis como os de interacdo proteina-
proteina (MURRAY; REES, 2016). Para realizar o estudo de FBDD a simula¢cdo computacional
realizada por docking molecular € amplamente empregada principalmente quando o objetivo
seria utilizar um composto como inibidor de determinada proteina (YOOU; CHO; CHOI,
2019). Desta forma se torna possivel estudar a interagdo com aminoécidos em determinada
localizacdo, o ligante é organizado de acordo com sua afinidade formando um conjunto de mais
baixa energia possivel (PASCOINI et al., 2019).

Uma molécula pode ser detectada como um hit em um screening, quando esta se ligar ao
alvo requerendo uma quantidade complementar entre si e a superficie da proteina alvo. De
acordo com o tamanho molecular e a complexidade do ligante pode ocorrer impedimentos para
que haja a formacdo da ligacdo em determinado sitio catalitico, desta forma quanto menor o
tamanho da molécula maior seré a possibilidade dela se encaixar (PRICE; HOWARD; CONS,
2017).

O FBDD oferece um meio de busca no qual ha a possibilidade de interagir determinados
protétipos com o alvo especifico para a enfermidade que se deseja tratar (SARAGIH et al.,
2019). Porém, para se planejar estas moléculas, deve-se ter além de uma estrutura base os seus
substituintes que serdo necessarios para a interagcdo com o alvo que poderdo melhorar ou piorar

a atividade do prototipo.

3.7.3 Descoberta de Farmacos Baseado na estrutura do alvo (SBDD)

Além do FBDD, outro método é o planejamento de farmacos baseado na estrutura do
alvo, SBDD (do inglés, Strutucture-Based Drug Design). Para que seja obtida novas moléculas
a partir desta metodologia necessita-se que haja atributos eletrostaticos e estereoquimicos
necessarios para a realizacdo da interacdo farmaco-receptor de alta afinidade. Com esta
finalidade a utilizacdo de estruturas cristalograficas tridimensionais possibilita a identificacdo
e andlise do sitio ativo enquanto suas propriedades eletrostaticas e topologia, incluindo a
presenca de fendas, cavidades e bolsdes (FERREIRA et al., 2015; KUMAR; JHA, 2017).

Os alvos que estdo geralmente envolvidos neste processo sao proteinas e acidos nucleicos
e conhecendo-se a estrutura do alvo farmacoldgico, o planejamento e desenvolvimento de
farmacos que possam agir sobre ela é favorecido. Consequentemente esse tipo de mecanismo
de acdo envolvem alteracGes nas propriedades estruturais da biomolécula, podendo afetar a

transcricgdo, replicacdo, expressdo génica, impedindo o crescimento celular (JIN et al., 2019).
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Para maximizar as chances de encontrar uma molécula promissora de forma a reduzir a
variedade a ser sintetizada desenvolveu-se a arvore de decisdo de Topliss como uma forma

empirica de planejamento de farmacos (CRUSCO et al., 2019).

3.7.4 Arvore de decisdo de Topliss

O provimento de novos farmacos envolve trés etapas primordiais: a descoberta,
otimizacdo e o desenvolvimento. Neste contexto a complexidade estd na selecdo de
substituintes que melhorariam a poténcia e a relacdo estrutura-atividade. Uma metodologia
pratica que Topliss desenvolveu baseado nos estudos de Hansch que modificava um sistema
arilico os substituintes de forma a alterar parametros fisico-quimicos como a lipofilicidade,
efeitos eletronicos e estérico. Sendo a partir destes desenvolvido um fluxograma que compara
a poténcia da atividade biologica, determinando os congéneres que viriam a ser sintetizados
(DELIGIA et al., 2015).

Para que o método manual da decisdo de Topliss possa ser utilizada € necessario que o
composto o qual seréa realizada as modificagdes possuam em sua estrutura um anel aromatico.
Sendo adequados cinco tipos de substituintes que dariam origem a diferentes compostos de
mesma estrutura basica, sendo estes o Hidrogénio (H), 4-Cloro (4-Cl), 4-Metila (4-CHj3), 3,4-
di-Cloro (3,4-di-Cl) e 4-Metoxila (4-OCHs), escolhidos por sua acessibilidade sintética. O
fluxograma que indica todas as substitui¢ces para este método pode ser observado no Esquema
2. Os cinco compostos derivados destas substituicdes na posicdo para ou meta e tem seus
parametros fisico-quimicos comparados entre si, podendo ainda serem observados os efeitos
causados a estrutura a partir de outros possiveis substituintes para que possa haver a

possibilidade de obtencdo de farmacos mais potentes (LIM et al., 2019).
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Esquema 2: Melhoria das propriedades fisico-quimicas e biolégicas por meio da Arvore de Decisao de Topliss.
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Fonte: Propria

Neste modelo séo realizadas etapas que dependem das mudancas que envolvem
propriedades fisico-quimicas dos compostos como a hidrofobicidade () e efeitos eletrénicos
(o) que sdo os principais fatores que influenciam na atividade do farmaco (HAYAKAWA et
al., 2019). Neste modelo a relacdo estrutura-atividade ndo requer regressdes multiplas. Ao
utilizar este fluxograma deve-se analisar a atividade em relacdo ao composto padrdo
(substituinte H) se houve uma melhora o rumo da sintese é guiado para o lado indicado com >
(mais ativo), para o caso de um decréscimo segue-se < (menos ativo), 0 mesmo ocorre quando
ha uma igualdade (=). Este modelo ndo matematico avalia a atividade biol6gica em relagdo aos
parametros 7 (constante de hidrofobicidade) e ¢ (constante de Hammett) e suas relagdes (n-o,
n-20, n-30, nto, etc.) (L1 et al., 2019).

3.7.5 Bioisosterismo

Assim como a arvore de decisdo de Topliss o bioisosterismo funciona como uma
estratégia de modificagdo molecular que visa a melhoria na resposta farmacolégica, resultando
na identificacdo de compostos promissores para a descoberta de novos farmacos. Os
bioisosteros possuem propriedades fisico-quimicas semelhantes e afetam o mesmo sitio ativo
de forma agonista ou antagonista para produzir efeitos biologicos semelhantes (RAMU et al.,
2019).
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O bioisosterismo pode ser classificado como classico ou ndo classico, as substituicdes
classicas sdo para &tomos mono, di, tri e tetravalentes e anéis equivalente devendo apresentar
as exigéncias preconizadas pelas definicbes de Grimm e Erlenmeyer; por outro lado os do tipo
ndo classicos sao de grupos interconversiveis e nao atende as regras eletronicas e estéricas que
o classico segue. No Quadro 1 pode-se observar diferentes substituintes que podem ser obtidos
por meio das diferentes classificagbes (NEOCHORITIS; ZHAO; DOMLING, 2019).

Quadro 1: Classificagdes do bioisosterismo classico e ndo classico com seus respectivos exemplos.

Monovalente CHs, NH2, OH, F
Divalente -CHz-, -NH-, -O-
Trivalente =CH-, =N-, =P-, =As-, =Sb-
Classico Tetravalente =C=, =Si=, =N'=, =P*=
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Anéis © @ @ w w
equivalentes o . H
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% OH %—N&Lcm
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|—NH CH,
-cF,  |-CN
Halogénio N/CN
Nao classico % CN

s o
OH 0 o

Fonte: Autoria (2020).
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Esta estratégia de modificacdo molecular quando aliada a estudos computacionais como
o0 docking e a modelagem molecular implica em uma amplia¢do do sucesso da sintese de novos
compostos bioativos, sendo desta forma atil para o planejamento de substancias
farmacoterapéuticas (REDDYRAJULA; DALIMBA, 2020).

3.8  Estudos computacionais

3.8.1 Grafico Ramachandran

A utilizacdo de ferramentas computacionais que necessitam da participacdo de
macromoléculas obtidas a partir de bancos de dado como o Protein Data Bank (PDB) precisam
ter sua qualidade avaliada a fim de validar os modelos obtidos. Uma das formas é através dos
angulos de dobramento da estrutura da macromolécula (SOBOLEYV et al., 2020). Os angulos ¥
(situa-se entre o carbono a e o carbono do grupamento carboxi) e o ¢ (formado entre o carbono
o e o nitrogénio do grupo amino), que podem ser observados na Figura 17, fornecem
importantes informagdes relativas ao arranjo estrutural de cada residuo de aminoécido, podendo
ser plotado no grafico Ramachandran (ALBERTS et al., 2002).

Figura 17: Representagdo dos angulos ¥ € ¢.

Fonte: Propria.

A viabilidade da energia envolvida na macromolécula depende dos angulos permitidos,
favoraveis e proibidos que estdo associados as limitacfes estéricas de sua estrutura. Este
impedimento pode ser gerado pelo tamanho das nuvens eletrdnicas dos oxigénios da carbonila

e o0 hidrogénio ligado ao nitrogénio das ligagdes como demonstra a Figura 17. Outra forma de
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limitacdo ocorre pelo fato de as ligacbes peptidicas serem relativamente rigidas (MITTAL et
al., 2020).

O grafico Ramachandran genérico apontado pela Figura 18 apresenta as regides
favoraveis dentre as angulagdes de torgdo (W e ¢), sendo observadas as regides onde os sentidos
horério e anti-horario prevalecem, folhas B antiparalelas, folhas B paralelas, hélice tripla do

colageno, folhas B torcidas e hélice o de ambos os sentidos (GUZZI et al., 2020).

Figura 18: Modelo genérico para a apresentacdo do grafico Ramachandran com suas principais areas destacadas.
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Fonte: Prépria.

Um modelo de predicdo de excelente qualidade deve ter cerca de 90% dos residuos de
aminoacido localizados nas regifes favoraveis. As demais regides envolvem partes permitidas,
que contemplam os aminoacidos de valores proximos ao favoravel da estrutura tridimensional
da proteina e as regides proibidas que apresentam valores desfavoraveis de forma a diminuir a
qualidade da predicdo estrutural (HOSSEINGHOLI et al., 2020). Os residuos de glicina e
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prolina sdo excegOes para a regra de regides desfavoraveis, pois suas estruturas apresentam
variacOes na cadeia lateral de forma a assumirem angulaces ndo esperadas (DESAI et al.,
2020).

Com a validacdo qualitativa dos PDB das macromoléculas € possivel realizar demais
analises in silico para elucidar propriedades bioldgicas, interacdo com outras moléculas e
dindmica metabdlica. Sendo muitas vezes utilizado como teste prévio para 0s ensaios de
docking molecular (PATEL et al., 2020).

3.8.2 Docking molecular

Uma das ferramentas computacionais empregadas para a idealizacdo de possiveis
farmacos, o docking molecular tem por funcdo predizer a orientacdo de uma molécula inserida
em uma segunda na qual ha a obtencédo de energia livre de interacdo entre os analisados. Desta
forma, pode-se predizer a forca de associacdo ou a afinidade entre moléculas (MUKESH,;
RAKESH, 2011).

Além disso, pode-se antecipar a interacdo de um candidato a farmaco diretamente com a
proteina alvo de forma que sua afinidade e atividade sdo testadas (CHAUDHARY'; MISHRA,
2016). De acordo com Phillips et al. (2018) o auxilio de ferramentas computacionais reduz o

custo e tempo de pesquisa para a busca em 50%.

O que ocorre nesta técnica é o reconhecimento de um ligante no sitio receptor por meio
da complementariedade quimica que ocorre entre as estruturas, sendo levado em consideracao
varios fatores como os entalpicos e entrdpicos, flexibilidade das moléculas, efeito do ambiente
nas distribuicdes de cargas do ligante e proteina e possiveis interagdes com a dgua do meio
podem ser consideradas (AGRAWAL et al., 2019).

Os softwares de docking s&o compostos por um algoritmo de busca e uma funcéo de
score, sendo o primeiro um método de busca para o espaco conformacional disponivel
combinando ligacGes, explorando os graus de liberdade conformacional, rotacional e
translacional do ligante e da proteina. O score avalia em termos energéticos cada modo de
ligacdo, esta avaliacdo ocorre de acordo com o campo de forca de mecanica molecular e
parametros empiricos de calculo de energia livre (LEONHART; NARLOCH; DORN, 2019).

Diferentes tipos de algoritmos podem ser utilizados nesta ferramenta podendo ser
classificados como sistematicos, estocasticos e de simulacdo, sendo todos eles efetivos na busca

de interacOes de ligantes conhecidos. Cada busca por uma forma de encaixe é avaliada de
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acordo com a energia de interacdo através da funcdo de pontuacdo que pode ser baseada em
campo de for¢a, empiricas e baseadas no conhecimento (FU; MEI; ZHAO, 2019).

Alguns problemas puderam ser identificados nos primérdios da utilizacdo desta
ferramenta como: o campo de forca que descreve as energias de interacOes intra e
intermoleculares ndo séo precisas o suficiente para calcular a afinidade de ligacdo entre a
proteina e a molécula que deveria a ela se ligar; os computadores utilizados ndo sao rapidos o
bastante para calcular a energia de interacdo de todas as formas possiveis; a resolucdo das
estruturas a serem avaliadas ndo eram boas; e a busca por algoritmos que explorassem as
orientagdes e conformac0es das ligacdes ndo eram eficientes para identificar as posi¢coes em
tempo habil. Para isto a modificacdo de algoritmos, a melhoria da resolucdo mudancas no
hardware e software entre outras modificacGes que ocorreram tornaram este método mais eficaz
e conhecido (TAHA et al., 2018).

Com estas corregdes efetuadas, um processo que levaria em meédia 11 anos ou mais para
que ocorresse tem seu tempo reduzido, pois a bioinformatica juntamente com a quimica
computacional oferecem um direcionamento ao que diz respeito a planejamento de farmacos,
sendo inimeros os casos de sucesso quando se envolve o emprego de simulacBes
computacionais (ZHANG et al., 2019).

3.8.2.1 Protein Data Bank

Em 1971 o Protein Data Bank (PDB) pode ser estabelecido como sendo uma biblioteca
de arquivos baseado em computador para estruturas biolégicas macromoleculares em 3D com
0 proposito de coletar, padronizar e distribuir as coordenadas atdmicas e outras informacdes
sobre o estudo cristalografico (SAFADEL; WHITE, 2019).

As estruturas inseridas no PDB tém seus modelos de coordenadas e dados experimentais
determinados por cristalografia de raio X, ressonancia magnética nuclear (RMN),
criomicroscopia eletronica tridimensional (3DEM) e outras tecnicas de determinacéo estrutural
(SMART et al., 2018). A utilizagdo do PDB em larga escala € devido a este seguir o principio
EAIR (encontrabilidade, acessibilidade, interoperabilidade e reutilizagéo), sigla proveniente do
inglés FAIR (findability, accessibility, interoperability e reusability) desta forma podendo ser
utilizado para aplicacdes de patentes, desenvolvimento e descoberta de drogas, publicacédo de
inovagao de pesquisas cientificas e na melhoria da qualidade de vida por desenvolvimento de
produtos biofarmacéuticos (WESTBROOK; BURLEY, 2019).

3.8.2.2 Autodock
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Uma das principais ferramentas utilizadas para o docking molecular, o AutoDock, pode
ser entendido como um software o qual prediz as ligacdes de conformacdes de ligantes as
proteinas. Este programa teve inicialmente sua aplicacdo para analisar as formas de ligacéo e
propriedades cataliticas de proteinas e complexos de acidos nucléicos (KALE; OTTOOR,
2019). Para utilizar o programa AutoDock é necessario que seja utilizado em conjunto o
AutoGrid que pré-calcula uma “caixa” em trés dimensdes de energia de interagdo em

coordenadas da macromolécula estudada (MANAP et al., 2019).

Quando utilizado o software, o ligante explora os graus de liberdade espacial (rotagéo e
translagdo) além de um numero arbitrario de torcionamento. Uma perturbacéo aleatoria é
conferida a cada etapa e a energia de interacdo pode ser avaliada para cada localizacdo e
conformacéo (SILVA, 2019).

3.8.3 Predicéo farmacocinética in silico

De modo semelhante as predi¢cGes farmacodinamicas representadas pelos estudos de
docking molecular, as propriedades farmacocinéticas por meio de ferramentas in silico possuem
importancia. Se tratando de uma alternativa valida para os processos experimentais, a utilizacdo
do ADME (Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo) prediz nos estagios iniciais de
planejamento a reducéo de falhas associadas a farmacocinética durante as fases clinicas finais
(ARBITRIO et al., 2018; PATEL et al., 2018).

Antes que novos medicamentos possam ser desenvolvidos € necessario que haja uma
reducdo das falhas clinicas, permitindo a selecdo antecipada dos melhores candidatos para o
desenvolvimento e a rejeicdo dos que possuem baixa chance de sucesso (REN; SAIl; CHEN,
2019).

A regra de Lipinski pode ser elaborada com o intuito de indicar um candidato a farmaco
por suas propriedades a partir da estrutura molecular do prot6tipo (PONGAKU et al., 2019). A
violacdo de mais que um dos parametros associados a regra de Lipinski pode indicar problemas
com a biodisponibilidade, para os compostos oralmente ativos devem ser analisadas algumas
faixas de valores para as propriedades fisico-quimicas sendo estas: peso molecular (< 500
g/mol ™), Log P (< 5), niimero de doadores de ligag&o de hidrogénio (< 5) e nimero de aceptores
de ligacdo de hidrogénio (<10) (LONG et al., 2019).

Além dos parametros observados na regra de Lipinski o metabolismo do farmaco é um
fator determinante nas predi¢fes farmacocinéticas, o processo de metabolizacdo dos farmacos

pode ser compreendido em duas fases. Na primeira as moléculas passam pelo metabolismo
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hepatico de forma a serem funcionalizadas por meio de reacdes de oxirreducdo e
sequencialmente hidrolisadas por catalise enzimatica (MAYER et al., 2019). Na segunda fase
reacOes de conjugacdo com grupos enddgenos polares produzem metabolitos solGveis em agua

para que sejam facilmente excretados pela urina e bile (KARAS et al., 2019).

3.9 Compostos carbonilicos a, B-insaturados

Alguns trabalhos publicados pelo grupo de pesquisa do Laboratdrio de Desenvolvimento
e Sintese de Farmacos da Universidade Estadual da Paraiba indicaram que compostos contendo
em sua estrutura carbono carbonilico o,f-insaturados, que tem capacidade de atuar como
aceptores de Michael, puderam ser descritos em estudos realizados por Santos (2017) como
capazes de inibir o crescimento das cepas de Sthaphylococcus aureus ATCC 25923 e S. aureus
resistente a meticilina (MRSA). Neste, foram observados valores de Concentracdo Inibitoria

Minima (CIM) que podem ser encontrados na Tabela 1.

Tabela 1: Compostos sintetizados por Santos (2017) e seus respectivos valores de CIM

E. coli

Staphylococcus S. aureus
ATCC (MRSA)
Cadigo Estrutura aureus ATCC 25923 25922
.mL-2 o (ng.mL?)
o
EE-03 N NH, 128 >1024 32
CN
cl
o]
EE-06 T NH; 512 >1024 >1024
H,CO cN

Fonte: Santos (2017).

Os compostos do mesmo grupo de pesquisa exibidos por Pereira (2016) que possuem
carbonos o, B- insaturados em relagdo a carbonila apresentaram-se também como possiveis
antimicrobianos, fazendo-se jus a realizagdo de novos testes relativos a atividade
antimicrobiana, modulatdria e sinérgica. As estruturas destes compostos podem ser observadas

na Figura 19.
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Figura 19: Estrutura dos compostos sintetizados por Pereira (2016) contendo carbonila o, B-insaturado.

AL-01 AL-02 AL-15

(0] (0]
CN
CN cl CN OCH;

Fonte: Propria

O AL-01 demonstrou, em estudos realizados por Farias (2018) CIM de 512 pug.mL™ para
Sthaphylococcus saprophyticus e 256 pg.mL™ para Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
sendo respectivamente bactérias Gram positiva e Gram negativa. Os resultados apresentados e
a possibilidade de apresentarem capacidade de atuar como aceptores de Michael indicam que
0s compostos estudados por Santos (2017), Pereira (2016) e Farias (2018) podem ser utilizados
tanto para impedir o crescimento de algumas cepas bacterianas quanto para inibi¢do enzimatica

podendo revelar efeitos modulatdrios e/ou sinérgicos.
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4 METODOLOGIA

A partir destes conhecimentos pode-se empregar o uso de ferramentas computacionais e
metodologias para a sintese de compostos que possam combater ou reduzir a agdo proliferativa
bacteriana por meio da inibi¢do enzimatica. Os testes realizados a partir de métodos especificos
acarretam coleta de dados para o fim de comprovar a sintese e indicar a possibilidade da acao

antimicrobiana.

4.1 Materiais
Para a sintese e demais analises foram utilizados os seguintes equipamentos, 0os métodos,

reagentes e solventes empregados estdo descritos no topico seguinte.

e Placa agitadora (IKA RH basic 1);
e Balanca analitica (BEL Engineering Mark M214A);
e Fusidmetro (Quimis Q-340M);
e Condensador;
e Barra magnética;
e Baléo de fundo redondo (150 mL);
e Placa de Kline;
e Pipeta graduada;
e Funil de vidro;
e Papel de filtro;
e Placa de cromatografia de camada delgada;
e Espectrometro (Bruker AMX-500 MHz);
e Centrifuga;
e Espectrofotdbmetro;
e Camara de radiacéo ultravioleta.
4.2 Estrutura molecular
De acordo com os trabalhos anteriormente descritos de Santos (2017), Pereira (2016) e
Farias (2018) juntamente com o conhecimento da capacidade de compostos carbonilicos a, -
insaturados atuarem como aceptores de Michael frente a enzimas, moléculas de modelos

estruturalmente semelhantes puderam ser delineadas.

O desenho basico de todas as estruturas compreende um grupo metileno ativo com
diferentes substituintes de acordo com a arvore de decisdo de Topliss, condensado com

diferentes compostos carbonilicos ou a malonitrila. As moléculas aqui propostas estdo
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fundamentadas na agéo antibacteriana observada por seus semelhantes e na reacdo de adigéo

que pode proporcionar inibigdo enzimatica de acordo com a literatura.

4.3 Grafico Ramachandran

O gréfico Ramachandran para os alvos apresentados puderam ser obtidos por meio da
plataforma online RAMPAGE (http://raven.bioc.cam.ac.uk/rampage.php). Para analisar o
grafico uma tabela com as regides favoraveis, permitidas e outlier fora utilizada para melhor
representar a qualidade da macromolécula em que deve ter a partir de 98% de regides favoravel

e cerca de 2% de permitidas.

4.4 Docking molecular
As estruturas das enzimas aqui analisadas foram obtidas por meio de pesquisa em banco
de dados Research Collaboratory of Structure Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB).
As estruturas cristalograficas selecionadas para este estudo priorizaram-se por sua resolucéo e
classe de B-lactamase, sendo neste caso as encontradas atraves do cddigo de identificacdo 4YOU
(representando as oxacilinases) de resolucdo 2,6 A e o 11YO (representando as ESBLS) de
resolucdo 1,8 A. As estruturas apresentaram-se no sistema de expressdo Escherichia coli, sendo
classificadas como hidrolases e obtidas pelo método de Difracdo de Raio-X (DRX). Ambas as

macromoléculas possuiam ligantes co-cristalizados.

Com o intuido de identificar o sitio ativo e realizar o estudo in silico, gerando as energias
de interacdo entre os atomos da molécula a ser testada com os atomos de residuos aminoacidos,
0 AutoGrid presente no software AutoDockTools versdo 1.5.6 (ADT) proporcionou um grid
box dimensionado para 30 A nos trés eixos cartesianos centralizado com um espacamento de
0,375 A. Para a macromolécula 4YOU o centro utilizado esta nas coordenadas -5,676; -8,974;
e 62,092 para 0s €ixos X, y e z respectivamente. As mesmas condi¢des puderam ser utilizadas
para o 11YO com o centro localizado em -4,317; -49,213; e 60,309. Para o PBP transpeptidase
de codigo 3MZE foi utilizado o centro 42,866; 6,198; e 30,494 e para o rRNA de cddigo SMTE
um GridBox de 36x30x30 e coordenadas 27,877; 16,668; e 23,046 para x, y e z respectivamente.
A seguir o algoritmo genérico Lamarckiano (LGA) gerou os célculos de interacdo para uma
busca geral e especifica nas simulacfes realizadas através do programa ADT, gerando além do

escore baseado na energia livre de ligagdo (AG) uma constante de inibi¢do estimada (Ki).

4.4.1 Preparagdo da enzima
Das estruturas cristalograficas puderam ser removidos residuos de dgua e qualquer atomo

ndo ligado e ligantes por meio da alteragdo do codigo do PDB pelo software EQuPyMOL.


http://raven.bioc.cam.ac.uk/rampage.php
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4.4.2 Preparacdo dos ligantes

As estruturas tridimensionais para 0s compostos puderam ser transcritas a partir da
estrutura bidimensional inserida no programa ChemDraw Ultra versdo 12.0. Para determinar a
conformacdo de energia mais favordvel de cada molécula o célculo de MM2 (método de
mecanica molecular) realizado pela ferramenta Chem3D Pro versdo 12.0 que compara angulos
e distancias de ligacdo que compdem a molécula, reconhecendo mudancgas que promovem uma

melhor estabilidade.

4.4.3 Validacao do estudo de docking

As estruturas cristalograficas obtidas por meio do Protein Data Bank puderam ser
baixadas co-cristalizadas com seus respectivos inibidores, foi realizada a redocagem como
parametro de validagdo. Esta metodologia consiste na submissdo do mesmo ligante co-
cristalizado com o bioreceptor e observadas se as interacdes com os residuos de aminoacidos e
a orientacdo espacial do ligante sdo preservadas. Desta forma 0 RMSD (Root-Mean-Square
Deviation) entre o ligante cristalografico e a proteina devem ser o menor possivel, de modo a

comprovar a capacidade de predizer os resultados do modelo in silico.

Para julgar a capacidade de predicéo dos resultados da energia livre de ligacdo, utilizou-
se uma tolerancia do desvio quadratico médio da raiz posicional (do inglés Root Mean Square
Deviation, RMSD) como até 2,0 A; os resultados para AG e Ki mais favoraveis foram
selecionados como estrutura complexa resultante. A fim de analisar os resultados do estudo o
software DiscoveryStudio versdo 2017 R2 Client foi utilizado as regides nas quais ocorrem as

interacOes, 0s seus tipos, energia e residuo de aminoacidos do sitio ativo da enzima envolvida.

4.5 Predicdes farmacocinéticas e toxicidade in silico

As predicdes farmacocinéticas podem ser avaliadas por intermédio de plataformas online,
disponibilizada de forma gratuita e apresenta resultados relevantes para discussdes e
correlagdes. Os programas utilizados permitem predizer propriedades de absor¢éo, Log P, Log
S, alguns inibidores de CYP450 e comparacdes de druglikenees. Para este fim as plataformas
SwissADME (http://www.swissadme.ch/), XenoSite (https://swami.wustl.edu/xenosite/) e
admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) puderam ser usadas, esta Gltima também

conferiu resultados de diversas toxicidades.


https://swami.wustl.edu/xenosite/
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46  Sintese
As sinteses organicas foram realizadas na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB),
Campus I, no Laboratorio de Desenvolvimento e Sintese de Farmacos localizado no prédio Trés

Marias, 1° andar.

Para obter os diferentes produtos sintéticos em estudo, benzaldeidos com diferentes
substituintes (Hidrogénio, Cloro e Metoxila) em posicdo para reagiram individualmente com
diferentes compostos contendo grupamento metileno ativo na presenca de catalisador basico,

etanol e conforme o Esquema 3, temperatura pode ser adicionada ao sistema.

Esquema 3: Esquema reacional da sintese dos produtos em estudo.

o
AL-01 (R=H
o) EtOH A R (_:
— ne L _EoR L AL-02 (R=CI)
o™ Morfolina R// AL-15 (R=OCH,)
o
APB-01 (R=H)
0 EtOH e APB-02 (R=Cl)
- NC\)ko Trietilamina 5/~ CN APB-03 (R=OCH,)
o_H
+ — o
APC-01 (R=H)
o EtOH XX NH, APEE-03 (R=Cl)
R NCVLLNH2 Trietilamina /.~  CN 3PEE-06 (R=OCHj)
=H
R=CI
R= OCH,
APM-01 (R=H)
CN
<°N EtOH A APM-02 (R=CI)
CN Trietilamina R// CN APM-03 (R=OCH,)

Legenda: a=Morfolina, b= Temperatura
Fonte: Autoria (2020).

As reacdes ocorreram em baldo de fundo redondo com capacidade de 100 mL, onde 200
mg do composto contendo grupo metileno ativo foi solubilizado sob agitacdo magnética em 8
mL de etanol grau HPLC a temperatura ambiente, a seguir foram adicionadas 5 gotas do
catalisador basico indicado pelo Esquema 4. Aguardados 5 minutos de agitagdo, acrescentou-
se lentamente o aldeido correspondente a cada produto na mesma equivaléncia molar, mantendo

sempre 0 sistema em agitacdo e permanecendo a temperatura ambiente até a completa
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transformacdo de reagentes em produtos, sendo esta finalizagdo acompanhada por
cromatografia de camada delgada (CCD).

Ao final da reacdo, verificado por meio da visualizacdo do CCD o produto pode ser
precipitado adicionando ao sistema &gua destilada, os cristais sofreram uma maturagdo em
temperatura reduzida por cerca de 1 hora. A seguir, 0 sistema passou por um processo de
filtracdo em papel de filtro granulometria 80 g.m, o liquido sobrenadante foi descartado por
guando ndo houve a formacao de segundo cristal. O so6lido adquirido passou um processo de
secagem a temperatura ambiente, em seguida foi cuidadosamente retirado do papel de filtro e
pesado para a determinagé@o do rendimento da reacéo.

Este procedimento pbde ser realizado com éxito em todas as reacfes com excecdo da
reacdo do derivado 2-cianoacetamida com o benzaldeido (APC-01) na qual as condicfes
reacionais mantiveram-se e sua finalizacdo efetuou-se com a adicdo de agua, seguida de

neutralizacdo com acido acético e resfriamento.

Os compostos sintetizados tém sua nomenclatura segundo a IUPAC indicados na Tabela

2, bem como seus cadigos de identificacdo para o presente estudo.



Tabela 2: Nomenclatura padrao IUPAC para as moléculas sintetizadas.
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Cddigo Nomenclatura IUPAC Substituinte
AL-01 (E)-etil 2-ciano-3-fenilacrilato H
AL-02 (E)-etil 3-(4-clorofenil)-2-cianoacrilato Cl
AL-15 (E)-etil 2-ciano-3-(4-metoxifenil) acrilato OCHs
APB-01 (E)-benzil 2-ciano-3-fenilacrilato H
APB-02 (E)-benzil 3-(4-clorofenil)-2-cianoacrilato Cl
APB-03 (E)-benzil 2-ciano-3-(4-metoxifenil) acrilato OCHs
APC-01 (E)-2-ciano-3-fenilacrilamida H
APM-01 2-benzilmalononitrila H
APM-02 2-(4-clorobenzili) malononitrila Cl
APM-03 2-(4-metoxibenzil) malononitrila OCHs
EE-03 (E)-3-(4-clorofenil) -2-cianoacrilamida Cl
EE-06 (E)-2-ciano-3-(4-metoxifenil) acrilamida OCHs

Fonte: Autoria (2020).

4.7 Propriedades fisico-quimicas

4.7.1 Aparéncia

A aparéncia dos compostos pode ser analisada por observacédo e comparacao com diversas

tabelas de cores e subtons obtidas em mecanismos de busca.

4.7.2 Solubilidade preliminar aparente

A avaliacdo da solubilidade para as moléculas sintetizadas frente a solventes organicos

pode ser obtida por meio da adi¢cdo de 10 mg do composto e 0,5 mL do solvente em questdo.

4.7.3 Fator de retencéo

O fator de retencdo para os compostos sintetizados pode ser determinado a partir da

comparacdo das medidas finais e iniciais obtidas apds a eluicdo em sistema das moléculas

(previamente solubilizadas em acetato de etila) em placas de CCD (Silica Gel) com espessura
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de 0,2 mm. A revelagdo das placas se deu em camara de radiagdo ultravioleta, sendo suas
manchas caracteristicas identificadas no(s) comprimento(s) de onda 254 e/ou 366 nm.

4.7.4 Faixa de fusédo

A faixa de fuséo pode ser determinada por meio de uma pequena quantidade do produto
inserido em capilar fechado e analisadas através do aparelho Quimis®, modelo Q-340M. Sendo
anotados os valores das temperaturas em que se inicia 0 processo de fusdo e 0 mesmo €

finalizado. O acompanhamento feito exclusivamente de forma visual nao foi corrigido.

4.7.5 Coeficiente de Parti¢éao

Este importante fator para considerar a capacidade de uma molécula poder ser um
possivel farmaco pode ser predita através do desenho estrutural na ferramenta ChemDraw Ultra
12.0.

4.7.6 Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN de H e 3C foram realizados em parceria com a Universidade
Federal de Alagoas (UFAL) obtidos através do espectrdmetro Bruker AMX-500 MHz que
forneceu os dados de deslocamento quimico () indicados pela unidade ppm, as multiplicidades
dadas em s (singletos), d (dubleto), t (tripletos), g (quartetos) e m (multipletos) utilizando o
Dimetilsulfoxido (DMSO) deuterado como solvente para a obtencdo dos espectros para as
seguintes moléculas: AL-01, AL-02, APC-01, APM-01, APM-03, EE-06. A constante de

acoplamento (J) fornecido em Hertz (Hz).

4.8 Teste de hemolise

Para avaliar a capacidade hemolitica dos compostos realizou-se eritrocitos humanos do
tipo O fator RH + obtidos a partir de rejeito adquirido no Laboratério de Anéalises Clinicas
(LAC) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) em tubos contendo anticoagulante. As
células foram imediatamente levadas para que seja feito os testes onde lavagens consecutivas
com solucdo fisioldgica (0,9% de cloreto de sédio) foram realizadas. Para tal centrifugou-se o
sangue durante 5 minutos a 3000 RPM para a separacao de fases e o plasma eliminado sendo
adicionado logo em seguida a solucéo fisiologica e repetida a centrifugacéo. Este processo de
adicdo da solugdo repetiu-se por no minimo 3 vezes, sessando apenas com a observacdo da

completa translucidez do liquido sobrenadante.



58

As hemacias passaram por um processo de ressuspensao, sendo preparada uma solucao
de concentracio 5%. Preparou-se uma solugdo de 200 pg.mL™* dos compostos e 5% de DMSO
em baldo volumeétrico. Para o controle positivo utilizou-se acido acético a 2% recém preparado.

Todas as solugdes presentes neste estudo foram realizadas com cloreto de sodio a 0,9%.

O experimento foi realizado em triplicata para se obter resultados fidedignos. Pipetaram-
se 2 mL da suspensdo de hemacias em cada tubo de ensaio e logo em seguida 0 mesmo volume
da solucéo contendo os compostos (um para cada tubo) foi adicionado, ap6s cuidadosamente
homogeneizados aguardaram-se uma hora a temperatura ambiente para que houvesse a

hemolise.

Decorrido o tempo os tubos de ensaio passaram por centrifugacdo (3000 RPM durante 5
minutos) e em seguida o liquido sobrenadante foi adicionado em uma cubeta de quartzo para
posterior leitura da absorbancia em espectrofotometros calibrado em 540 nm. Como branco

para esta andlise utilizou-se a soluc¢do salina.

Apos realizada a leitura, com a média entre as triplicatas calculada o potencial de
hemolise pode ser indicado pela Equacdo 1. Em que H seria o potencial hemolisante; Ae,
absorbancia da molécula; Ab, absorbancia do branco; e At, a absorbéancia do controle positivo

(&cido acético).
Equacéo 1: Potencial de hemdlise

Ae — Ab
H=————

.1009
At &

4.9 Concentracdo inibitoria minima
4.9.1 Cepas testadas

No presente estudo a cepa de referéncia Escherichia coli ATCC25922, foi utilizada para
0 ensaio presuntivo de CIM.

4.9.2 Teste por microdilui¢éo
A realizacdo dos testes de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) seguiu-se o0 método de
microdiluicdo em caldo para os compostos sintetizados, sendo testadas para a Escherichia coli

através da técnica de microdiluicdo em caldo Mueller Hinton.

4.9.3 Padronizacéo da suspensdo bacteriana
A cepa bacteriana pode ser padronizada a partir de uma cultura cultivada em caldo

Mdeller Hinton por 24 horas a 36 °C. Em seguida realizou-se leitura do mesmo em
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espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 625 nm, sendo feitas correcdes até que o valor
da absorbancia atingisse 0,250, resultando em uma faixa de concentragdo de 1 a 2.10® UFC.mL"
!, Com a suspensdo bacteriana padronizada o indculo pode ser 100 pL distribuidos em cada

poco ja contendo as moléculas teste devidamente diluidas em uma placa de Elisa (96 pocos).

4.9.4 Teste da avaliacdo antibacteriana

Na solucdo teste contida em cada poco continham 10 % de Dimetil sulfoxido (DMSO),
Tween 20 a 12 % e concentracbes de 2048 pg.mL™? dos compostos a serem testados
individualmente. Para uma maior seguranca na veracidade do ensaio realizado o experimento
foi realizado em triplicata. O a droga controle utilizada foi a Cefazolina comercial, sendo alguns

pocos reservados para o controle de esterilidade do meio e crescimento bacteriano.

Todos os pogos foram preenchidos com 100 pL do Caldo Mueller Hinton (CMH) e
adicionado igual volume da solucdo teste ao poco 12 da marcacgéo de colunas da microplaca, a
partir desta diluicdo a concentragdo do composto passa a ser de 1024 pug.mL™. Sendo este a de
maior concentracao, iniciando as dilui¢fes seriadas e prosseguindo-se até o segundo poco da
coluna, no qual a concentragio do composto passa a ser de 1 pg.mL™. As sucessivas diluicoes
seguem o padréo indicado na placa de Elisa representada pela Figura 20.

Figura 20: Metodologia da dilui¢do e controle para determinacdo da CIM.
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Fonte: Propria

Com as dilui¢cdes devidamente implantadas, 10 pL da suspens@o de microrganismo foi

adicionada em cada poc¢o. Ao longo da linha G o farmaco Cefazolina (controle positivo) foi
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destinado da coluna 2 a 12 e para o controle negativo (linha H) o solvente utilizado na produgéo
da solucdo-teste pode ser adicionado. Em toda a coluna 1 continha apenas o0 CMH e o in6culo

bacteriano.

Ao final do procedimento as placas foram encubadas em estufa de 36 °C por 24 horas para que
em seguida o revelador resazurina (0,01%) indicasse a presenca ou auséncia do crescimento
bacteriano em cada poco. 20 pL do revelador foi inserido em cada orificio da placa, decorridas
3 horas em incubacdo verificou-se a presenca da cor azul (indicando auséncia do crescimento

bacteriano) ou rosea (presenca).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Gréafico Ramachandran
Os modelos submetidos aos testes de docking molecular foram analisados
qualitativamente através do grafico Ramachandran utilizando o software da plataforma on-line
RAMPAGE. A distribuicdo dos residuos para as macromoléculas 11YO, 4YO0U, 3BMTE e 3MZE
estdo indicadas no Gréfico 1.

Gréfico 1: Ramachandran para as macromoléculas 11YO, 4Y0U, 3MTE e 3MZE.

1IYO 4Y0U

' = a  Geral/ PrePro/ Prolina Favorecida
® Glicina Favorecida

“ 4 Geral/ PrePro/ Prolina Permitida
b Glicina Permitida

Fonte: Autoria (2020).
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Para os gréaficos Ramachandran obtidos tem-se os quadrados que representam as

combinagbes dos angulos de torcdo para os residuos em geral, os triangulos se referem a

plotagem da combinacéo de ¢ e W para as prolinas e o X para as glicinas. A regido azul escura

representa a regido mais favoravel para os residuos em geral e a prolina, 0 tom de azul mais

claro indica as permitidas. A regido alaranjada apresenta apenas a glicina favorecida (escuro) e

permitida (claro).

Na Tabela 3 pode ser observada a percentagem de residuos pertencentes a regido

favoravel, permitida e outlier de cada um dos alvos selecionados para o estudo de docking

molecular em sua devida ordem.

Tabela 3: Numero de residuos e suas respectivas percentagens para cada tipo de regido das macromoléculas

apresentadas
i Regido Numero de residuos Percentagem de
residuos (%0)

Favoravel 253 98.1

11YO Permitida 4 1.6

Outlier 1 0.4

Favoravel 924 97,2

4YO0U Permitida 27 28

Outlier 0 0,0

Favoravel 429 08,8

3MTE Permitida 5 1,2

Outlier 0 0,0

Favoravel 342 97.7

3MZE Permitida 7 2.0

Outlier 1 0.3

Fonte: Autoria (2020).
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De acordo com o numero de residuos presentes nas regides favoraveis do grafico, sendo
estes apontados na Tabela 3 e considerando o percentual adequado para os resultados obtidos
por meio do RAMPAGE (aproximadamente 98% na regido favoravel e 2% na permitida) as
macromoléculas 11YO, 3MTE e 3MZE apresentaram valores favoraveis de acordo com o0s
padrdes esperados. Como os angulos de dobramento ¢ ¢ ¥ estdo de acordo com o arranjo
estrutural dos residuos de aminoacido de modo a ndo haver um impedimento estérico
consideravel das estruturas PDB em relacdo aos reais esperados, os alvos indicados puderam

ser validados para seu emprego no estudo de docking.

A macromolécula 4YOU apesar de possuir apenas 97,2% dos residuos nas regides
favoraveis, ndo apresenta residuos na regido Outlier que seria desfavoravel energeticamente.
Desta forma 2,8% destes apresentam-se de forma permitida no grafico Ramachandran. As de
cédigo 11YO e 3MZE apresentam apenas um residuo no Outlier, sendo estes a serina e a
glutamina respectivamente como indica a Tabela 3. Apesar destes, encontram-se dentro dos

limites estabelecidos pelo padréo.

5.2 Docking molecular
Os valores apresentados possuem caréater tedrico calculados in silico, podendo apresentar
diferentes resultados ao submeté-los a testes experimentais in vitro, ou ainda analisando os

aspectos farmacocinéticos in vivo fornecendo efeito inibitdrio diferenciado.

Apesar dos resultados do estudo de docking poderem prever a energia envolvida na
interacdo enzima-substrato e suas respectivas constantes de inibicdo, este modelo tedrico visa
o0 alvo como sendo fixo e estatico ndo prevendo possiveis reacdes e encaixes mais maleaveis.
Ainda que a previsdo ndo seja exata devido a diversos fatores, a comparacgéo dos resultados de
energia do composto com o ligante indica qual possui uma melhor interacdo, além disso a

constante de inibicdo in silico favoraveis a uma boa interacdo farmaco-alvo.

5.2.1 Redocking

A primeira etapa para a realizacdo do estudo de docking molecular consiste na validacéo
da metodologia empregada, desta forma o redocking determina o quéo préximo o ligante fica
de sua posicao inicial (proveniente do PDB da proteina co-cristalizada com o ligante). Disposto
na Tabela 4 o resultado dos ligantes complexados com seus respectivos alvos, sendo indicado
os valores de energia livre de ligagdo (AG) (kcal.mol™), a constante de inibicdo (Ki) (nM) e 0

valor de RMSD (Desvio Médio Quadratico do ligante) da entropia do grupamento (clustering).
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A validacdo da metodologia ocorre com os valores de RMSD, o qual deve apresentar
valores inferiores a 2,0 A de forma que as funcdes de pontuacdo reproduzam adequadamente

conformac®@es em valores iguais ou inferiores a este valor (LOHNING et al., 2017).

Tabela 4: Valores de redocking dos ligantes com suas enzimas.

Energia Livre de

Ligante Ki RMSD
Enzima Cadigo Ligacdo (AG) A)
Co-cristalizado (Kcal.molY) (nM)

Oxacilinase ALP 4Y0U -5,11 179,28 1,23

ESBL CTX 11YO -7,02 7,12 1,42
PBP

) 1QL 3MZE -5,69 67,79 1,98

transpeptidase
16S rRNA SAM 3MTE -6,17 29,99 0,81

Fonte: Autoria (2020).

De acordo com os resultados expostos na Tabela 4, os valores de energia livre indicam
uma afinidade dos ligantes com seu alvo, uma vez que quanto mais negativo seu valor mais
afinidade terd com a enzima. Ademais, a constante de inibic&o possui valor elevado para o ALP
e 1QL sendo este um aspecto ainda mais relevante para o presente estudo pois, este visa a

desativagdo enzimatica com o propdsito de aumentar a eficacia dos antibidticos 3-lactdmicos.

O Ki pode ser definido como a constante de dissociacdo do complexo enzima-inibidor
(E-1), cuja equacdo é dada pela razdo do produto das concentracdes da enzima e do inibidor
com o complexo E-1 assim como demonstrado no conjunto da Equacdo 2 e 3. Como o Ki é
inversamente proporcional a [E-1], quando ha um aumento deste ultimo consequentemente a
constante de inibicdo decresce, portanto, uma vez que 0s compostos estdo direcionados para

uma maior formacgédo do complexo, quanto menor o valor de Ki melhor o resultado.
Equacéo 2: Reagdo enzima inibidor.

K1

E-l

E +1
Kz

Equacao 3: Constante de inibicdo (Ki) para a reagdo enzima inibidor.

Ki = [E].[1] _K
[E-T] Ky
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O composto co-cristalizado com o PDB da Oxacilinase, ALP de nomenclatura IJUPAC
acido  2-(1-Carboxi-2-hidroxi-etil)-5,5-dimetil-tiazolidina-4-carboxilico, ~ representa um
derivado penicilinico o qual passou por um processo de hidrélise na referida enzima de forma
a perder sua atividade microbiana. Esta rea¢do envolve a quebra do anel B-lactamico formando
um derivado do &cido penicildico. Desta maneira, o sitio onde ocorreu este processo deve ser 0
alvo da inativagdo enzimaética e, portanto, o local ao qual as moléculas com este proposito

devem atuar para inibi-la.

Na Figura 21 pode-se observar a posi¢ao espacial de cada &tomo do ligante co-cristalizado
(em azul) e do mesmo ligante redocado (em cinza). Verifica-se a posi¢do espacial dos &tomos
do ALP co-cristalizado com 0 4Y0U é semelhante ao do ALP redocado, estando de acordo com
0 RMSD indicado na Tabela 4. Na mesma imagem é possivel observar ainda uma pequena
diferenca entre os ligantes em relacdo a posicdo do grupamento &cido ligado diretamente ao
anel de cinco membros. Isto ocorre devido a pequenas variagdes na posi¢ao espacial, visto que

o carbono que liga o grupo ao anel é sp® e, portanto, a ligacdo possui livre rotacso.

Figura 21: Redocking do 4YQOU

Fonte: Autoria (2020).

Para a f-lactamase de espectro estendido (ESBL) representada pelo codigo 11YO, a
redocagem pode ser encontrada na Figura 22 para o seu ligante co-cristalizado cefatoxime
(CTX). Possuindo, igualmente ao caso anterior RMSD inferior a 2,0 A como indica a Tabela 4.
A cefatoxime (CTX) pode ser compreendida como um antibidtico B-lactdmico de amplo
espectro, por possui relativamente baixa toxicidade e seu consumo em larga escala pode

produzir bactérias e genes resistentes. (DOU et al., 2020).
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Figura 22: Redocking do 11YO.

Fonte: Autoria (2020).

E possivel observar uma semelhanca espacial entre o ligante co-cristalizado com a
estrutura do ESBL (representado em azul) e a estrutura apds realizado o procedimento do
redocking (estrutura cinza). Apesar de semelhantes hd algumas variagdes, isto se deve
principalmente a quantidade de ligacdes rotaveis que implicam em ligeiras mudancas espaciais.
O modelo computacional, apesar de eficiente em suas previsfes, possui limitacbes que

necessitam ser cuidadosamente avaliadas para cada ligante.

O ligante co-cristalizado com o 3MTE, sob o c6digo SAM, pode ser encontrado pelo
nome de S-adenosilmetionina que € um cofator enzimatico envolvido na transferéncia de grupos
metila que faz parte das vias metabdlicas de transmetilacdo, transulfuracdo e aminopropilacédo
(LAURINO; TAWFIK, 2017). Na Figura 23 podem ser observadas a molécula encontrada e
isolada originalmente do arquivo PDB (cinza) e o redocking (em azul). O valor encontrado para
0 RMSD foi de 0,81 A, sendo o menor valor encontrado para a referente molécula, os valores

para AG e Ki foram de -6,17 Kcal.mol™ e 29,99 nM respectivamente.
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Figura 23: Redocking do 3MTE.

Fonte: Autoria (2020).

Para a macromolécula encontrada sob o codigo 3MZE no PDB encontrou-se o ligante co-
cristalizado 1QL de nomenclatura IUPAC (2R)-5-[(carbamoyloxy)methyl]-2-{(1S)-1-
methoxy-2-oxo-1-[(thiophen-2-ylacetyl)amino]ethyl}-3,6-dihydro-2H-1,3thiazine4carboxylic
acid. Neste redocking obteve-se um RMSD de 1,98 A de forma a aproximar-se do valor limite
de 2,0 A, isto se deve principalmente a maior liberdade conformacional do ligante.

Figura 24: Redocking do 3MZE

Fonte: Autoria (2020).

5.2.1.1 Docking molecular da interagédo com a macromolécula 4YOU

As doze moléculas propostas foram submetidas a docagem molecular, sendo suas
interacOes testadas para a Oxacilinase (encontrada sob o cdigo 4YOU no PDB) e os resultados
para cada uma delas e para o redocking do ligante co-cristalizado (ALP) inseridos na Tabela 5,
assim como os valores para suas constantes de inibigcdo estimadas. Levou-se em consideragédo
os resultados de Energia Livre de Ligagdo (Kcal.mol™), sendo mais favoravel a interagio entre

enzima e ligante quanto mais negativo for este valor. A Constante de Afinidade (Ki) (nM)
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também indica uma maior afinidade do ligante a estrutura cristalografica quando seu valor €

diminuto.

Tabela 5: Docking molecular para as estruturas propostas e a enzima Oxacilinase representada pelo cédigo 4YO0U,

os melhores resultados estdo destacados em negrito.

- Energia Livre de Ligacdo (AG) Constante de Inibicdo Estimada (Ki)
odigo

(Kcal.mol?) (nM)
AL-01 -5,96 42,46
AL-02 -6,27 25,23
AL-15 -6,07 35,55
APB-01 -7,69 2,32
APB-02 -7,76 2,06
APB-03 -7,59 2,75
APC-01 -6,43 19,46
APM-01 -5,80 56,22
APM-02 -5,95 43,5
APM-03 -5,72 64,04
EE-03 -6,38 21,11
EE-06 -6,04 37,6
ALP -5,11 179,28

Fonte: Autoria (2020).

Analisando a Tabela 5, é possivel observar que todos os valores obtidos para a energia
livre das moléculas propostas apresentaram resultados mais favoraveis em relacdo ao ligante
ALP, sendo os melhores resultados apontados para a série APB. Estes valores para a interagdo

dos compostos com o0 alvo possuem também constantes de inibigdo (Ki) inferiores ao do ALP.

As energias livres apontam uma maior influéncia da funcéo benzilox em relagdo ao éster,
amida e nitrila, ou seja, determina as melhores interacbes com os alvos visto que a porcao

benzilideno ndo tem efetiva influéncia nas interagcdes. Quando se observa do ponto de vista do
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substituinte para cada série individualmente seus valores ndo divergem entre si, portanto sua
influéncia de acordo com os resultados de docking sdo reduzidos. Esta afirmacdo pode ser
melhor visualizada no Grafico 2 em que sdo implantadas as energias livres e comparadas as

séries e substituintes concomitantemente.

De acordo com sua semelhanca estrutural as moléculas APC-01 (n&o substituido), EE-03
(substituinte 4-Cl) e EE-06 (substituinte 4-OCHs3) estdo aqui discutidos como membro do

mesma série ou familia de compostos.

Gréfico 2: Comparacdo das energias livres para os compostos docados.

0
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AL APB APC APM
—o—Na3o substituido  -5,96 -7,69 -6,43 -5,8
4-Cloro -6,27 -71,76 -6,38 -5,95
4-Metoxi -6,07 -7,59 -6,04 -5,72

Fonte: Autoria (2020).

Apesar dos substituintes ndo influenciarem significativamente a estrutura das moléculas
docadas apresentaram diferencgas de energia, as estruturas fornecidas para este estudo e sua
interacdo com o alvo séo de grande relevancia para entender esta diferenca de energia entre
eles. Os resultados obtidos estdo inseridos no Quadro 2 com os residuos apresentados para cada
uma delas sendo indicada o tipo de sua interacdo e a distancia expressa em A. Esta importante
correlagéo auxilia no estudo da relacdo estrutura-atividade por meio da indicagéo de pontos de
interacdo comuns, norteando os principais pontos que uma molécula deve possuir para ter

excelentes resultados.

Os compostos das séries APB e APM situam-se em extremos opostos o que reforca a
funcdo benzilox como primordial para a reducao energética da interacdo, ao avaliar os tipos de
interacOes que ocorrem entre estes e os residuos que sdo indicados no Quadro 2 pode-se notar

prevalecimento de interacdes do tipo hidrofébicas para os compostos APB possuindo relacéo
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com sitio de igual caracteristica. Estas sdo de suma importancia para 0 reconhecimento

intermolecular, isto ocorre devido ao envolvimento com as etapas iniciais de ligacdo a outras

moléculas, assim uma superficie hidrofobica otimiza o processo de interacdo. As ligacGes de

hidrogénio (hidrofilica) por outro lado séo proximas, e devido a sua forca melhoram os valores

de AG. As moléculas da série APM apresentam interacdes do tipo hidrofébicas e hidrofilicas

sendo a primeira de maior distancia entre elas e os residuos o que gera um desfavorecimento

em relacdo as demais.

Quadro 2: Intera¢do dos compostos com os residuos de aminoéacido presente na macromolécula de codigo 4Y0OU

e suas devidas interagdes. A distancia indicada em A.

MET
225

Legenda:

TRP | ALA | SER | ALA | ARG | KCX
223 | 82 | 130 | 226 | 263 | 86

TRP
117

PHE
114

SER
221

VAL
132

LYS
220

LEU | SER
170 | 83
3,29

2,84 3,48

Carga atrativa

- 7~ doador de par de elétrons
Ligagdo carbono hidrogénio
-G
n-par de elétrons

n-Alquil

Ligagdo de Hidrogénio
n-Enxofre

Alquil
Desfavoravel doador-doador

Fonte: Autoria (2020).
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Como se pode observar na Figura 25, as moléculas da série APB apresentam interacdes
com os residuos dos aminoécidos LEU170 (n-c), ALA82 (n-Alquil), MET225 (n-doador de
ligacdo de hidrogénio) sendo estas em comum para esta série. Além desta, ha relacdo entre o
APB-01 e os residuos de SER83 (ligacao de hidrogénio), SER130 (ligacao carbono hidrogénio)
e TRP223 (n-par de elétrons). Os residuos se repetem para 0 APB-02 que apresentam além
destes 0 TRP223 e ALA226, com interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio e de forma
desfavoravel um aceptor-aceptor para o primeiro, e para o segundo n-Alquil. Para finalizar esta
série, 0 APB-03 apresenta os residuos de SER130 (n-Doador de ligacdo de hidrogénio),
ALA226 (n-Alquil), SER221 (ligagdo de hidrogénio), ARG263 (ligagdo de hidrogénio). Na
Figura 25 podem ser observadas as interacdes com 0s residuos e seus respectivos tipo, bem

como sua relacdo com a molécula analisada.

Figura 25: Interaces das moléculas APB-01, APB-02 e APB-03 com os residuos de aminoécidos da

macromolécula 4YQOU.
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ALA
AR
Interacoes
I Ligacio de Hidrogénio n-Par de elétrons
[ m-Alquil B Destavoravel Aceptor-Aceptor
[ ] Ligagio Carbono Hidrogénio
B -

| m-Doador de lizacdo de Hidrogénio
Fonte: Autoria (2020).
Dentre os substituintes da serie APB 0 Unico que se observou a presenca de interacdes

adicionais foi a metoxila com a ARG263 e SER221 por meio de ligagdes de hidrogénio, que

apesar de serem fortes e estarem a uma distancia favoravel apresentou o maior valor para a
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energia livre entre 0s compostos promissores. Essa pequena diferenca entre os substituintes
hidrogénio, cloro e metoxila sdo decorrentes das posi¢Oes de encaixe da molécula no alvo
podendo ter sido menos favoravel para o APB-03 devido ao tipo de interacdo hidrofilica em

detrimento de uma macromolécula de sitio com caracteristicas hidrofébicas.

A série APB pode ter obtido melhores resultados por se tratar de moléculas
estruturalmente grandes promovendo assim uma maior area de contato com o alvo em
detrimento do ALP que se trata de uma estrutura pequena e sem grandes restricOes
conformacionais. Além disso, 0s anéis aromaticos presentes em quaisquer estruturas
apresentam um maior nimero de interagdes com 0s aminoacidos que outras partes da molécula

0 que favorece os APBs que possui as funcdes benzilox e benzilideno.

Para as moléculas apresentadas houve a presenca de um a trés residuo em comum com o
ligante co-cristalizado sendo encontrados os residuos: KCX86 interagindo por meio de ligacdo
carbono hidrogénio com o carbono sp?; SER83 com a ligagdo de hidrogénio sendo efetuada em
dois pontos da molécula, o oxigénio e o nitrogénio; ARG263 e LY S220 que se relacionam com
a porcao acida ligada ao anel de cinco membros por meio de atracdo de carga e ligacdo de
hidrogénio; PHE114 e TRP117 interagindo por meio de n-Enxofre; MET225 com a interagéo
hidrofobica m-Alquil; e TRP223 com ligagdes de hidrogénio. Na Figura 26 pode-se observar as

interacdes dos residuos de aminoacido com o ligante co-cristalizado.

Figura 26: Residuos de amino&cidos e suas respectivas interagbes com a molécula co-cristalizada, ALP.
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Fonte: Autoria (2020).
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As demais representacdes das interagdes com os residuos de aminoécidos referentes ao
modelo bidimensional para o estudo de docking molecular com a macromolécula 4Y0U podem

ser encontrados no Apéndice.

5.2.2 Docking molecular da interagdo com a macromolécula 11YO

Além dos testes realizados com a Oxacilinase (4Y0U) as moléculas foram submetidas a
testes com a ESBL encontrada sob o codigo 11YO no Protein Data Bank, os valores
encontrados para a energia livre de ligacao (AG) e para a constante de inibi¢ao estimada (Ki)

estdo submetidos na Tabela 6.

Tabela 6: Docking molecular para as estruturas propostas e a enzima ESBL representada pelo codigo 11YO, os

melhores resultados estdo destacados em negrito.

Energia Livre de Ligacdo (AG) Constante de Inibi¢éo Estimada (Ki)

Cddigo
(Kcal.molt) (nM)
AL-01 -5,28 134,52
AL-02 -5,68 68,42
AL-15 -5,47 97,88
APB-01 -7,25 4,84
APB-02 -7,51 3,12
APB-03 -7,26 4,76
APC-01 -5,46 99,49
APM-01 -5,19 157,26
APM-02 -5,51 92,04
APM-03 -5,19 155,60
EE-03 -5,89 47,85
EE-06 -5,64 73,84
Cefotaxime -7,02 7,12

Fonte: Autoria (2020).
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No estudo realizado observou-se que apesar da Cefotaxime apresentar melhor afinidade
com o alvo em relagdo a maior parte dos compostos, a serie APB se destaca por sua diminuta
energia livre além disso, seu Ki possui valor favoravel em relacdo aos compostos planejados.
Apesar dos demais compostos possuirem um AG menos negativo que esta série e a Cefotaxime
seus valores podem ser considerados vidveis para a utilizacdo destes como possiveis inibidores
da citada enzima, visto que outros fatores devem ser considerados como a predicdo

farmacocinética.

De acordo com os resultados inseridos na Tabela 5 e Tabela 6, as moléculas que
apresentaram menor energia livre foram as da série APB indicando um favorecimento destas
em relagdo as demais como candidatos a inibigdo das B-lactamases testadas (Oxacilinase e
ESBL). Apesar da pouca diferenca entre os valores energéticos de mesma série para 0S
substituintes, os que continham Cloro obtiveram melhores resultados de AG como pode ser

observado no Gréfico 3.

Gréfico 3: Comparagdo das energias livres para os compostos docados.
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Fonte: Autoria (2020).

E possivel observar a predominancia das interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio em
todas as moléculas do estudo sendo no ligante co-cristalizado a de maior quantidade, indicando
que diferente do docking anterior este alvo possui carater do sitio ativo mais hidrofilico. Os
compostos da série APB apresentam além de ligagdo de hidrogénio as do tipo n-doador de pares

de elétrons de forma semelhante ao CFX.
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A interacdo é mais forte quanto menor for a distancia entre a molécula e o residuo de
aminoacido presentes. Desta maneira, ao comparar as interacbes do ASN170, ASN132,
SER237 e SER 130, que os compostos AL-01 e APB-01 (compostos ndo substituidos) tém em
comum percebe-se uma pequena diferenca que favorece o APB-01. Essa maior aproximacéo
frente aos residuos o proporciona uma energia mais negativa, favorecendo sua interacdo. O
Quadro 3 indica as interacOes respectivas das moléculas propostas e os residuos de aminoécido
do sitio ativo do 11YO.



76

Quadro 3: Interacdo dos compostos com os residuos de aminoacido presente na macromolécula de codigo 11YO

e suas devidas interagdes. A distancia indicada em A.

ASN | ASN | SER

Legenda:

Carga atrativa

Ligacéo de Hidrogénio
n-cation

© -Enxofre

n-alquil

Desfavoravel doador-doador

-6

- n-doador de par de elétrons

Ligacdo carbono-hidrogénio

Desfavoravel aceptor-aceptor
Fonte: Autoria (2020).

As moléculas APB apresentaram-se como tendo os melhores resultados de AG ¢ Ki sendo
apontado em comum dois residuos, 0 ASN132 e SER130, além destes o APB-01 apresentou 0
ASN170 e 0 SER237. Para 0 APB-02 mais dois além dos comuns puderam ser encontrados
sendo eles 0 ASN104 e SER70. Por fim a molécula APB-03 apresentou trés residuos adicionais,
ASN170, ASN132, ASN104 e SER170. A Figura 27 indica as interacbes em comum para 0
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presente estudo de docking relativos as moléculas que apresentaram melhor interacdo com o

alvo 11YO e a Cefatoxime.

Figura 27: Residuos de aminoacido do alvo 11'YO e suas respectivas interagdes com as moléculas APB-01, APB-
02 e APB-03.
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Interacdes

I Ligagao de Hidrogénio
[ | a-Doador de ligacdo de Hidrogénio

Fonte: Autoria (2020).

Os substituintes das moléculas ndo apresentaram diretamente uma interacdo com residuos
de aminoacidos, porém deslocaram as interacdes para lados opostos quando comparado o APB-
02 com APB-03 sendo as SER70 e SER130 mantendo-se em comum. O APB-01 ndo apresentou
interaces com o residuo SER70 sendo este substituido pelo SER237 formando uma angulacéo
(residuo- elétrons ) maior que os demais, implicando em uma maior distancia e energia menos

favoravel.

Em acréscimo, é notério uma predominancia nas interacdes hidrofilicas para 0s
compostos apresentados no Quadro 3, ndo obstante os melhores compostos (APBs) para esta
macromolécula apresentaram intera¢Ges intermoleculares do tipo ligagdo de hidrogénio e =n-
doador de ligacdo de hidrogénio. O envolvimento destas interagdes mais fortes e uma maior

area de contato dos compostos com o alvo favorecem os resultados promissores para a série.
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De acordo com os resultados de docking para as interacGes relativas ao processo de
redocking do ligante co-cristalizado as intera¢des séo realizadas via ligacdo de hidrogénio com
os residuos de aminoacido ASN170, ASN132, LYS73, SER 130, THR235; por meio das
ligacGes carbono hidrogénio e n- doador de ligacdo de hidrogénio com GLY?238, SER237 e
GLY236; apresenta para a LYS234 tanto cargas atrativas quanto ligacdo de hidrogénio; com o
TYR105 uma relagdo do tipo n-Enxofre e para o ASP240 uma interagdo desfavoravel que
ocorre entre o nitrogénio e 0 ASP 240. Alguns destes residuos podem ser observados para as

moléculas que obtiveram resultados mais promissores neste estudo in silico.
Figura 28: Interacdo da Cefotaxime com a macromolécula 11YO.
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Ligacéo de Hidrogénio B Desfavoravel Doador-Doador

m-Doador de ligacdo de Hidrogénio n-Enxofre
Ligacio Carbono Hidrogénio Carga atrativa

Fonte: Autoria (2020).

O CFX apresentou em comum com as moléculas apresentadas boa parte das interacdes
intermoleculares com os residuos de aminoacido, principalmente devido a este apresentar
tamanho estrutural semelhante aos APBs, sendo sua maioria com o0s: ASN170, ASN132,
SER237 e SER130. Ndo sendo observados os residuos LYS73, THR235, GLY238 e ASP240

em comum com nenhum dos compostos docados.

5.2.3 Docking molecular da interacdo com a macromolécula 3SMZE

Um grupo de proteinas que esta intimamente relacionada com o mecanismo de agdo dos
B-lactdmicos é a Penicillin Binding Protein (PBP) pois, ao ligar-se a ela promove a inibicéo
sintética da parede celular bacteriana (CASTANHEIRA et al., 2020). Deste modo, o propésito

do docking molecular para esta enzima direciona-se para a investigacdo da capacidade dos
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compostos em exercer, além da fungdo de adjuvante, uma potencializacdo do efeito

farmacoldgico relativo ao antibiotico.

A estrutura cristalografica da PBP, uma traspeptidase extraida da E. coli, pode ser
encontrada sob o cédigo 3MZE e foi utilizada para realizar o docking molecular das doze
moléculas propostas. Os resultados obtidos para cada uma destas moléculas e para o redocking
do ligante co-cristalizado de nome IUPAC (2R)-5-[(carbamoyloxy)methyl]-2-{(1S)-1-
methoxy-2-o0xo-1-[(thiophen-2-ylacetyl)amino]ethyl}-3,6-dihydro-2H-1,3thiazine4carboxylic
acid (codigo: 1QL) estdo dispostos na Tabela 7, encontra-se os valores para a energia livre de
ligacdo (Kcal.mol?) e constante de inibigdo estimada (nM).

Tabela 7: Docking molecular para as estruturas propostas e a transpeptidase PBP representada pelo cédigo 3AMZE,

os melhores resultados estdo destacados em negrito.

Energia Livre de Ligacdo (AG) Constante de Inibi¢cdo Estimada (Ki)

Cadigo

(Kcal.mol?) (nM)

AL-01 -5,62 76,36
AL-02 -5,85 51,77
AL-15 -5,71 65,69
APB-01 -7,23 5,02
APB-02 -7,13 5,97
APB-03 -7,00 7,38
APC-01 -5,58 81,78
APM-01 -5,18 159,72
APM-02 -5,65 72,32
APM-03 -5,30 130,69
EE-03 -6,00 40,26
EE-06 -5,79 57,18
QL -5,69 67,69

Fonte: Autoria (2020).
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Dentre as moléculas analisadas apenas a série APM e o AL-01 apresentaram valores de
AG menos negativos em relacdo ao redocking do ligante co-cristalizado. Nota-se um acentuado
decréscimo nos valores de AG para os compostos da série APB, sendo novamente 0s mais
promissores energeticamente as interaces com os residuos de aminoacido para esta Ultima
contempla majoritariamente a porc¢ao benzilox que demonstra ser uma porcao importante frente
a enzima. Ao avaliar os valores para a constante de inibicdo estimada (Ki) observa-se valores
abaixo para a série APB, principalmente para a molécula ndo substituida. O Gréafico 4 apresenta

a comparacao do AG entre as séries € Seus componentes.

Gréfico 4: Comparacgdo da energia livre de ligagéo para os compostos docados.

ENERGIA LIVRE
IN

\
7 ¢
-8
AL APB APC APM
—e—Nao Substituido  -5,62 -7,23 -5,58 -5,18
4-Cloro -5,85 -7,13 -6 -5,65
4-Metoxi -5,71 -7 -5,79 -5,3

Fonte: Autoria (2020).

Observando os substituintes para cada série os 4-Cl prevalecem em detrimento dos
demais, essa diferenca energética chega a ser de 0,47 Kcal.mol™ para o extremo superior entre
0 APM-01 e APM-02. No quesito substituinte, os APBs mostraram-se como uma excec¢ao no
gual o composto ndo substituido (APB-01) apresenta valores mais negativos. Semelhantemente
aos resultados anteriores, a diferenca energética entre familia ndo é significante, devendo ser
utilizados outros testes (in vitro e in vivo) para manter, descartar ou seguir caminho pela arvore

de deciséo de Topliss.

No Quadro 4 podem ser encontradas as interagcdes entre 0S Compostos com 0s respectivos
residuos de aminodcidos da PBP, seu tipo (representado esquema de cores) e distAncia em A.

Apesar de serem diversificada a lipofilicidade das interagdes, sua maioria compreende as
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ligacBes de hidrogénio (hidrofilico) e estas sdo ainda mais proximas quando comparado as do

tipo alquil e =-alquil.

Quadro 4: Interagao dos compostos com os residuos de aminoacido presente na macromolécula de cédigo 3MZE.

A distancia indicada em A.

- Ligacéo de hidrogénio

Ligacéo carbono hidrogénio
n-cétion

n-alquil

Alquil

n-doador de ligagdo de hidrogénio
-0

n-n Formato T

n-par de elétrons

Carga atrativa
Fonte: Autoria (2020).

HIS [ LYS
SER | SER | LYS ALA | LEU | ASN | HIS 151 | 213
2,85
1QL 3,22 3,25 5,17
Legenda:

O APB-01 apresentou ligacdo de hidrogénio com os residuos de LYS47, SER87 e

ASN112 com as distancias de 3,03; 2,98; € 2,71 A respectivamente. Essa proximidade e a forga

que este tipo de interacdo confere proporciona a esta molécula uma energia mais baixa de
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ligacdo em relagcdo ao APB-02 que possui o mesmo tipo para a SER87 (3,25 Z\) e ARG198
(3,27 € 2,90 A) e a0 APB-03 com o ARG248 (2,78 A) e ASN112 (2,92 A).

Ao comparar 0 APB-02 com o APB-03, é perceptivel uma maior quantidade de residuos
interagindo com este ultimo, entretanto o de substituinte 4-C1 possui um AG levemente mais
favoravel (diferenca de 0,13 Kcal.mol™). Isto pode ser explicado através da conformacéo que
cada uma destas moléculas adquire quando realizado o docking molecular, como pode ser
observado na Figura 29 o APB-02 esta organizado de forma linear com os dois anéis aromaticos

em diregOes extremamente opostas.

Figura 29: Interagdes das moléculas APB-01, APB-02 e APB-03.
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Fonte: Autoria (2020).

As interagdes para o ligante co-cristalizado 1QL (Figura 29) sdo semelhantes as
encontradas para 0s compostos bem como compartilham os principais residuos como a SER44,
SER87, ARG248, ARG198, HIS216, LYS47, ALA43 e LEU153 apenas a LYS213 ndo



83

interagiu com as moléculas candidatas. Apesar de possuir uma boa quantidade de interagdes
estas sdo mais distantes em comparagdo com as ja analisadas, variando de 3,22 a 5,17 A, o que

implica em uma menor efetividade para a forca de atracao.

Figura 30: Interacdo do 1QL com a macromolécula 3MZE.
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Fonte: Autoria (2020).

5.2.4 Docking molecular da interacdo com a macromolécula SMTE

A macromolécula encontrada sob o cédigo 3SMTE no Protein Data Bank se trata da
metiltransferase 16S rRNA. Os antibi6ticos aminoglicosideos podem tratar de infec¢des graves
causadas por bactérias Gram negativas e positivas quando administrado em conjunto com as [3-
lactamases (WANGKHEIMAYUM et al., 2017). Boa parte destes antibiéticos séo direcionados
para ligar-se & decodificacdo do local aminoacil-tRNA do 16S rRNA, como consequéncia
interferem no crescimento microbiano através do bloqueio da sintese de proteinas (VINAL;
CONN, 2017). Assim, a analise de docking molecular frente a esta proteina direciona 0s

compostos para a inibi¢do da sintese proteica.

Na Tabela 8 encontram-se os resultados de energia livre de ligacdo e constante de inibicdo
estimada para as interagdes das estruturas propostas com a metiltransferase 16S rRNA de
cédigo 3BMTE no PDB.
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Tabela 8: Docking molecular para as estruturas propostas e a metiltransferase 16S rRNA representada pelo cédigo

3MTE, os melhores resultados estdo destacados em negrito.

Energia Livre de Ligacdo (AG)

Constante de Inibicdo Estimada (Ki)

Cadigo

(Kcal.mol?) (nM)

AL-01 -6,58 15,05

AL-02 -7,04 6,88
AL-15 -6,72 11,82
APB-01 -8,38 725,55
APB-02 -8,96 270,19
APB-03 -8,64 464,53
APC-01 -6,61 14,17

APM-01 -6,30 24,1
APM-02 -6,74 11,56
APM-03 -6,36 21,77
EE-03 -6,81 10,26
EE-06 -6,65 13,39
SAM -6,17 29,99

Fonte: Autoria (2020).

A partir dos resultados expostos, observou-se um AG de -6,17 Kcal.mol™? para o ligante

co-cristalizado (SAM) e Ki de 29,99 nM, sendo esta energeticamente desfavoravel quando

comparado a quaisquer das moléculas aqui estudadas. A série APB aparece novamente como a

de energia mais promissora, entretanto possui Ki bastante elevado quando comparado com 0s

demais. Isso indica que apesar de encaixar-se com facilidade no sitio ativo, 0s APBs néo se

manteriam alocados na proteina com eficiéncia, ou seja, uma concentracdo baixa destas se

manteriam complexadas. E valido ressaltar que no docking molecular as estruturas séo inseridas

como uma peca de quebra-cabegas sem que haja uma reacdo, portanto ndo é considerada a

formacéo de ligacéo covalente para este caso.
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A energia livre de ligacdo para cada uma das séries pode ser comparada, onde, no Gréfico
5 0s AG (Kcal.mol™) estdo dispostos. Apesar dos substituintes 4-Cl se sobressairem para cada
uma das séries igualmente aos resultados dos alvos anteriores, a diferenca de energia parece
influenciar pouco mais acentuadamente, chegando a 0,58 Kcal.mol* do APB-01 para 0 APB-
02. As energias dos néo substituidos e 4-OCHz néo se distanciam entre si de modo que a menor
diferenca chega a ser de 0,04 Kcal.mol™ entre o APC-01 e EE-06.

Grafico 5: Comparacdo da energia livre de ligagdo para os compostos docados.
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Fonte: Autoria (2020).

O Quadro 5 indica os residuos de aminoacidos do 3BMTE que interagem com as moléculas
estudadas, sendo o tipo dado em esquema de cores e a distancia indicada em A. Os aspectos
gerais apontam para uma maior diversidade e mais de uma interagdo para alguns dos residuos,
como o TRP107, LEU110, PRO56, ASP55 e ASP30. A presenca de duas ou mais interagoes
intermoleculares promove uma diminuicdo energética quando atrativas e um aumento para as

desfavoraveis.
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Quadro 5: Interagdo dos compostos com os residuos de aminodcido presente na macromolécula de c6digo SMTE

¢ suas devidas interagdes. A distancia indicada em A.

Legenda:

Ligacéo de hidrogénio
Ligacéo carbono hidrogénio
Carga atrativa

Pi-alquil

Alquil

Empilhamento Pi-Pi
Pi-sigma

Pi-Pi Formato T

Pi-par de elétrons

Desfavoravel doador-doador
Fonte: Autoria (2020).

=
-
—

Os APBs demonstraram uma maior quantidade de residuos interagindo com 0s mesmos,
além disso o APB-02 apresenta mais de um tipo para o TRP107 sendo estes alquil e -z formato
T. Observava-se também para esta série uma predominéncia das interagdes hidrofdbicas,
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principalmente a do tipo n-alquil seguida da n-c, ligagdo carbono-hidrogénio e empilhamento
n-m. As interacBes das moléculas APB podem ser visualizadas na Figura 31.

Figura 31: Interacdes das moléculas APB-01, APB-02 e APB-03.
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Fonte: Autoria (2020).

E notdrio que o anel aromético presente apenas nas estruturas dos APBs possui uma
afinidade pelo sitio de ligacdo, pois sdo observados mais residuos de aminoacido nesta regido
favorecendo as regides hidrofobicas. Em comum, além do anel aromatico, o oxigénio da
carbonila interage por ligacdo de hidrogénio com o TRP107 em uma curta distancia, isto
promove uma energia mais baixa visto que este tipo é uma das mais fortes interacoes
intermoleculares. O 4-Cl do APB-02 apresenta interacdo com o residuo TRP197 o que o
diferencia dos demais da mesma série que o substituinte ndo influencia diretamente, esse fato

pode ter gerado seu AG diminuto.

Na Figura 32 pode ser visto o ligante co-cristalizado (SAM) com suas interacdes e

distancia dada em A. E possivel observar mais de uma interagdo com um residuo do 3MTE
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como o LEU110, PRO56, ASP55 e ASP30 que interagem por m-o, m-alquil, ligacdo de
hidrogénio e carga atrativa o0 que geraria uma menor energia, entretanto tem-se uma interacao

desfavoravel doador-doador relativamente proxima que dificulta a aproximacéo alvo-molécula.

Figura 32: Interacdo do SAM com a macromolécula SMTE.
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Fonte: Autoria (2020).

As estruturas planejadas apresentaram satisfatérios resultados para a energia livre de
ligacdo e constante de inibicdo para o docking molecular, a diferenca energética entre os grupos
metilenos reativos mostrou um favorecimento do grupo benzilox (APBs) em relacdo aos demais
na ordem crescente de energia os grupos amida (APCs), éster (ALS) e nitrila (APMs) havendo

uma inversdo da ordem amida-éster para o 16S rRNA.

Ao comparar os alvos de resisténcia avaliados os compostos apresentaram melhores
resultados para as oxacilinases (4YOU) e em relacdo a atividade antibacteriana foram mais
promissores para a PBP (3MZE) quando considerada a constante de inibig¢éo, entretanto indicou
uma boa energia de interacdo com o 16S rRNA (3MTE). De modo geral, as moléculas
planejadas apresentaram bons resultados para a inibi¢do das P-lactamases e para o efeito
antibacteriano analisados. Com a obtencdo de resultados favoraveis a sintese destas pode ser

realizada a fim de comprovar sua eficacia para estes parametros.
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5.3 Sintese e caracterizacao fisico-quimica
Visto que os resultados para o estudo de docking molecular apresentaram boas
correlacdes de energia dos compostos com os alvos quando comparada ao ligante co-

cristalizado a sintese dos doze puderam ser efetuadas.

5.3.1 Mecanismo reacional

O mecanismo reacional proposto para 0s compostos apresentados neste estudo segue uma
reacdo de condensagdo do tipo Knoevenagel, no qual uma reacdo envolvendo um composto
carbonilico e um contendo grupamento metileno ativo interagem formando um novo composto
que apresenta uma ligacdo dupla carbono-carbono. Conforme ilustrado pelo Esquema 4 este
tipo de reacdo ocorre em meio bésico, neste caso utilizou-se trietilamina. O esquema reacional
para a sintese com o catalisador morfolina se encontra no Apéndice. Este tipo de reacdo é
comumente empregado na sintese organica pois produz geralmente bons rendimentos
(RUPAINWAR et al., 2019).

A trietilamina na primeira etapa da reacdo abstrai um proton acido do centro metilénico
que ha no cianoacetil, formando a espécie nucleofilica I. Na segunda etapa reacional o enolato
formado ataca o carbono ligado ao oxigénio do benzaldeido monosubstituido, implicando na
formacdo do intermediario Il que apos a abstracdo do proton realizada pela hidroxila que em
seguida abstrai mais um préton do meio, abandonando a estrutura na forma de agua. Este

processo leva a oxidagéo do carbono, formando uma ligagéo dupla.

Na etapa final, com a trietilamina de volta ao seu estado inicial, seus pares de elétron
atacam o préton ligado ao mesmo carbono que o grupo ciano formando a seguir uma ligacédo

dupla, eliminando &gua para formar o carbono vinilico.
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Esquema 4: Mecanismo reacional proposto para os compostos sintetizados.
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R= H, Cl, OCH,
R'=NH,, OCH,, OCH,Ar

Fonte: Autoria (2020).

Processos como estes sdo catalisados por intermédio de bases s6lidas como as oriundas
de metais alcalinos ou bases fracas como as aminas primarias, secundarias e terciarias sob
condi¢cdes homogéneas tendo ainda a limitacdo de ndo recuperacdo do catalisador. Estudos
recentes tém mostrado que catalises com acidos de Lewis, suportes solidos amino-
funcionalizados, catalizadores organometalicos, liquidos idnicos, cations de zeolitos séo
possiveis para este fim (RAMBABU et al., 2017). Nesta condensacdo forma-se um ligacao
carbono-carbono e concomitantemente uma dupla ligagcdo, como resultado perde-se uma
molécula de agua no processo. A condensacdo de Knoevenagel geralmente leva bastante tempo
para que ocorra em solventes organicos quando aquecida e sob condi¢cfes especiais, por este
motivo a ndo utilizacdo de solventes seria a melhor forma de se trabalhar com este tipo de

reacdo, podendo fazer uso da agua para esta finalidade, porém a desidratagdo € um processo
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fundamental para a eficiéncia deste método e a adi¢do de &gua em excesso desloca o equilibrio
em favor dos compostos hidratados, retardando a reagdo (XU et al., 2017).

Este tipo de reacdo é de suma importancia para a quimica organica que € utilizada com
frequéncia para a producéo de compostos heterociclicos de significado biologico, além disso
pode servir de modelo para avaliar a atividade catalitica de novos catalisadores basicos sélidos
(SAKTHIVEL; DHAKSHINAMOORTHY, 2017). De forma a facilitar a visualizacdo dos

compostos sintetizados por meio da condensacdo de Knoevenagel, 0 Quadro 6 os apresenta bem

como 0s codigos de suas respectivas estruturas.

Quadro 6: Estrutura e cddigo dos compostos sintetizados.

Cddigo Estrutura Cddigo Estrutura
(0] (0]
AL-01 SN APC-01 N~ “NH,
CN CN
) 0
AL-02 N o™ EE-03 Q/\)L NH,
CN
(o] CN Cl
(0] (o)
AL-15 X0 EE-06 w NH,
CN CN
OCH; OCH;
o X CN
APB-01 N0 APM-01 m
CN
0
CN
APB-02 X o APM-02
CN cl CN
cl
(o)
N CN
APB-03 A 0@ APM-03 CN
oCH, CN OCH;

Fonte: Autoria (2020).
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5.3.2 Caracteristicas fisico-quimicas

Ao final da sintese de cada uma das moléculas foram realizados os célculos de
rendimento, fator de retencdo, faixa de fusdo, e a coloracdo determinadas visualmente. Para as
propriedades fisico-quimicas como o coeficiente de particdo (Log P) e peso molecular a
ferramenta ChemDraw Ultra® foi utilizada. Na Tabela 9 estas propriedades podem ser

observadas.

De maneira geral a sintese ocorreu eficientemente, pois seus rendimentos variaram de
33,06 a 100 %, sendo sua maioria acima dos 90%. Para que se pretenda utilizar destes
compostos deve-se levar em consideragdo alguns fatores explicitados pela regra de Lipinski.

O coeficiente de particdo (Log P) que para as moléculas estudadas variaram de 1,05 a 3,7,
prediz a capacidade da molécula distribuir-se nos diferentes compartimentos fisiolégicos, com
uma boa biodisponibilidade in vivo, que é de fato necessaria para que uma droga posso agir.
Este intervalo de Log P encontrado ¢ compreendido na Regra de Lipinski (Log P <5), sendo
capaz de solubilizar parcialmente em &gua e atravessar membranas biolégicas (MIKOVISKI et
al., 2019).

Outra caracteristica desta regra que permite uma melhor atividade farmacologica seria
um peso molecular inferior a 500 g.mol™, neste quesito todas as moléculas se apresentaram
promissoras, visto que as de menor peso molecular geralmente possuem uma capacidade
inibitoria enzimatica mais efetiva por esta ter uma facilidade de contato com os sitios ativos
(DOLABELA et al., 2018).

O fator de retencdo (Rf) variaram de 0,37 a 0,83, como 0s compostos apresentam
diferentes lipofilias para que fosse possivel observar um Rf mais centralizado, utilizou-se de
diferentes proporcoes de Hexano e Acetato de Etila e até mesmo do solvente puro (Hexano)
como eluente para determinar cada uma delas. As proporcdes pertinentes a este ensaio foram
9:1, 7:3, 6:4 (Hexano/Acetato de Etila) e Hexano puro.

As propriedades organolépticas como a cor tem grande importancia, pois do ponto de
vista da reprodutibilidade do experimento que igualmente ao fator de retencédo influenciaria

para o caso de ndo ter um composto padrdo para a analise em CCD.

A faixa de fusdo permite identificar uma possivel pureza dos compostos sintetizados, para
as moléculas estudadas houve uma variagédo (temperatura final reduzida da inicial) de 1 a 3 °C,

sendo considerada uma diferenga que indica uma pureza plausivel.



Tabela 9: Propriedades fisico-quimicas dos compostos.
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o ) Log P.M.
Cddigo  Rendi. (%) F.R. F. M. F.F. (°C) Cor
(g/mol)
AL-01 75,77 243 0,80° 201,08 C12H11NO2 52~53 Bege
AL-02 100 299 0,83" 235,04 C12H10CINO,  80~82 Amarelo
AL-15 71,63 2,30 0,40° 231,09 C13H13NO3 101~103 Alaranjado
APB-
o1 76,85 3,82 0,372 263,09 C17H13NO2 79-80 Branco
APB-
02 99,94 438 0,422 297,06 C17H12CINO,  148~149 Branco
APB- Amarelo
88,95 3,7 0,429 29311 C18H15NO3 81~82
03 Claro
APC-

o1 33,06 1,18 0,65° 172,06 C10HsN20O 119-120 Pérola
APM-

o1 50,64 23 0,562 154,05 C10HsN> 84-85 Amarelo
APM-

- 71,58 286 0,622 188,01 C10H5CIN> 154~156 Creme
APM- Amarelo
91,56 2,18 0,57° 184,06 CuiHsN2O  124~125
03 claro
EE-03 60,50 1,66 0,92° 206,02 C1oH7CIN,O  183~184 Bege
EE-06 78,50 1,05 0,65° 202,07 C11H10N2O2  226~229 Marrom

Legenda: Rendi — Rendimento; F. R. — Fator de Reten¢do; P. M. — Peso Molecular; F.M. — Férmula Molecular;

F.F. — Faixa de Fusdo; Log P — Coeficiente de Parti¢do; a - sistema 9:1 Hexano/Acetato de Etila; b - sistema 7:3

Hexano/Acetato de Etila; ¢ - sistema 6:4 Hexano/Acetato de Etila e d - sistema Hexano.

Fonte: Autoria (2020).

Os compostos sintetizados puderam ser submetidos a testes de solubilidade aparente

sendo seus resultados observaveis no Quadro 7 a fim de encontrar os melhores solventes para



94

evitar problemas relacionados a entupimento dos capilares de equipamentos para
caracterizacdo. Analisou-se a solubilidade em diferentes solventes, comumente utilizados em
sintese e ensaios espectroscopicos. Visto que os compostos foram precipitados em meio aquoso

ndo houve a necessidade de testa-las para agua.

Quadro 7: Solubilidade dos compostos sintetizados.

Cadigo AceEt:tIZ e Acetonitrila  Cloroférmio DMSO Metanol

AL-01 S S S S |

AL-02 S S S S |

AL-15 S S S S |
APB-01 S S S S |
APB-02 S S S S |
APB-03 S S S S |
APC-01 S S S S |
APM-01 S S S S |
APM-02 S S S S |
APM-03 S S S S |

EE-03 S S I S |

EE-06 S S I S |

Legenda: S — Solavel; PS — Parcialmente Soltvel; | — Insoltvel; DMSO — Dimetilsulféxido.

Fonte: Autoria (2020).

5.4 Caracterizacgao estrutural
5.4.1 Ressonancia Magnética Nuclear
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A Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) € um método largamente escolhido para a
caracterizagdo estrutural de compostos organicos, isto se deve a sua preciséo e alta resolucéo
de campos magnéticos altos (maiores que 0,1 T) (GRISI et al., 2019).

Tratando-se de uma técnica espectroscopica de absor¢éo, o espectro de RMN se forma ao
incidir radiagdo eletromagnética & uma amostra, a absorvendo na regido de radiofrequéncia em
uma frequéncia caracteristica da estrutura do composto em funcédo de determinados nucleos da

molécula, enfatizando os de hidrogénio e carbono (LIU et al., 2019).

54.1.1 RMN H
O RMN H forneceu importantes informagdes relativas ao perfil quimico dos hidrogénios
presentes nos compostos sintetizados e caracterizados, permitindo a elucidacéo estrutural das

moléculas pela identificacdo dos seus deslocamentos quimicos.

Devido a pandemia do COVID-19, apenas as estruturas de cinco dos doze compostos
sintetizados puderam ser elucidadas atraves dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN !H) e Carbono 13 (RMN *3C). Os valores pertinentes ao deslocamento
quimico (8) (ppm) e constantes de acoplamento (J) dos espectros de RMN *H podem ser
encontrados na Tabela 10 em que a Figura 33 indica a numeracao dos hidrogénios, nesta foram
verificados os valores caracteristicos para os grupos esperados. Os espectros obtidos com os
dados tabelados e estrutura para os compostos estdo explicitados nos apéndices com seus
principais picos destacados.

Figura 33: Numeracgéo dos hidrogénios para as estruturas.

AL-01 AL-02 APC-01
21 O
1 6 9 4 o 13 Q 14 g 18
2 N 0/\8 1 X 0/\15 X ;|2|-|2
CN
3 5 CN cl 12 CN 18 T 20
4 1
APM-02 EE-06
APM-01
29 34 o)
23 28 30 CN 36 35 40
24 ~CN N X7~ "NH,
CN CN 41
95 27 CN H3CO 33 HCO 39
31 32 38
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Tabela 10: Resultado da anélise por RMN de *H dos compostos sintetizados, utilizando como solvente 0 DMSO

deuterado.

Cadigo H Deslocamento quimico (8) (ppm)
1 8,06 (d, J=7,6 Hz, 2H)
2 7,60 (t, J=7,9 Hz, 2H)
3 7,65 (t,J=7,9 Hz, 1H)

AL-01 4 7,60 (t, J=7,9 Hz, 2H)
5 8,06 (d, J=7,6 Hz, 2H)
6 8,41 (s, 1H)
7 4,33 (q, J=7,1, 2H)
8 1,31 (t, J=7,1 Hz, 3H)
9 8,07 (d, J=8,4 Hz, 2H)
10 7,68 (d, J=8,5 Hz, 2H)
11 7,68 (d, J=8,5 Hz, 2H)

AL-02 12 8,07 (d, J=8,4 Hz, 2H)
13 8,41 (s, 1H)
14 4,32 (g, J=7,1 Hz, 2H)
15 1,31 (t, J=7,1 Hz, 3H)
16 7,94 (d, J=5,8 Hz, 2H)
17 7,58 (m, 3H)
18 7,58 (m, 3H)

APC-01 19 7,58 (m, 3H)
20 7,94 (d, J=5,8 Hz, 2H)
21 8,19 (s, 1H)
22 7,80 (s, 2H)
23 7,96 (d, J=7,2 Hz, 2H)
24 7,63 (t, J=7,7 Hz, 2H)

APM-01 25 7,70 (t, J=7,5 Hz, 1H)
26 7,63 (t, J=7,7 Hz, 2H)
27 7,96 (d, J=7,2 Hz, 2H)
28 8,56 (s, 1H)

Continua
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29 7,97 (d, J=8,7 Hz, 2H)
30 7,18 (d, J=9,0 Hz, 2H)
31 3,89 (s, 3H)
APM-02 2 7,18 (d, J=9,0 Hz, 2H)
33 7,97 (d, J=8,7 Hz, 2H)
34 8,38 (s, 1H)
35 7,96 (d, J=8,1, 2H)
36 7,13 (d, J=8,9 Hz, 2H)
37 3,85 (s, 3H)
EE-06 38 7,13 (d, J=8,9 Hz, 2H)
39 7,96 (d, J=8,1, 2H)
40 8,12 (s, 1H)
41 7,81 (s, 1H); 7,69 (s, 1H)

Legenda: s — simpletos, d — dupleto, t — tripleto, g — quarteto, m — multipleto.
Fonte: Autoria (2020).

Nos espectros de RMN H, foram observados simpletos referentes aos hidrogénios
diretamente ligados ao carbono vinilico caracteristico da reacdo de condensacdo para as
moléculas caracterizadas onde os deslocamentos quimicos variaram de 8,11 a 8,55 ppm. Estes
sinais diagnosticos estdo fora da faixa caracteristica (que seria de 4,6 e 5,9 ppm), se deu pelo
efeito anisotropico. Com o aparecimento destes picos pode-se inferir que 0s compostos sdo
oriundos da reacdo de condensacdo de Knoevenagel como o esperado. Para a série APC
puderam ser observados picos de NH> da funcdo amida presente entre 7,68 e 7,81 ppm, que no
caso do EE-06 apresentaram-se como dois singletos distintos devido aos seus rotdmeros, em

APC-01 estes aparecerem normalmente como um unico singleto para 2H.

Os hidrogénios ligados diretamente ao carbono secundario (CH2) como na série AL-01
apresentaram-se normalmente como um quarteto, indicando o acoplamento com trés
hidrogénios em ambiente quimicos diferentes. Para os ligados a carbono primario (CH3) como
na funcdo éster dos AL presente em cada uma das séries do estudo apresentaram-se como
tripletos mais protegidos em o que variaram de 1,30 a 1,32 ppm com J variando de 7,10 a 7,12
Hz j& para os compostos metoxilados, observou-se a presenca de singletos para os trés

hidrogénios que o & variou de 3,85 a 3,88.
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Na Figura 34 apresenta-se 0 espectro que contribui para a elucidagdo estrutural da

molécula AL-01, aplicada como base para as demais estruturas de sua serie, visto que as

mudancas sdo substituicdes no aromatico as quais demonstram apenas a presenca de dois

dupletos presentes no espectro em detrimento dos dois tripletos e um dubleto dos compostos

nao substituidos.

Figura 34: RMN *H para o composto AL-01
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Fonte: Autoria (2020).

Pode-se esperar que para hidrogénios vinilicos o deslocamento quimico ocorra entre 8,0

e 8,6 ppm para todas as séries, sendo o deslocamento quimico para o caso do AL-01 de 8,41

ppm. Os hidrogénios presentes no anel aroméatico possuem constante de acoplamento (J)

proxima de 8 como o esperado para 0s acoplamentos do tipo orto, sendo apresentados dois

tripletos que representam os hidrogénios das posi¢fes para e meta em 7,65 (t, J=7,86 Hz, 1H)
e 7,60 ppm (t, J=7,86 Hz, 2H) que acoplam entre si e este ultimo com o em orto (dupleto)

(BONNOT et al., 2018).
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5.4.1.2 RMN 3C

Na continuidade da caracterizagcdo por ressonancia magnética nuclear, os espectros de
RMN 13C de cinco dos compostos sintetizados foram obtidos resultando dos deslocamentos
quimicos indicados na Tabela 11 e a numeracdo dada pela Figura 35. A realizacdo das analises
por RMN de 3C forneceram importantes informagdes quanto ao perfil dos 4&tomos de carbono
na estrutura, permitindo identificar os principais picos de absor¢do: carbonos vinilicos,
aromaticos, CH., CHsz e grupo ciano. Os resultados obtidos por meio da espectroscopia

confirmam os picos caracteristicos dos espectros de RMN H.

Figura 35: Numeracédo dos carbonos para as estruturas.

AL-01 AL-02 APC-01
17 4 1
3 CN
4 9
APM-02 EE-06
APM-01
44 45 52 55
35 41, 46 N
36 . CN 51
N HCO G 50 0 H,CO” 5
37 39 48 49
38 43

Tabela 11: Resultado da analise por RMN de 3C dos compostos sintetizados.

Cadigo T Deslocamento quimico (6) (ppm)
1339
131,8
131,3
131,8
133,9
129,8
155,6
103,1
116,1
162,2

AL-01

© 00 N o o B~ W DN -

(BN
o

Continua
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AL-02

APC-01

APM-01

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

31
32
33
34
35
36
37
38

40
41
42

62,9
14,4
132,9
130,7
138,5
130,7
132,9
130,7
154,1
103,7
115,9
162,1
62,9
14,4
130,5
129,7
132,4
129,7
130,5
132,8
151,0
107,2
116,9
163,2
131,0
130,0
134,8
130,0
131,0
131,8
162,0
82,1

Continua
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43
44

45

46

47

48

APM-03 49
50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

EE-06 61
62

63

64

65

66

1147
113,7
133,8
115, 7
124,6
56,4
115, 7
133,8
160,9
164,8
77,3
115,3
114,4
132,9
115,3
124,9
56,1
1153
132,9
163,0
150,6
103,4
117,5
163,6

Fonte: Autoria (2020).

A continuidade da caracterizacao estrutural por RMN sera realizada para o0 AL-02 a qual

apresenta picos caracteristicos de carbono aromatico de 138,5 a 129,9 ppm corroborando com

os valores indicados na literatura que seriam de 110 a 140 ppm (Figura 36). O carbono vinilico

presente em todas as estruturas sintetizadas pode ser identificado em 164,1 ppm, 0s

deslocamentos quimicos referentes a carbonila (C=0) identificado normalmente em 162,1 ppm.

Para o0 grupo ciano os sinais séo observados em 115,9 ppm e o carbono diretamente ligado a ele

em 103,7 (MELO et al., 2019).
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Figura 36: RMN 23C para o AL-02.
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Fonte: Autoria (2020).

O RMN *3C da série APM apresentou deslocamento quimico variando de 130,0 a 134,8
ppm e os carbonos insaturados diretamente ligados ao anel aromatico tinham 6 de 162,0 e 164,8
ppm para o0 APM-01 e APM-02 respectivamente sendo estes Gltimos os mais desprotegidos da
série. Os espectros da série APM apresentaram picos equiproporcionais em deslocamentos
quimicos bem proximos, 114,7 e 113,4 ppm para 0 APM-01 e 115,3 e 114,4 ppm para 0 APM-
03. Este fato se deve a ocorréncia de uma pequena desprotecdo relativa a um dos grupos, a
rigidez da ligagdo m acarreta em posicOes espaciais distintas entre 0s grupos o0 que gera esta
diferenca. O carbono insaturado ligado aos dois grupos nitrila apresentou-se como o de 6 mais
protegido, sendo este de 82,1 e 77,3 ppm para 0 ndo substituido e 0 com substituinte metoxi na

devida ordem.
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5.5 Predicdes farmacocinéticas

As predicdes farmacocinéticas in silico puderam ser realizadas para todos 0s compostos
sintetizados para prever, de acordo com a associacdo das propriedades fisico-quimicas, as
provaveis caracteristicas relativas a absorcdo, solubilidade em meio aquoso, metabolizacdo e
eliminacdo (ADME). A realizacdo deste teste é de fundamental importancia para a discusséo e
planejamento de novos farmacos, visto que suas propriedades influenciam na facilidade e forma
gue o composto podera chegar ao seu alvo, podendo contribuir de forma significativa com o
aumento da atividade biologica (TRIPATHI; GHOSH; TALAPATRA, 2019).

As caracteristicas intrinsecas de cada molécula dardo indicios da necessidade de formas
farmacéuticas, caracteristicas de solubilidade em agua, perfis de absorcdo gastrointestinais,
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, possiveis alvos biologicos e relacédo
estrutura-atividade podendo direcionar ou justificar e ensaios biol6gicos (WANG et al., 2019).
Os estudos de ADME permitem selecionar compostos promissores de forma a reduzir falhas
relacionadas a fase farmacocinética nas etapas clinicas (YOUSIF; MAHDI; RAAUF, 2019).

Estas predicGes tedricas se baseiam no druglikeness, que consiste na avaliacdo do indice
de fragmentos comuns a farmacos comerciais. O drug-score combina uma série de descritores
que incluem o préprio druglikeness, a lipofilicidade (Log P), solubilidade (Log S), massa
molecular e o risco de toxicidade, inferindo na capacidade te6rica de um composto ser um
candidato a farmaco (RAJAN; RAGI; MURALEEDHARAN, 2019).

5.5.1 Log P, Log Se Log Kp

A técnica mais utilizada para predizer os valores para o Log P consiste em utilizar
maultiplos preditores de forma a selecionar a metodologia mais precisa para uma determinada
série de compostos ou gerando uma estimativa. Apresentado do Grafico 6, dois métodos que
fundamentam as druglikeness de Lipinski e Ghose. O M Log P, metodologia de Moriguchi
(1994) e utilizada por Lipinski, considera parametros como lipofilia, ligacbes insaturadas,
hidrogénios livres, rigidez da estrutura. O W Log P criado por Wildman e Crippen (1999),

apresentou um método que acrescentou 68 parametros ajustaveis ao calculo do Log P.
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Gréfico 6: Log P dos compostos sintetizados, estudo in silico.
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Fonte: Autoria (2020).

De acordo com os critérios de druglikeness estabelecidos por Lipinski, Ghose e Egan para
os valores de W Log P (entre -0,4 e 5,6) e de M Log P (menor ou igual a 4,15) dos compostos
em estudo situaram-se na faixa desejavel. Dentre as moléculas que apresentaram menores
valores tanto para W Log P quanto para M Log P estdo o APC-01 e EE-06 apresentando 0s
valores 0,97 e 0,98 para 0 W Log P; 0,83 e 0,54 para M Log P respectivamente. Estes valores
decorrem da baixa lipofilicidade dos que possuem em sua estrutura pontos que podem atuar
como aceptores ou doadores de ligacdo de hidrogénio presentes na funcdo amida, favorecendo-
se em meio mais hidrofilico em relacdo as demais.

Dos compostos que apresentaram maior valor tem-se 0 APB-02 e APB-01 com os valores
de 3,73 € 3,08 para W Log P; 3,37 e 2,86 para M Log P respectivamente. Valores mais elevados
como estes, que ocorrem para a maior parte dos compostos sintetizados, indicam a existéncia
de um carater mais lipofilico sendo este de suma importancia para a atividade bioldgica pois
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sua absor¢do no organismo passando a promover sua eficacia. No geral, compostos que
apresentaram o substituinte 4-Cloro (AL-02, APB-02, APM-02 e EE-03) apresentaram maiores

valores para o Log P, reafirmando o carater lipofilico deste radical para seus derivados.

O Log S dos compostos puderam ser analisados frente as trés metodologias indicadas no
Gréfico 7, no método adaptado por Ali et al. (2012) se baseia na Equacdo Geral de Solubilidade,
capaz de predizer a solubilidade aquosa (Log S) para grande parte de diversos compostos
compreendendo valores de -8,48 a 1,58 (ALl et al., 2012). O método ESOL utiliza da regressao
linear ao serem analisados nove propriedades moleculares, dentre elas o Log P e 0 peso
molecular. No terceiro método (SILISCOS-IT) demonstra a correlagdo entre as duas ultimas
metodologias como sendo 0,81 para o Ali e 0,69 para o ESOL.

Gréfico 7: Valores de Log S para os compostos estudados.

0
-1
-2
-3
-4
-5
) Log S (ESOL) Log S (Ali) Log S (SILICOS-
)
AL-01 -2,65 -3,12 -3,06
AL-02 -3,24 -3,78 -3,68
AL-15 2,72 -3,29 -3,19
APB-01 -3,83 -4,3 -5,19
u APB-02 -4,42 -4,95 -5,79
u APB-03 -3,93 -4,52 5,3
= APC-01 21 -2,57 -2,16
= APM-01 -2,47 -2,81 -2,64
= APM-02 -3,06 -3,47 -3,28
= APM-03 2,41 -2,79 -2,79
= EE-03 -2,69 -3,23 -2,79
 EE-06 -2,16 -2,74 2,3

Fonte: Autoria (2020).

Similarmente ao Log P, a solubilidade aquosa (Log S) de um medicamento afeta sua
biodisponibilidade e consequentemente sua absor¢do. A metodologias tedricas adaptada por Ali
et al. (2012), tem sua capacidade averiguada por predizer 81% das solubilidades experimentais

para 1265 compostos. Um segundo método, o ESOL, que utiliza de técnicas de regressao linear
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analisando nove propriedades moleculares, consegue estimar a solubilidade a partir de sua
estrutura molecular. O SILICOS-IT desenvolveu um preditor de solubilidade em que a
correlacdo linear para este método fragmentario corrigido pelo peso molecular € R2=0,75, o que

demonstra aproximacao dos resultados tedricos e experimentais.

A solubilidade expressa em mol.L™ de compostos orgéanicos pode ser representada pelo
seu logaritmo, se tratando dos farmacos cerca de 85% deles possuem valores de Log S entre -1
e -5 existindo dificilmente valores inferiores a -6. Valores acima de -1 geralmente sdo
associados a moléculas bastante polares como agucares e pequenos peptideos e possuem baixa
permeabilidade de membrana na auséncia de transporte ativo. O intervalo ja citado para o Log
S da maioria dos farmacos € relacionada com a relacdo entre a polaridade necessaria para
razoavel solubilidade aquosa e a hidrofobicidade para a permeacdo das membranas. Os valores
de Log S para os compostos variaram de -2,10 a -5,79 indicando que 0os compostos se encontram
na faixa estimada para os farmacos em circulacdo (AVDEEF; KANSY, 2020).

Pertinente aos estudos de SwissADME outra relevante informacgédo € o coeficiente de
permeabilidade sobre a epiderme (Log Kp), os célculos sdo baseados no peso molecular e no
Log P do composto. A promocao de da permeacao dos farmacos através da pele pode melhorar
a liberacdo do farmaco a partir de preparacdes farmacéuticas transdérmicas; aumento do fluxo
através da pele ou a retencdo de farmaco nesta; e aumento da liberacdo localizada, topica ou

dos tecidos alvo através da pele.

As caracteristicas fisico-quimicas de um farmaco tém interferéncia no Log Kp, podendo
transformar por meio de modificagdo molecular um que possua fraca permeabilidade em um
pré-farmaco que permeia a pele com facilidade. Os resultados deste pardmetro para as
moléculas podem ser observados na Tabela 12, quanto mais negativo o valor do coeficiente
menor a permeac¢do do composto na pele (ELIWA et al., 2019). Para os compostos analisados
0 Log Kp apresentou-se valores entre -6,45 (EE-06) e -5,14 (APB-02) sendo considerados
diminutos e, portanto, apresentam teoricamente baixa permeacéo. Deste modo, estes compostos
podem ter efeito para o tratamento de infecgdes oculares e de uso topico como por exemplo em

feridas de diabéticos.
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Tabela 12: Valores de Log Kp.

Molécula Log Kp (cm.s™)
AL-01 5,8
AL-02 -5,56
AL-15 -6,01

APB-01 -5,38

APB-02 -5,14

APB-03 5,54

APC-01 -6,24

APM-01 -5,59

APM-02 -5,46

APM-03 -6,02
EE-03 -6,01
EE-06 -6,45

Fonte: Autoria (2020).
5.5.2 Absorcéo

No Gréafico 8, destaca-se importantes informacdes acerca da absorcdo dos compostos,
chamado de boiled-egg, este gréfico relaciona 0 WLog P (coeficiente de parti¢cdo octanol/agua
de Wildman e Crippen) com o TPSA (area de superficie polar topolégica, indicando a
polaridade) sendo direcionado o método de permeacdo para o cérebro ou intestino (TAHA;
RAAUF; ALI, 2019). Este gréfico correlaciona a capacidade de absor¢do dos compostos
sintetizados ao comparé-los com farmacos de referéncia, oferecendo informagGes relevantes
para estudos relativos a forma de administracdo, podendo tambem influenciar nos alvos

moleculares planejados para o farmaco.
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Gréfico 8: Perfil tedrico de absorcdo das moléculas sintetizadas.
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Fonte: Autoria (2020).

A érea branca do gréafico representa a probabilidade de compostos serem absorvidos pelo
trato gastrointestinal (TGI) que favorece uma possivel administracao por via oral, comumente
preferida por pacientes em contraste com a via parenteral. Na area amarela é apresentada como
a regido onde h& a maior probabilidade de a molécula permear a barreira hematoencefalica
(BHE), esta barreira atua como um obstaculo fisico obstruindo a passagem de farmacos para o

encéfalo, incluindo agentes antineoplasicos e antibioticos.

De acordo com os resultados obtido para o boiled-egg, apenas o composto APC-01 (mais
a esquerda no espaco em branco) e o EE-06 ndo conseguem atravessar a BHE, representado no
grafico como a &rea em branco. Esta caracteristica favorece a administracdo oral, forma

comumente preferivel por pacientes.

A maior parte dos compostos apresentaram-se na area amarela do gréafico indicando a
possibilidade de permearem a barreira hematoencefalica (BHE), responsavel por impedir a

passagem de varios farmacos como os antibidticos (ATTIA et al., 2019). Esta propriedade dos
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compostos que podem atravessar a BHE, implica na possibilidade de auxiliar no tratamento de
doencas nas quais a permeacgdo seja necessaria.

No Grafico 8 também podem ser observados a capacidade dos compostos serem
substratos ou ndo da glicoproteina-P (P-gp), que para todas as moléculas do presente estudo
ndo se mostram como possiveis substratos. A P-gp € responsavel por dificultar a permeabilidade
as membranas bioldgicas, protegendo o sistema nervoso central (SNC) de xenobidticos, isso
implica que a absorcdo e atividade dos compostos que ndo sdo substrato desta proteina
influenciam na farmacocinética das moléculas. Ademais, as P-gp sdo bombas de efluxo comuns
em bactérias de tal modo que este seja um bom indicativo de ndo excrecdo das moléculas nas

bactérias.

A depender de como um composto passa pela Absor¢édo Intestinal Humana (AlH) pode
ocorrer uma variagdo substancial na farmacocinética do mesmo, o que implica na modificacdo
de seu efeito farmacoldgico. Em termos de avaliacdo da permeabilidade da membrana em
humanos, as células Caco-2 (adenocarcinoma do célon humano) sdo mais amplamente
utilizadas visto que possuem excelente capacidade de se diferenciar em monocamadas, geram
resisténcia elétrica transepitelial e expresséo de transportadores presentes no epitélio intestinal
(ESAKI et al., 2019).

A predicdo in silico da Biodisponibilidade Oral Humana (BOH) é uma importante
ferramenta para selecionar um potencial candidato a farmaco, esta caracteristica refere-se a
quantidade do farmaco que alcancara a circulaco sistémica para atingir o seu alvo (FALCON-
CANO et al., 2020). Desta forma, a AlH, Caco-2 e BOH foram preditos in silico para os
compostos sendo os resultados expressos em termos de percentagem estéo alocados no Grafico
9.
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Gréafico 9: Resultados expressos em probabilidade de Absorcdo Intestinal Humana (AlIH), Caco-2 e

Biodisponibilidade Oral Humana.

1
” i i
-1
0,6
0,4
0,2
0
-0,2
-0,4
-0,6
-0,8
AlH Caco-2 BOH
mAL-01 0,993 0,8804 0,6143
mAL-02 0,992 0,8115 0,7143
mAL-15 0,9935 0,844 0,5143
u APB-01 0,7879 0,7037 -0,6143
u APB-02 0,9874 -0,5191 -0,5143
u APB-03 0,9895 0,6281 -0,6286
u APC-01 0,9749 0,9151 0,7143
= APM-01 0,984 0,9139 0,6714
= APM-02 0,9827 0,8768 0,7857
APM-03 0,988 0,7792 0,6143
EE-03 0,9766 0,8862 0,7
EE-06 0,9806 0,8003 0,6143

Fonte: Autoria (2020).

De acordo com os resultados preditos pelo admetSAR a AIH apresentou elevada
probabilidade para todos os compostos sendo em sua maioria acima de 0,97 com excec¢do
apenas para 0 APB-01 que apresentou um AlH de 0,7879.

Para o Caco-2 os valores foram elevados para todos 0os compostos do presente estudo
sendo desfavoravel apenas para o APB-02 que obteve valores negativos, indicando que
possivelmente ndo haveria permeabilidade desta molécula com as células Caco-2. O aspecto
gue tornava esta estrutura com maior area de contato no estudo de docking é o mesmo que a
torna ruim para esta analise, por se tratar de uma molécula grande e o substituinte cloro conferir
a estrutura uma polaridade. Entretanto € valido ressaltar que como visto nos resultados tedricos
de Log Kp esta molécula possui baixa permeacéo epitelial de forma a direcionar a pesquisa para

0 uso topico principalmente para o APB-02.
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Da Biodisponibilidade Oral Humana (BOH) apenas a série APB apresentou valores
negativos para este parametro, neste caso, a sua administragédo via oral ndo seria indicada pois
ndo entraria na circulacéo sistémica. As demais séries possuem um BOH variando de 0,5143
(AL-15) a 0,7857 (APM-02).

5.5.3 Distribuicdo

Apos a absorcdo dos farmacos e sendo este entregue a circulacdo sistémica, ocorre a
distribuicdo em todos os tecidos corporais, porem de forma desigual a depender da perfusédo
sanguinea, ligar-se a tecidos, permeabilidade das membranas celulares e caracteristicas
intrinsecas do composto (VAN DEN ANKER et al., 2018).

Ao adentrar na circulacao estes farmacos podem ter uma tendéncia maior ou menor a
ligar-se as proteinas plasmaticas variando de acordo com a concentracdo do farmaco livre,
afinidade do farmaco pelos locais de ligagdo e concentracdo das proteinas. Quanto maior as
chances do composto se ligar as proteinas em questdo menor sera o percentual que ira fornecer
o efeito farmacoldgico (KLOTZ, 1976).

Os compostos sintetizados foram avaliados frente a Ligacdo as Proteinas Plasmaticas
(LPP), capacidade de transpor a Barreira Hematoencefalica (BHE) e de ser substrato ou inibidor

da glicoproteina P (P-gp), representados no Gréafico 10.
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Gréfico 10: Distribuicdo in silico dos compostos sintetizados através da barreira hematoencefélica (BHE), P-gp

Inibidor, P-gp substrato e Ligacéao as Proteinas Plasmaticas (LPP).
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Fonte: Autoria (2020).

P-gp

Substrato
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De acordo com os resultados obtidos a partir do admetSAR e expressos em termo de

probabilidade no Gréafico 10, as moléculas sintetizadas possuem majoritariamente elevadas

chances de ligar-se as proteinas plasmaticas sendo todas acima de 70%, os valores mais

elevados foram encontrados para 0 APM-03, AL-15 e AL-01 e séo associados respectivamente

a1,041;1,018 e 1,017.

Para os valores encontrados acima da unidade, o que ocorre com 0 AL-15, AL-01 e APM-

03, em termos probabilisticos diz-se que o evento (propriedades fisico-quimicas da molécula

relacionadas a atividade) ndo se encontra no espaco amostral (cerca de 96 mil compostos

analisados pela ferramenta de acordo com o0 admetSAR). Neste caso pode-se indicar, de acordo

com as limitacdes do software, que estes compostos apresentam chances teoricamente totais de

ligar-se as proteinas plasmaticas.
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Como visto anteriormente um composto o qual se liga facilmente as proteinas plasméticas
possui uma tendéncia a uma menor distribuicdo para os 6rgéos alvo e sitios de eliminagéo, como
consequéncia tem-se a reducdo da metabolizacéo deste, 0 que gera um tempo de acédo reduzido
(SUN et al., 2018). Assim, as moléculas de maior chance de LPP séo também a que devem ser

administradas em maiores concentracdes para que possa exercer sua funcdo farmacolégica.

Uma tabela que classifica alguns antimicrobianos em relacdo ao percentual de LPP
fornecidos por Brink (2017) indica se estes se ligam de forma forte (>70%), moderada (30-
70%) ou fraca (<30%). De acordo com esta classificagdo os compostos sintetizados sé&o
fortemente ligados as proteinas plasmaticas, na Tabela 13 alguns dos B-lactamicos estdo

indicados.

Tabela 13: Classificacdo de alguns p-lactdmicos de acordo com o percentual de Ligacao as Proteinas Plasmaticas

Forte (>70%) Moderado (30-70%) Fraco (<30%)
Cefazolina (75-85%) Cefatoxima (40%) Amoxilina (17-20%)
Cloxacilina (94%) Penicilina G (65%) Ampicilina (15-25%)
Nafcilina (90%) Piperacilin (30%) Ceftarolina (20%)
Oxacilina (93%) Ticarcilin (55%) Ceftazidima (17%)
Dicloxacilina (97%) Piperacilin/Tazomactam Ceftazidima/Avibactam
(30/30%) (<10%/6-8%)

Fonte: Adaptado de Brink (2017).

A Tabela 13 fornece valiosas informac6es acerca dos antimicrobianos que podem ser
utilizados em conjunto com algum dos compostos sintetizados, visto que estes Ultimos podem

atuar como adjuvantes.

Quando um farmaco de alta LPP é administrado simultaneamente com uma de baixa LPP,
0 ultimo pode sofrer deslocamento, ficando em sua forma livre, consequentemente se
disponibiliza para as reacfes e pode provocar efeitos adversos. Assim, para que ndo haja
ocorréncias indesejadas pela administragdo conjunta e o efeito adjuvante se mantenha deve-se
haver um estudo prévio do deslocamento que um composto confere ao outro para posterior

avaliacdo in vivo.

Como a associagdo de compostos que deslocam um ao outro de forma similar podem ser
mais eficientes em detrimento das associagdes com farmacos de LPP extremamente

divergentes, em teoria 0s compostos do presente estudo podem apresentar efeito adjuvante in
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vivo com os B-lactamicos de forte LPP como a cefazolina, dicloxacilina, cloxacilina, nafcilina,

entre outros.

Para o caso do AL-01, AL-15 e APM-03 que se ligam totalmente as proteinas plasmaticas
quando administrados individualmente podem ter pouco ou nenhum efeito farmacol6gico
consideravel, porém quando em conjunto com um LPP forte estes compostos podem ser
deslocados para desenvolver sua funcdo. Deste modo a concentracdo administrada destes
compostos adjuvantes deve ser pequena, Vvisto que ha a possibilidade da ocorréncia de efeitos

adversos.

Estas trés altimas moléculas apresentam os Log P variando de 2,18 a 2,43 sendo proximos
entre si, contudo outras moléculas também possuem valores semelhantes, entdo o Fator de
Retencdo (F.R.) pode ser analisado como caracteristica secundaria da lipofilicidade das
moléculas. Curiosamente o0 AL-01, AL-15 e APM-03 foram eluidos no sistema Hexano/Acetato
de Etila na proporcéo 7:3 igualmente apenas ao AL-02, entretanto este ultimo apresentou Log
P e F.R. mais elevado que os demais. Deste modo, os trés compostos que apresentam total
ligacdo as proteinas plasmaticas possuem carater lipofilico semelhante e intermediario em

relacdo aos outros nove, isto implica em semelhanca com a superficie das referidas proteinas.

Como apresentado pelo boiled-egg do Gréfico 8, a maior parte dos compostos
sintetizados (com exce¢do do APC-01 e EE-06) possuem a capacidade de permear a Barreira
Hematoencefalica (BHE) de acordo com os resultados previstos pelo SwissADME. A partir do
admetSAR pode-se inferir uma probabilidade de que ocorra ou ndo a permeacédo da BHE, que

seja inibidor ou substrato da P-gp.

Neste contexto os resultados de ambas as plataformas corroboram que 0s compostos do
estudo possuem altas chances de ndo inibir ou ndo ser substrato da P-gp. Para a permeacao da
BHE todas as moléculas apresentam chances acima de 90% de atravessa-la, mesmo as que para
0 boiled-egg do SwissADME apresentem-se na regido do trato gastrointestinal (APC-01 e EE-
06).

5.5.4 Metabolizacéo

A metabolizagéo sistémica de farmacos pode ocorrer de diferentes maneiras, de forma
genérica algumas enzimas (principalmente as hepéticas) tém a propriedade de modificar
guimicamente alguns substituintes nas moléculas dos farmacos. Basicamente, as

biotransformac6es podem ser de dois tipos, a de Fase | que compreende as reagdes de oxidacao,
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reducdo e hidrolise, e a de Fase 1l em que ocorrem reacOes de conjugacdo (ANDRADE et al.,
2016).

5.5.4.1 Fase |

Na Fase | as moléculas passam por uma funcionalizacéo realizada pelo figado através de
catélise enzimatica, sendo estas pertencentes a superfamilia do citocromo P450 (CYP). Esta
superfamilia € composta por 14 familias e aproximadamente 57 isoformas diferentes. As
isoenzimas 1A2, 2C19, 2C9, 2D6 e 3A4 sdo reconhecidas como as mais influentes para o
metabolismo de drogas. Informados na Tabela 14, tem-se a capacidade inibitoria dos doze
compostos indicando se hé a possibilidade de ocorrer ou ndo a inibicéo frente a cinco isoformas
da enzima citocromo P450 (CYP) (MANO; SCOTT; HONORIO, 2018).

Tabela 14: Possibilidade da ocorréncia de inibicdo das isoformas CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e

CYP1AZ2. Os resultados com valores negativos indicam a ndo inibicdo; os positivos, possibilidade de inibig&o.

Codigo CYP3A4 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP1A2

AL-01 -0,9582 -0,6648 -0,8294 -0,9099 0,67
AL-02 -0,9597 0,5939 -0,5 -0,8853 0,7981
AL-15 -0,8490 -0,8486 -0,8153 -0,9286 0,8363
APB-01 -0,9154 0,5000 -0,5342 -0,8826 0,7716
APB-02 -0,9028 0,6973 0,7709 -0,8738 0,8418
APB-03 -0,7704 -0,5981 -0,5911 -0,9183 0,9082
APC-01 -0,8333 -0,729 -0,8487 -0,7764 0,7064
APM-01 -0,5519 -0,8019 -0,9058 -0,8956 0,6754
APM-02 0,5452 -0,5579 -0,6716 -0,8853 0,695
APM-03 0,7822 -0,9071 -0,9025 -0,9231 0,9107
EE-03 -0,773 -0,5549 -0,6087 -0,7875 0,8112
EE-06 -0,5147 -0,9136 -0,9469 -0,937 0,7746

Fonte: Autoria (2020).
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A isoenzima CYP1A2 é a principal metabolizadora da cafeina no figado pelos processos
de desmetilacdo. Sua expressdo € induzida por alguns hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAP), como os presentes na fumaca de cigarros transformando-a em agentes carcinogénicos.
Apesar de poder interagir muito facilmente os substratos xenobioticos desta enzima sédo
desconhecidos. Alguns outros substratos como a cafeina, aflotoxina B1 e o paracetamol podem
ser metabolizados, além &cidos graxos poli-insaturados em moléculas de sinalizacdo que
possuem atividade patoldgica e fisiologica. Todas as moléculas estudadas possuem interacéo
com esta isoenzima (WESTPHAL; KONKEL; SCHUNCK, 2011).

Os valores probabilisticos variantes de zero a unidade obtidos na Tabela 14 podem ser
convertidos para percentagem quando multiplicados por cem, facilitando a compreensdo dos
termos apresentados. No estudo em questdo, o CYP1A2 tem chances acima de 65% de ser
inibida pelos compostos sintetizados, sendo maior a possibilidade de acordo com a ordem
H<CI<OCHs, com exce¢do da série APC na qual o de substituinte 4-Cloro (EE-03) possuli
chances mais elevadas em relacdo ao de substituinte OCHs (EE-06). A familia de moléculas

com maiores chances de inibicdo para esta isoenzima é a APB.

O CYP2C19 é responséavel por metabolizar nos seres humanos ao menos 10% dos
farmacos de uso clinico e esta envolvido no metabolismo de xenobi6ticos incluindo muitos
inibidores da bomba de protons e antiepiléticos. Além disso, estas enzimas s&o monooxigenases
que catalisam muitas reacdes envolvidas no metabolismo de colesterol, esteroides e outros
lipideos (KHANAL et al., 2019).

Todas as moléculas, com excecdo do APB-02, ndo apresentaram capacidade de inibir a
CYP2C19 que ¢é predominante no figado, participando da Fase | de metabolizacdo de farmacos
como o omeprazol, alguns antidepressivos, anti-Glcera, anticonvulsivantes, entre outros
dependem desta enzima (FLEMING, 2014).

A CYP2C9 esta associada a catéalise de farmacos anti-inflamatorios néo estereoidais,
anticoagulantes e anticonvulsivantes. A partir do modelo teorico, esta isoenzima tem chances
de 59,39; 50,00; e 69,73% de ser inibida pelo AL-02, APB-01 e APB-02 respectivamente. Os
demais compostos tem de 55,59 a 91,36% de chances de n&o inibir esta enzima.

Para a CYP2D6 nenhum dos compostos mostrou-se como provavel inibidor visto que as
chances de ndo-inibicdo séo elevadas e variaram de 78,75 (EE-03) a 93,70% (EE-06). O
CYP3A4 foi apontado como ndo sendo inibido pela maioria dos compostos, com exce¢do do
APM-02 e APM-03 que apresentaram chances de inibi¢do de 54,52 e 78,22% respectivamente,
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0s demais apresentaram uma variacdo de 51,47 a 95,97% de probabilidade de n&o-inibigé&o.
Estas duas ultimas isoenzimas sdo responsaveis por metabolizar aproximadamente 70% dos

farmacos.

Estas isoenzimas da familia de monooxigenase CYP450 séo frequentemente relacionadas
com a metabolizacdo da maioria dos medicamentos, desta forma quando se administra um
farmaco em conjunto pode ocorrer interacdo medicamentosa a depender de se o farmaco exerce

ou ndo funcéo de substrato, indutor e/ou inibidor frente a esta enzima (BRAZ et al., 2018).

InteracBes medicamentosas podem ocorrer principalmente quando ha inibi¢do da enzima
CYP450, ocorrendo quando ambos inibidor e substrato competem diretamente pelo sitio ativo
da macromolécula. Ao atuar como inibidor ocorre um aumento da toxicidade do medicamento
quando afetado pela interacdo ou reducdo da efetividade (no caso dos pro-farmacos)
(THOMFORD et al., 2016).

Na Tabela 15 podem ser encontradas a possibilidade de os doze compostos sintetizados
serem ou ndo substrato frente a trés isoenzimas CYP3A4, CYP2C9 e CYP2D6 anteriormente
apresentadas e a capacidade das moléculas atuarem ou ndo como suas inibidoras. Os valores
negativos expostos indicam a chance de ndo serem substrato opostamente, 0s positivos a de

atuarem como substrato.
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Tabela 15: Estudo in silico da capacidade de atuar como substrato das isoenzimas CYP3A4, CYP2C9 e CYP2D6.

Valores negativos indicam a chance de serem ndo substrato.

Codigo CYP3A4 CYP2C9 CYP2D6
AL-01 -0,5802 -0,8005 -0,8531
AL-02 0,5658 -0,8116 -0,8620
AL-15 -0,5000 -0,6268 -0,8323
APB-01 -0,5915 -1,0000 -0,8358
APB-02 0,5390 -1,0000 -0,8469
APB-03 0,5188 -1,0000 -0,8146
APC-01 -0,7327 -1,0000 -0,8528
APM-01 -0,7595 -0,6243 -0,7377
APM-02 -0,6062 -0,6201 -0,7652
APM-03 -0,6082 0,7659 -0,7069
EE-03 -0,5839 -1,0000 -0,8608
EE-06 -0,5823 -0,7983 -0,8335

Fonte: Autoria (2020).

Para o CYP3A4 0 AL-02, APB-02 e APB-03 apresentaram a possibilidade de atuar como
substrato, sendo estas de 0,5658; 0,5390; e 0,5188, os demais apresentaram valores que
variaram de 0,5000 a 0,7595 negativos, ou seja, de ndo atuarem como possiveis substratos. Ao
analisar este parametro, ndo houve linearidade observavel em relacdo aos grupos dos compostos

ou mesmo do substituinte.

De acordo com estudos realizados por Wungwattana e Savic (2017) a Nafcilina atua como
um indutor da CYP3A4 podendo ter como principal consequéncia clinica a reducdo da
efetividade de um possivel adjuvante. Desta forma, pode-se presumir que de acordo com as
avaliacdes in silico compostos como o AL-02, APB-02 e APB-03 (substrato) e principalmente
0 APM-02 e APM-03 (inibidores) possivelmente apresentariam interagcfes medicamentosas

com este farmaco decorrente do aumento da toxicidade provocada pela inducdo do CYP3A4.
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Os demais compostos sintetizados teoricamente tem baixas chances de interagirem com a

Nafcilina, podendo assim atuar como adjuvante deste.

Assim, apesar da Nafcilina e os compostos sintetizados possuirem LPP préximos e nao
apresentarem possiveis problemas relativos a distribui¢do, ha chances elevadas de que haja
competicdo desta com o AL-02, APB-02, APB-03, APM-02 e APM-03 pelo sitio ativo da

isoenzima CYP3AA4, levando a efeitos adversos.

Das moléculas apresentadas, apenas 0 APM-03 apresentou probabilidade de atuar como
possivel substrato da CYP2C9 sendo esta de 0,7659. Os demais apresentaram valores para ndo
substrato que variaram de 0,6201 a 1,0000, sendo o valor maximo encontrado para a série APB,
APC-01 e EE-03 assim, estes ultimos possuem poucas chances de atuar como substrato desta

isoenzima.

No caso do CYP2D6 todas as moléculas sdo ndo substratos e seus valores situaram-se
entre 0,7069 e 0,8969. Para o caso desta isoenzima 0s compostos apresentaram um padrdo de
aumento de chance de ser ndo substrato na ordem OCH3s<H<CI.

Algumas proteinas localizadas na membrana celular tém a funcdo de transportar
substancias enddgenas e farmacos exercendo uma importante funcdo na absorcdo, distribuicdo
e excregdo. Assim, estes influenciam na variabilidade da resposta farmacéutica e a toxicidade
alguns deles sdo os da familia OATP, MATE, OCT e BSEP (DROZDZIK et al., 2019). Na
Tabela 16 podem ser encontradas as probabilidades dos ensaios in silico dos compostos serem

inibidores ou ndo destes transportadores.
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Tabela 16: Probabilidade in silico dos compostos atuarem como inibidor ou ndo inibidor dos transportadores
OATP2B1, OATP1B1, OATP1B3, MATEL, OCT2 e BSEP.

Codigo OATP2B1 OATP1B1 OATP1B3 MATE1 OCT2 BSEP
AL-01 -1,0000 0,9340 0,9600 -0,9200 -0,8750 0,5511
AL-02 -1,0000 0,9449 0,9538 -0,8600 -0,8250 0,7650
AL-15 -1,0000 0,9477 0,9686 -0,9200 -0,9250 0,6390
APB-01 -1,0000 0,9347 0,9398 -0,8800 -0,8250 0,7250
APB-02 -1,0000 0,9343 0,9407 -0,8000 -0,8250 0,8550
APB-03 -1,0000 0,9275 0,9527 -0,9000 -0,8750 0,8560
APC-01 -1,0000 0,9698 0,9505 -0,9218  -0,9250 -0,6580
APM-01 -1,0000 0,9486 0,9549 -0,9800 -0,9000 -0,8100
APM-02 -1,0000 0,9529 0,9539 -0,9000 -0,8250 -0,6450
APM-03 -1,0000 0,9503 0,9716 -0,9400 -0,9000 -0,7080
EE-03 -1,0000 0,9694 0,9488 -0,9018 -0,7500 -0,5120
EE-06 -1,0000 0,9677 0,9596 -0,9218 -0,9250 -0,6340

Fonte: Autoria (2020).

Um sistema de transporte permite a incorporacgdo do farmaco ao tecido hepético para que

haja sua biotransformacéo, este sistema € influenciado pelo Polipeptideo Transportador de

anions Organicos (Organic Anion Transporting Polypeptides — OATP) (FARASYN et al.,

2019). Além disso alguns substratos OATP sdo parcialmente metabolizados pelos CYP450 de

forma que ambos contribuem para a farmacocinética (SANOH et al., 2020).

O OATP2BL1 se trata de um transportador de captacdo que possui uma especificidade

ampla de substrato, transportando principalmente endo e xenobidticos organicos anidnicos.

Esta enzima é comumente associada a absor¢do oral de farmacos pois sua fungéo esta ligada ao

pH do meio, sendo importante para o transporte gastrointestinal (FUJITA et al., 2016). Todos

0s compostos que estdo apresentados na Tabela 16 podem ser considerados como possiveis ndo

inibidores desta enzima.
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Se tratando da OATP1B1, responsavel pela absorcao hepética de farmacos e compostos
enddgenos do sangue, os estudos in silico apontaram para a inibicdo desta enzima
transportadora com probabilidade a partir de 93,40%. Este aspecto € fundamental pois ao
ocorrer a inibi¢do pode haver uma exposicao exacerbada do paciente ao medicamento (ZHANG
etal., 2019).

O OATP1B3 quando em conjunto com 0 OATP1B1 é responsavel pela absorcdo hepatica
de algumas importantes classes de medicamentos, sendo considerado também um mediador de
interacdes medicamentosas (TAKEHARA et al., 2017). Analogamente ao caso do OATP1B1,
0s compostos sintetizados também apresentaram probabilidades elevadas de agirem como
inibidor do OATP1B3.

O MATEL é uma enzima responsavel por controlar o efluxo de diversos substratos no rim
e no figado, este transportador € de fundamental importancia para a excrecao renal e biliar de
cations organicos endogenos e exogenos (DOKI et al., 2019). Na Tabela 16 podem ser
encontradas as probabilidades de os compostos agirem como inibidores ou ndo do MATEL,

todos eles sdo possiveis nao inibidores com chances acima de 80%.

Assim como 0 MATEL, o OCT2 desempenha um papel fundamental na eliminacéo e
depuracdo renal de farmacos principalmente os catiénicos e endgenos, esta enzima possui acao
mutua com 0 MATEL que facilita a eliminagdo de seus substratos (SUENAGA et al., 2017). Os
compostos ndo apresentaram, de acordo com a avaliacdo in silico, capacidade consideravel de
inibir o OCT2.

A Bomba de Exportacdo de Sal Biliar (BSEP, do inglés Bile Salt Export Pump),
responsavel por transportar sais biliares do hepatdcito para os canaliculos biliares para posterior
exportacdo para o trato gastrointestinal (TGI), apresentou como possiveis inibidores as
moléculas da série AL e APB com probabilidades acima de 55,11% (AL-01) os demais séo
possiveis ndo inibidores. Quando um farmaco atua como inibidor da BSEP como resultado tem-
se 0 acumulo de sais biliares no figado, podendo levar a colestase e/ou lesdo hepatica induzida
por medicamento (JIA; XIE; JIA, 2018).

Vistas as possibilidades dos compostos sintetizados atuarem como inibidores das enzimas
transportadoras e como inibidor e/ou substrato das principais isoenzimas (CYP450), para que
se possa planejar uma futura modificagdo molecular visando facilitar a eliminagdo ou
diminuigéo da toxicidade bem como alterar sua capacidade de ser inibidor/substrato deve-se

estudar as reacdes que estdo envolvidas na farmacocinética das moléculas.
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A conversdo dos compostos originais para formas mais eletrofilicas, reacdes estas que
ocorrem nas P450, produzem moléculas capazes de reagir irreversivelmente com nucleofilos
de tecidos. Os metabdlitos reativos geralmente sdo de curta duracdo e tem sua toxicidade
limitada ao 6rgdo onde sdo formados, em alguns casos pode ocorrer 0 Seu transporte entre
tecidos de modo a exercer efeitos deletérios. Dentre os metabdlitos reativos incluem-se os
epoxidos, quinonas, radicais livres, espécies reativas de oxigénio e conjugados instaveis
(RUDIK et al., 2017).

55.4.1.1 Epoxidagdo
Quimicamente, os epdxidos sdo compostos que contém um éter ciclico sendo este anel
composto por trés atomos, estruturalmente aproximando-se de um triangulo equilatero, ou seja,
sua angulacao o torna tenso e, portanto, altamente reativo. A identificacdo de compostos que
podem sofrer esta reagéo e determinar o local de epoxidacdo de uma estrutura pode auxiliar nas
pesquisas para encontrar novos medicamentos mais seguros (XIAO et al., 2020). Na Figura 37
encontram-se 0s compostos sintetizados e os possiveis locais de epoxidacdo apresentados de

forma qualitativa onde sdo apontados em forma de padrédo de cores fornecidos pelo XenoSite.
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Figura 37: Possiveis locais de epoxidacdo dos compostos sintetizados, apontando quéo possiveis sdo de ocorrer

por meio de padréo de cores em seus devidos locais.
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Fonte: Autoria (2020).

Das doze moléculas, as series AL, APB e APC apresentaram baixas chances de ocorrer a

reacdo sendo para estas um score de reatividade abaixo de 0,25 e seus principais locais de

epoxidacdo estdo situados principalmente na ligacdo m formada a partir da reacdo de

Knoevenagel e secundariamente em alguns dos anéis aromaticos ocorrendo em grande parte
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nos de substituinte 4-Cloro. A série APM apresentou um maior score (0,50) de acontecer a
epoxidacdo, assim, modificacOes estruturais sdo mais necessarias nesta para reduzir as chances

de toxicidade por reacdo de epoxidacao.

Outro aspecto importante é a presenca do halogénio na estrutura que promove uma leve
tendéncia de a reacdo ocorrer no aromatico ligado a ele. Por se tratar de um substituinte fraco
desativador orto-para dirigente, a epoxidacdo tende a ocorrer na posi¢cdo orto de forma mais
efetiva quanto menor for o score na insaturacéo caracteristica. Na Figura 38 pode ser observada
uma estimativa de como ficariam os compostos ap6s sofrer a reacdo de metabolizacéo

epoxidag¢do, sendo a ocorréncia desta mais relacionada a série APM (R’= CN).

Figura 38: Possivel reacdo de epoxidagdo para 0s compostos.
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5.5.4.1.2 Desidrogenagdo
As isoenzimas CYP3A4 e CYP2D6 s@o responsaveis pela desidrogenacdo que
anteriormente foram vistas as probabilidades de os compostos atuarem ou ndo como substratos
e/ou inibidor destas CYP450 (WEI et al., 2019). Na Figura 39 encontram-se 0S compostos

sintetizados e os locais onde ha provavel chance de ocorrer esta reagéo.

De acordo com os resultados in silico obtidos por meio do software XenoSite em nenhum

dos compostos sintetizados ha possiveis locais que sejam possiveis de ocorrer a desidrogenacéo,
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entretanto de acordo com os resultados de inibicdo para as CYP450 as moléculas APM-02 e
APM-03 aparentemente podem inibir a CYP3A4. Assim, a competicdo destas moléculas com
um farmaco pelo sitio de acdo desta isoenzima tornaria mais dificil uma reacdo de

desidrogenacdo com um farmaco substrato.

Figura 39: Locais onde ha chances de ocorrer reagdo de desidrogenacao.
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5.5.4.1.3 Oxigenacao Estavel e Instavel
Os farmacos podem sofrer algumas reacGes que envolvem a oxigenacdo, quando ha
presenca de espécies oxidativas e uma subsequente interrupcdo da homeostase redox celular
sdo um fator para a promocao da hepatotoxicidade (FISK; GREENE; NAVEN, 2018). No caso
da oxigenac&o estavel, um oxigénio é adicionado ao substrato produzindo um Unico metabolito
observavel, estas reaces incluem a hidroxilacdo, epoxidacdo alifatica/aromaética, oxidacao de
nitrogénio e enxofre (DANG et al., 2020).

A oxigenagdo instavel estd associada a desestabilizagdo do substrato mediante a
introdugdo de um oxigénio, 0 que ocorre é uma separacao da molécula em duas partes uma
contendo o atomo de oxigénio e outra ndo. Estas reacdes incluem as com nitrogénio, oxigénio,

enxofre, desalquilacdo de carbono e desalogenacao oxidativa (FLYNN et al., 2020).

Assim, alguns compostos podem reagir com o oxigénio, produzindo espécies toxicas e
consequentemente dano celular. Na Figura 40 e Figura 42 podem ser encontrados os scores de

reatividade relativos a oxigenacdo estavel e instavel respectivamente.
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Figura 40: Oxigenacéo Estavel.
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Fonte: Autoria (2020).

Dos doze compostos, observou-se regides onde podem ocorrer a adicdo de um oxigénio
sem que este seja separado em duas partes. As moléculas das séries AL e APB néo apresentaram
pontos de possiveis oxigenacdo estdvel, mantendo-se inalterado quanto a este parametro. A
série APC, apresentou fracos scores de reatividade na ligacdo = caracteristica e no nitrogénio

da funcdo amida, os APMs também apresentaram fracos scores na insaturacdo. Na Figura 41
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podem ser observadas as possiveis reages que estas duas Ultimas série podem apresentar para
este parametro.

Figura 41: Possiveis reagdes de oxidagao estavel.
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Fonte: Autoria (2020).

Para o caso da oxigenacao instavel, na qual ha a separacdo do composto original em duas
ou mais espécies, todos os que apresentaram a metoxila tém singelos scores de reatividade neste
ponto os demais apresentam na funcdo éster para os ALs, amida e insaturagdo para os APCs,
insaturacdo para os APMs e 4-cloro para 0 APM-02. Os Unicos compostos que nao

apresentaram nenhum ponto de reatividade para este parametro foram o APB-01 e APB-02.
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Figura 42: Oxigenacdo Instavel.
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Na Figura 43 pode ser observada as possiveis reacdes para a oxidagdo instavel para o0s
compostos, os rompimentos das ligagdes ocorrem principalmente nas fungdes metoxila, etoxila,

vinilico e amida cujas densidades eletronicas estdo mais evidentes.



130

Figura 43: Possiveis reacdes para a oxidacdo instavel dos compostos
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Por se tratarem de scores de reatividade muito baixo para a oxigenacao estavel e instavel,
pode-se dizer que dificilmente ocorreria este tipo de rea¢do nos compostos sintetizados. Isto

reduz as chances de haver uma possivel toxicidade pela formacéo de espécies reativas.

5.5.4.1.4 Reducdo

Nas reacOes de reducdo um oxigénio é removido ou hidrogénios sao adicionados a esta,
podem compreender grupos nitro, carbonila, sulforeducdo, desalogenacdo redutiva e
hidrogenacdo. Estas rea¢des podem ser de trés tipos: Azo reducdes, quando ha insaturacéo entre
dois nitrogénios e estes sdo separados como no caso do prontosil e tartrazina; nitro redugcdes em
gue um grupo RNO; € sucessivamente reduzido até RNH2 como nos substratos de farmaco
nitrobenzeno, cloranfenicol, clonazepam e dantrolneo; e por fim reducdes de carbonilas, onde
0 grupo carbonila é convertido em hidroxila assim como ocorre com a metirapona, metadona e
naloxona (THAKKAR; KATE, 2020).

Na Figura 44 podem ser observados os possiveis locais nos quais podem ocorrer a reagao

de reducdo na Fase | de metabolizacdo de farmacos. Dos compostos analisados por meio do
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software 0s que apresentaram maiores scores de reatividade foram os da série APB, os quais
situam-se mais acentuadamente nos grupos carbonila, podendo-se presumir que ocorra uma
reducdo destas em hidroxilas. Ainda que comparativamente alta em relacdo aos demais, esta
reatividade ndo é acentuada podendo apenas uma parte ser reduzida e outra permanecer

inalterada.

De modo geral, os compostos apresentaram fracos scores de reatividade, porém ainda
assim presentes nas insaturacbes comum a todas as series com exce¢do do APM-02 que houve

auséncia de pontos de redugéo.



Figura 44: Locais onde podem ocorrer as rea¢des de reducéo na Fase | de metabolizagéo.
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Apesar dos fracos scores de reatividade é necessario um entendimento prévio das

substancias que serdo originadas a partir da reacdo de metabolizagdo por reducdo (Figura 45)

para que o0s seus produtos sejam avaliados para uma possivel toxicidade ou dificuldade de

eliminacdo pelo organismo.
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Figura 45: Possiveis reacfes de metabolizacdo por reducao.
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5.5.4.1.5 Hidrdlise
Para finalizar as reacBes metabdlicas de Fase I, na hidrolise ocorre a adicdo de uma
molécula de agua a uma amida ou éster, causando a ruptura de uma ligacdo gerando dois
metabolitos. Quando ocorre esta reacdo com esteres formam-se um acido carboxilico e um
alcool como ocorre com os substratos procaina, succinilcolina, &cido acetilsalicilico, clofibrato
e metilfenidato. As amidas sdo separadas em acido carboxilico e aminas como a procainamida,
lidocaina e indometacina (RUDIK et al., 2019).

Na Figura 46 é possivel observar os possiveis locais onde pode ocorrer reacbes de
hidrélise, para as séries APC e APM ndo ha provaveis pontos em que possa ocorrer este tipo de
reacdo. Entretanto as séries AL e APB podem sofrer hidrolise em suas funcdes ésteres
considerando um score de reacdo por volta de 0,5/1,0. Ao ocorrer um rompimento de ligacédo
neste ponto poderia ser observado a obtencdo da mesma molécula principal onde seria
observada a fungéo acido carboxilico onde havia previamente um éster. Como subproduto das

reacOes de hidrdlise para as séries AL e APB se teriam o etanol e fenilmetanol respectivamente.



Figura 46: Possiveis locais onde podem ocorrer reacdes de hidrolise.
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Na Figura 47 é possivel observar os produtos da reacdo de metabolizacdo por hidrélise

para as séries AL e APB, onde ocorre a mudanca de funcdo éster para acido carboxilico em

ambos 0s casos.
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Figura 47: Possiveis reacfes de metabolizacdo por hidrélise para os compostos AL e APB.
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5.5.4.2 Fase Il

Na metabolizacdo de Fase Il os farmacos que contém grupos quimicos adequados
frequentemente sofrem de reacfes de acoplamento ou conjugacdo com uma substancia
enddgena, gerando os conjugados de farmacos. Como consequéncia desta fase, as moléculas
apos passarem pelas reacdes se tornam polares e acabam por ser excretada de imediato e/ou
inativadas (MORTELE et al., 2018).

55.4.2.1 UGT catalise
Para que estes conjugados sejam formados € necessario que haja antes a formacédo de
intermediarios de alta energia, como estas reacdes ndo ocorreriam naturalmente enzimas de
transferéncia especificas se encarregam deste processo. Uma das transferases, a uridina 5°-
difosfato (UDO)-glicuronil transferases (UGT) é uma das mais dominantes e é responsavel pela
catalise do acoplamento de substancias endégenas ativas com um farmaco ou outro composto
enddgeno (SHARMA et al., 2020).

Através das predi¢bes farmacocinéticas do software admetSAR nenhum dos compostos
apresentou probabilidade de ser catalisado pela UGT, entretanto o XenoSite apontou alguns
possiveis pontos nos quais poderia ocorrer a catéalise apenas para a série APC estdo apontados
na Figura 48 como tendo baixo score de reatividade no NH> da fung¢éo amida.
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Figura 48: Locais onde podem ocorrer a UGT catalise.
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5.5.4.2.2 Adutos de glutationa (GSH)

As glutationas (GSH) transferases (GST) citosélicas e microssomicas fazem parte do
metabolismo de farmacos e xenobioticos, estas sdo responsaveis pela catélise de substancias
contendo aminas aromaticas ou metade hidrazinas. A conjugacéo de glutationa possui um perfil
de substratos que variam de epdxidos, 6xidos de areno, grupos nitro e hidroxilaminas como por

exemplo o paracetamol, &cido etacrinico e bromobenzeno (AL-SHAKLIAH et al., 2020).

A importéncia deste parametro farmacocinético vai além da destoxicacdo, 0 GSH esta
associado com o mecanismo de adi¢do de Michael por causa da polaridade positiva do carbono
B e da densidade eletronica da ligagdo = (SCHWOBEL et al., 2010). Os compostos sintetizados
sdo objetivados como possiveis inibidores da B-lactamase por meio desta mesma reacao, assim
além dos resultados de docking molecular que indica a finalidade da molécula com o sitio ativo
tem-se também seus scores de reatividade que indica quais moléculas tem maior tendéncia a

formar adutos de Michael.

Na Figura 49 se encontram o0s scores de reatividade na insaturacdo dos compostos
sintetizados para indicar a tendéncia destes em sofrerem ataque nucleofilico, servindo tanto
para indicar a capacidade de serem metabolizados pela glutationa quanto para atuar como

possiveis inibidores da -lactamase.
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Figura 49: Score de reatividade para formacao de adutos de Glutationa (GSH).
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Fonte: Autoria (2020).

Os resultados de GSH indicam que, para cada série a reatividade segue a ordem
OCHz3<CI<H ndo sendo esta numericamente significativa, ou seja, 0s substituintes néo
influenciam de forma efetiva na reatividade frente a formacéao de adutos de Michael. Entretanto,
para indicar quais os melhores substituintes para as respectivas séries devem-se considerar 0s

demais resultados principalmente interacdo com o sitio ativo, farmacocinética e toxicidade.
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A ordem de séries que apresentaram melhores resultados de score de reatividade sdo
APB<AL<APC<APM. Apesar de ser nitida a distancia de score entre 0 APB e APM ndo se
pode afirmar com precisdo que o0 APM seria mais eficaz em inibir a B-lactamase, pois devem
ser considerado os seus aspectos farmacocinéticos e farmacodindmicos. Pode-se ressaltar
também que a formacéo de aduto de glutationa pode reduzir o efeito do composto como possivel
inibidor enzimatico por competi¢ao da B-lactamase com o GSH, este efeito pode ser contornado

pela utilizacdo das moléculas para o uso topico.

5.5.4.2.3 Adutos de proteina
Quando se formam os adutos de proteina o organismo ndo tem capacidade de reparar esta
alteracdo causada, para que ocorra a formacdo destas reacGes de adicdo de Michael os
compostos envolvem ataque de um nucledfilo carregado a insaturacdo (HUGHES;
SWAMIDASS, 2017). Na Figura 50 encontram-se 0s scores de reatividades e pontos em que
podem ocorrer a formacao dos adutos de proteina.

Com o intuito de ligar-se irreversivelmente as B-lactamases de forma a inativa-la,
deixando as bactérias resistentes aos B-lactamicos susceptiveis a acdo desta classe de farmacos,
as substancias do presente estudo encontram neste pardmetro uma base para fortalecer

argumentos relativos a sua utilizacdo como adjuvantes.

Os pontos de reatividade das moléculas corroboram com sua capacidade de atuarem como
aceptores de Michael assim como mencionado na Fase Il de metabolizacéo para a formagéo de
adutos de glutationa (GSH), os compostos apresentam reatividade nos mesmos locais porém
com diferentes intensidades. Apesar das possiveis metabolizacGes que podem ocorrer através
desta reacdo, as moléculas podem ter maior afinidade com as B-lactamases e inibi-la antes do

GSH ou a sua quantidade excedente (ndo metabolizada) inibe a enzima.

As insaturacOes apresentaram-se igualmente capazes de realizar a formacéo de adutos de
proteinas com excecdo do EE-06 (substituinte metoxila) que detém de um score mais baixo em
relacdo aos demais. Outros pontos menos explicitados também sdo capazes da formacéo de

adutos, entretanto podem ocorrer por outros tipos de reagéo.
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Figura 50: Adutos de proteina.
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Fonte: Autoria (2020).

5.5.5 Toxicidade

A partir do admetSAR foram obtidos resultados relativos a toxicidade dos compostos
sintetizados, foram avaliadas a carcinogenicidade binéria e ternaria, corroséo e irritacdo ocular,
toxicidade oral aguda, mutagenicidade (teste Ames), inibicdo do hERG (do inglés, human

ether-a-go-go related gene), hepatotoxicidade e eco-toxicidade.
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Um dos parametros toxicoldgicos que demandam bastante atencgdo € a carcinogenicidade
de compostos, devendo este ser previamente testados antes do pedido de aprovacdo de

comercializacdo de produtos farmacéuticos e quimicos (GUAN et al., 2019; L1 et al., 2015).

Boa parte dos estudos de relagdo estrutura-atividade (QSAR) tem sido feitos para este
pardmetro em que geralmente se trata da carcinogenicidade binéria (classificacdo de duas
classes) diferenciando-se apenas a probabilidade de ser ou ndo carcinogénico e ternaria
(classificacdo de trés classes) em que considera-se uma possivel carcinogenicidade de acordo
com adosagem (Dl et al., 2019). Na Tabela 17 encontram-se as probabilidades de os compostos

serem carcinogénicos binario ou ternario fornecidos pelo software admetSAR.

A carcinogenicidade ternaria esta relacionada com a quantidade da molécula por peso/dia
do paciente. Se a dose for igual ou inferior a 10 mg.Kg™ sera considerada como perigoso ao
organismo, para o caso de a dose ser superior a 50 mg.Kg™ de peso corporal/dia considera-se

que este composto é ndo carcinogénico (NATHAN et al., 2019).
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Tabela 17: Carcinogenicidade binaria e ternaria.

Carcinogenicidade Carcinogenicidade
Cadigo
(binaria) (ternaria)

AL-01 -0,6874 0,6868

AL-02 -0,6589 0,6823

AL-15 -0,8034 0,6713
APB-01 -0,7017 0,7042
APB-02 -0,6731 0,7107
APB-03 -0,7891 0,6266
APC-01 -0,6874 0,5723
APM-01 0,5840 0,6295
APM-02 0,5697 0,6941
APM-03 0,5476 0,6095

EE-03 -0,6589 0,5837

EE-06 -0,7568 0,4436

Fonte: Autoria (2020).

A partir dos dados in silico obtidos para a carcinogenicidade binaria, a maioria dos
compostos apresentaram-se como possiveis ndo carcinogénicos apenas com a exce¢do da série
APM com probabilidades de 0,5840; 0,5697; 0,5476 de serem carcinogénicos. Ademais,
apontou-se que nenhum dos compostos pode ser considerado carcindgeno ternario a partir dos

algoritmos fornecido ao banco de dados para as referidas substancias em relagéo a sua estrutura.

Alguns compostos enddgenos e principalmente exdgenos sdo capazes de ligar-se
covalentemente ao DNA formando adutos, que se ndo reparados podem provocar mutagoes
(DELANNEE et al., 2019). Assim, na Figura 51 encontram-se os possiveis locais em que
podem ocorrer este tipo de rea¢ao de adicao e seus scores de reatividade obtidos pela ferramenta
XenoSite.
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Figura 51: Adutos de DNA.
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Fonte: Autoria (2020).

A série APB ¢é a que possui mais pontos em que podem ocorrer a formagdo de adutos de
DNA, sendo principalmente situado entre o oxigénio da funcéo éster e 0 anel aromatico seguido
da insaturacdo do grupo vinilico. A série AL apresentou score de reatividade pouco menos
elevados em comparacdo aos APBs, porém localizam-se nos mesmos pontos. Os compostos

apresentaram diferentes perfis frente a formagdo do aduto, isto pode ser justificado pela
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presenca de pontos eletrofilicos coincidentes com os locais de maior score e por o DNA se
tratar de um bionucleofilo aumenta a reatividade. Por fim, as series APC e APM apresentam 0s
pontos de reatividade de score mais baixos que ocorrem principalmente na insaturacao

caracteristica de ambos e no nitrogénio da funcdo amida dos APCs.

Apesar de possuirem pontos com score de reatividade relativamente altos, de acordo com
os demais estudos computacionais relativos a probabilidade mutacdes genicas obtidos pelo
admetSAR o0s compostos ndo apresentam chances significativas de serem carcinogénicos.
Assim, este parametro € um indicativo para auxiliar em mudancgas nas estruturas para caso

futuros estudos in vitro e/ou in vivo das substancias apresentarem-se como carcinogénicos.

A avaliacdo da ocorréncia de irritacdo e/ou corrosdo ocular € um importante parametro a
ser observado nas industrias farmacéuticas e cosméticas para isso, sua predi¢do in silico é
necessaria pois diversas substancias sdo capazes de causar irritacdo ou corrosdo dos olhos e
derme incluindo-se produtos farmacéuticos oculares e dérmicos (YANG et al., 2018). Além
disso, as analises anteriores indicaram uma boa tendéncia as moléculas poderem ser
administradas por via tépica e ocular. Na Tabela 18 encontram-se os resultados in silico para a
predicdo da capacidade de corrosdo e irritagdo ocular dos compostos sintetizados.
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Tabela 18: Corroséo e Irritacdo ocular.

Corrosao ocular Irritacdo Ocular
AL-01 -0,7849 0,9629
AL-02 -0,7172 0,758
AL-15 -0,9393 0,8698
APB-01 -0,9037 0,7651
APB-02 -0,7689 -0,5401
APB-03 -0,9729 -0,6965
APC-01 -0,8352 0,9463
APM-01 0,8909 0,9958
APM-02 0,8303 0,9886
APM-03 -0,6917 0,9917
EE-03 -0,8136 0,7834
EE-06 -0,9661 0,8468

Fonte: Autoria (2020).

Os valores das probabilidades negativos sdo ndo corrosivos/irritantes oculares,
considerando estes fatores apenas as moléculas APM-01 e APM-02 apresentaram-se como
possiveis corrosivos oculares com chances de 0,8909 e 0,8303 na devida ordem. Estes
apresentaram também capacidade de serem carcinogénicos binarios, 0 que o0s torna
toxicologicamente menos atraente do ponto de vista farmacocinético em detrimento dos demais

apesar de possuir insaturagéo de elevado score de reatividade para reagdes de Michael.

Majoritariamente 0s compostos sdo oticamente irritdveis com excecdo dos compostos
APB-02 e APB-03 que apresentaram probabilidade de n&o irritacdo ocular de 0,5401 e 0,6965
respectivamente, e concomitantemente com os demais resultados pode ser utilizado para tratar
infec¢des bacterianas resistente aos B-lactdmicos. Estas moléculas sdo aqui descritas como
tendo alto score de reatividade na insaturacao para reacdes de Michael, possuem energia livre
de ligacao (AG) e constante de inibigdo estimada favoraveis para a oxacilinase (4YOU), ESBL
(11YO), metiltransferase 16S (SMTE) e traspeptidase (3MZE), além disso também podem ser
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metabolizadas por hidrolise 0 que as torna interessante do ponto de vista farmacocinético,

farmacodindmico e toxicol6gico para os parametros até aqui analisados.

Outra forma de avaliar a toxicidade de uma substancia é através da toxicidade oral aguda
(TOA), sendo este caracterizado pela administracdo ou exposi¢cdo do mesmo em uma Unica
dose ou multipla em 24 horas em que os efeitos adversos ocorridos neste espago de tempo sdo
analisados. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos classifica a TOA em quatro
categorias distintas as quais diferem entre si de acordo com seu DLsg, a dose necessaria para
que uma substancia mate 50% da populagédo teste. Para a categoria | 0s valores s&o iguais ou
inferiores a 50 mg.Kg™; a Il o DLsp situa-se entre 50 e 500 mg.Kg?; a categoria 111 os entre 500
e 5000 mg.Kg?; e por fim o IV o0s que obtiverem valores acima de 5000 mg.Kg* (OLIVEIRAL
et al., 2018). A probabilidade de ocorréncia e tipo da toxicidade oral aguda dos compostos

sintetizados pdde ser predita pelo software admetSAR e estdo dispostas na Tabela 19.
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Tabela 19: Toxicidade oral aguda.

Cadigo Probabilidade Tipo
AL-01 0,8235 Il
AL-02 0,4817 I
AL-15 0,6707 I
APB-01 0,5788 Il
APB-02 0,4526 I
APB-03 0,5805 "
APC-01 0,7413 I
APM-01 0,3442 Il
APM-02 0,6447 I
APM-03 0,5780 I
EE-03 0,6009 "
EE-06 0,6516 I

Fonte: Autoria (2020).

De acordo com os resultados expostos na Tabela 19 para a toxicidade oral aguda, a maior
parte das moléculas situaram-se na categoria 11 sendo assim, para estes seria necessarias doses
elevadas para que traga resultados toxicos para o organismo (PALMEIRA et al., 2019). Os que
estdo na categoria Il como o APB-02, APM-02 e APM-03 apresentam uma maior toxicidade

oral aguda em relacdo aos do tipo IlI.

O teste AMES identifica compostos que sdo possiveis causadoras da indugdo de mutacdes
génicas, esta avaliacdo se torna um componente essencial na avalia¢éo de substancias e protecédo
da satde humana. As mutacGes causadas por agentes genotoxicos podem promover mutaces
em células somaticas e/ou germinativas podendo causar cancer, problemas de aprendizado,
infertilidade entre outros. Na Tabela 20 podem ser encontradas as probabilidades dos

compostos do presente estudo serem genotoXxicos.



147

Tabela 20: Mutagenicidade (teste AMES), inibicdo do hERG (do inglés, human ether-a-go-go related gene),
hepatotoxicidade.

Mutagenicidade

Cadigo Inibicdo hERG Hepatotoxicidade
(AMES)

AL-01 -0,81 -0,5000 -0,800

AL-02 -0,79 -0,4154 -0,575

AL-15 -0,85 0,7680 -0,550
APB-01 -0,79 0,6986 0,650
APB-02 -0,73 0,7548 0,575
APB-03 -0,76 0,8450 0,625
APC-01 -0,73 -0,6959 0,550
APM-01 -0,74 -0,6583 -0,650
APM-02 -0,80 -0,6597 -0,550
APM-03 -0,89 -0,4356 -0,575

EE-03 -0,73 -0,6621 -0,500

EE-06 -0,73 -0,5137 0,600

Fonte: Autoria (2020).

De acordo com os resultados da Tabela 20 nenhum dos compostos apresentou capacidade
in silico de mutagenicidade para o teste AMES implicando na ndo genotoxicidade dos mesmos

em elevadas probabilidades que variaram de 0,73 a 0,85 para as substancias analisadas.

A cardiotoxicidade, avaliada através da inibicdo do hERG, gene responsavel pelo
transporte de potassio no coragédo sdo vitais para a fase de repolarizacdo do potencial de agédo
cardiaco. Ou seja, uma substancia que iniba 0 hERG pode causar arritmias cardiacas, torsade
de pointes e morte subita. Este parametro é um dos motivos do qual muitos farmacos néo
passam da fase pré-clinica (ROMAN et al., 2019). Na Tabela 20 sdo encontradas as

probabilidades de 0os compostos atuarem como possiveis inibidores do hERG.
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Quatro dos doze compostos sdo possiveis inibidores do hERG sendo estes 0 AL-15 e a
série APB, esta Ultima que detinha boa parte dos melhores resultados in silico e de acordo com
a avaliacdo do admetSAR seria um potencial cardiotoxico podem ainda permanecer como
possiveis farmacos pois a inibicdo dos canais de hERG sdo dependentes da concentracédo
utilizada podendo ndo implicar em danos significativos na utilizagdo destas quatro substancias.
Novos testes sdo necessarios para avaliar a concentracdo necessaria para que estes propiciem

sua acdo e se esta é capaz de inibir o referido canal.

Muitos medicamentos comerciais sao capazes de induzir lesdo hepética, que pode variar
de um leve aumento nas concentracBes de aminotransferases até insuficiéncia hepatica
fulminante. As lesGes hepaticas medicamentosas estatisticamente representam 30% das
hepatites agudas e 10% das reacdes adversas o0 que pode levar um farmaco a sair de circulacao
(JALILI-BALEH et al., 2017).

A previsdo da hepatotoxicidade nos estagios pré-clinicos é dificil em decorréncia da
variabilidade de fatores que a influenciam como os genéticos e ambientais. Por conseguinte, a
utilizacdo de softwares para a identificacdo de um possivel farmaco hepatotoxico é de alta
necessidade. Entretanto, as dificuldades geradas nestes testes promovem falhas nas predigdes
geradas por um sistema de algoritmo pobre em dados, de forma a ndo construir um modelo
preditivo de boa exatiddo e precisdo (RAGAB et al., 2019). Para efeito de conclusdo das
possiveis toxicidades dos compostos sintetizados, na Tabela 20 encontram-se as probabilidades
de estes serem hepatotoxico.

Os resultados preditos pelo admetSAR indicaram que o APC-01, EE-03 e toda a série
APB apresentaram-se como possiveis substancias hepatotoxicas. Contudo, vale ressaltar que
além de ndo existirem programas robustos o suficiente para predizer este critério também seria

necessario averiguar o nivel de lesdo causada e concentracdo requerida para tal.
5.5.6 Eco-Toxicidade

Um fator importante e adicional quando se planeja novos farmacos € a eco-toxicidade, o
termo refere-se ao estudo dos efeitos quimicos no ecossistema e seus componentes. Ademais é
um parametro legal da regulamentacdo de qualidade da agua, efluentes e sedimentos que séo
instituidos pela Resolugédo Conama n° 344/04 e n° 357/05 (KRAMER; AZEVEDO, 2013). Os
testes utilizados para este fim incluem os testes de toxicidade com organismos, 0s chamados
bioensaios, em que séo averiguados o grau de efeito bioldgico de uma substancia desconhecida
ou substancia-teste (KAR; LESZCZYNSKI, 2020).



149

Na Tabela 21 s&o encontrados alguns resultados in silico da eco-toxicidade dos compostos
sintetizados obtidos a partir do admetSAR. Os resultados preliminares de toxicidade em mel de
abelha, biodegradacéo, toxicidade aquatica de crustaceos e peixes, e a Tetrahymena pyriformis
seguem o mesmo padrao de probabilidade em que os valores negativos indicam a ndo toxicidade

para determinado critério.

Tabela 21: Eco-Toxicidade.

Toxicidade Toxicidade  Toxicidade Tetrahymena

em mel de Biodegradacdo  aquaticade  aquaticade pyriformis

abelha crustaceos peixes pl1GCso (ug/L)
AL-01 0,7528 -0,525 -0,5255 0,9533 0,967
AL-02 0,7481 -0,800 0,6045 0,9871 0,728
AL-15 0,8627 0,550 -0,5100 0,9339 0,670
APB-01 0,7020 -0,675 -0,5355 0,9862 1,298
APB-02 0,7218 -0,650 0,6145 0,9960 1,423
APB-03 0,7563 -0,650 0,5100 0,9758 1,307
APC-01 -0,5761 -0,675 -0,6600 -0,3809 0,242
APM-01 0,7437 -0,600 0,6100 0,9350 0,939
APM-02 0,7858 -0,925 0,7500 0,9833 0,640
APM-03 0,8362 -0,675 0,6600 0,7746 0,596
EE-03 -0,6161 -0,825 0,5747 0,8653 0,153
EE-06 0,6218 -0,700 -0,5600 -0,5199 0,035

Fonte: Autoria (2020)

A maioria dos compostos apresentou chances de serem toxicos em mel de abelha com
excecdo do APC-01 e EE-03 que indicaram as respectivas probabilidades de 0,5761 e 0,6161.
Suas chances biodegradacdo também ndo foram boas, apenas o AL-15 pdde ser considerado
como biodegradavel (0,550). A toxicidade aquatica de crustaceos apresentou alguns possiveis
ndo toxicos como o0 AL-01, AL-15, APB-01, APC-01 e EE-06, entretanto quando considerada
a de peixes as substancias favoraveis sao reduzidas ao APC-01 (-0,3809) e EE-06 (-0,5199)
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sendo os demais altamente provaveis de serem toxicos para estes. Os testes in silico de
Tetrahymena pyriformis indicaram que a série APB sdo 0s que necessitam de maior
concentracdo para causar a morte de 50% destes protozoarios, sendo assim menos toxicos que

0s demais, a serie APC mostrou ser a mais toxica neste parametro.

Apesar de 0s compostos sintetizados ndo serem ecologicamente favoraveis, vale ressaltar
qgue com o descarte correto e tratamento adequado qualquer rejeito esta sujeito a ser menos
prejudicial ao planeta. Assim, estas toxicidades podem ser contornadas por estratégias de

descarte, ndo oferecendo riscos a satide dos animais e plantas.

5.6 Teste de hemolise

A exposicao do organismo ao farmaco apresenta um potencial citotoxico a hemacias
originando complicacgdes oriundas do processo hemolitico que pode ocorrer por oxidagdo da
hemoglobina, com defeitos intrinsecos dos eritrécitos de pacientes com deficiéncia de glicose
ou doenca de hemoglobina instavel, hemolise imune, adsor¢do do farmaco ou proteina nédo

imunoldgica e anemia hemolitica autoimune (MORGAN et al., 2019).

Com o intuito de avaliar a toxicidade preliminar das moléculas sintetizadas realizaram-se
testes de atividade hemolitica. A concentragdo de 200 pg.mL* inicialmente utilizada, tida como
relativamente alta, prediz a capacidade dos compostos de causarem lesdo na membrana
plasméatica da célula, podendo esta ocorrer via formacdo de poros ou ruptura total
(MARTINEZ-RODRIGUEZ; TAVAREZ; GONZALEZ-SANCHEZ, 2019). Na Tabela 22

podem ser observados os resultados obtidos para esta analise.
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Cadigo Potencial Hemolitico (%0)
AL-01 2,259
AL-02 6,154
AL-15 6,727
APB-01 4,823
APB-02 48,015
APB-03 8,732
APM-01 6,679
APM-02 3,007
APM-03 2,924
EE-03 3,588
EE-06 4,452
Acido Acético 100

Fonte: Autoria (2020).

Do potencial hemolitico obtido para esta concentracdo apenas o APB-02 apresentou alta

atividade, cerca de 48,015% de hemdlise, ao apresentar valores superiores a 30% indica uma

toxicidade elevada (GOUSKQV et al., 2019). Este grande potencial de dano aos eritrocitos,

podem ter ocorrido por disturbios da membrana em decorréncia de interagdes com lipidios,

proteinas e/ou carboidratos da superficie celular, facilitada pela lipofilicidade elevada. Os

estudos de toxicidade in silico apontaram que esta molécula é um possivel hepatotoxico

podendo este elevado potencial hemolitico estar relacionado com esta caracteristica.

Dos compostos analisados, as séries AL e APB obtiveram os valores mais elevados, sendo

entre eles os de substituinte Hidrogénio de menor poder hemolitico. Quando comparados entre

si 0 APB se sobressai indicando que o tamanho da molécula influencia os resultados. Além

deste fator, tem-se em comum a funcédo éster indicando que pode haver uma relagdo com as

respostas.
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Com excecdo do APB-02, as demais apresentaram valores considerados baixos para esta
andlise (inferiores a 10%) indicando que ndo apresentaram potencial dano citotoxico frente as
hemacias. Demais experimentos (inicialmente in silico e posterior in vitro) sdo necessarios para

averiguar a toxicidade preliminar.

5.7 Concentracdo Inibitéria Minima

Ap0s realizadas as sinteses dos compostos bem como a caracterizacdo de alguns deles e
teste de hemolise os compostos de todas as séries puderam ser submetidos a avaliacdo
antibacteriana frente as cepas de Escherichia coli, a fim de identificar as concentracées
inibitérias minimas (CIM) presuntivas de cada composto. Os valores observados para as CIMs

estdo dispostos na Tabela 23.

Por se tratar de um microrganismo pertencente a classe das Gram-negativas as
Enterobacteriaceae e, portanto, a E. coli fazem parte dos patdgenos que possuem resisténcia a
diversos antibioticos (LOOSE et al., 2019). Detentora de diversos mecanismos de resisténcia,
esta bactéria esta diretamente associada a produgao de diferentes tipos de B-lactamases que sua
descoberta pode ser efetuada em cepas de E. coli (KREWING et al., 2019).
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Tabela 23: Concentracdo Inibitdria Minima dos compostos sintetizados frente a cepa de E. coli.

Escherichia coli ATCC 25922 CIM
Composto testado

(ug.mL™?)
AL-01 >1024
AL-02 >1024
AL-15 >1024
APB-01 >1024
APB-02 >1024
APB-03 >1024
APC-01 >1024
APM-01 1024
APM-02 >1024
APM-03 1024
EE-03 >1024
EE-06 >1024

Cefazolina
128

(Controle Positivo)

Fonte: Autoria (2020).

O valor indicado do controle positivo para o CIM, quando utilizado o antibidtico
Cefazolina comercial apresentou-se como 128 pug.mL™. No controle negativo contendo DMSO
(20%) e Tween20 (12%) ndo apresentou atividade para a cepa testada. Este antibidtico pertence
a classe das cefalosporinas de primeira geracdo e sua utilizagdo proporciona menor duragéo do

tratamento em relacdo a pacientes tratados com Amoxilina (HEROWATI et al., 2019).

Das moléculas apresentadas sua maioria ndo apresentou atividade na maior concentracdo
testada sendo reproduzido os resultados obtidos para a E. coli ATCC 25922 ao qual o composto
EE-06 foi submetido em previos estudos realizados por Santos (2017), podendo estes terem

ocorrido principalmente pela dificuldade em atravessar a parede celular bacteriana.

Contudo, os resultados obtidos indicam que para as moléculas APM-01 e APM-03
apresentaram inibicdo presuntiva bacteriana na concentragio de 1024 pg.mL™. As estruturas
destes compostos podem ser encontradas na Figura 52. De acordo com o observavel estes sdo
os de menor tamanho e peso molecular, diferenciando-se das demais séries como por exemplo

a APB, indicando a possibilidade de atravessar as porinas presentes na parede celular das Gram-
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negativas. Estas moléculas ainda possuem menores lipofilias, sugerindo melhor caracteristica

para acao desta classe de compostos.

Figura 52: Estrutura dos compostos com melhores resultados para a CIM da E. coli.

APM-01 APM-03
~CN ~_CN
CN CN
OCH;
APB-03

0]
CN
OCH;

Fonte: Propria

O caréter eletrdnico e hidrossoltvel dos compostos influencia na atividade bioldgica que
de acordo com o método manual de Topliss as diferentes substitui¢ces na posicdo para do anel
aromatico interferem diretamente nos resultados. Seguindo o Esquema 3 da arvore de decisdo
de Topliss ao ser realizado o estudo da atividade com os compostos ndo substituidos e com 4-
Cloro (equipotentes entre si), havendo o decaimento dos resultados para este ultimo o passo
seguinte seria utilizar a substituicdo 4-Metoxila. Este recurso pode ser utilizado pois relaciona-
se a constante de hidrofobicidade (m) e a constante de Hammett (o, efeito eletronico) para os
provaveis parametros ativos n-26 e ©-36, ou seja, possiveis doadores de elétrons que ao serem
acoplados a nucleos arométicos aumentam a hidrofobicidade da molécula. Foram observadas
que a inser¢do de um grupo metoxila sobre um anel B-lactdmico torna um antibi6tico mais ativo
contra microrganismos Gram negativos como a E. coli e patdgenos anaerdbios (OLIVEIRA et
al., 2009).

Os resultados obtidos para a CIM divergem dos resultados de docking molecular realizado
para as moléculas, entretanto é valido ressaltar que o processo de docagem foi realizado
utilizando a enzima a qual o estudo se destina ndo sendo atendidas, no caso do estudo in silico,
as atividades antibacterianas visto que diversas barreiras sdo apresentadas aos antibidticos antes

do contato com a p-lactamase.



155

A insaturacdo nos carbonos o e § em relagdo a carbonila implica em uma possivel inibi¢ao
da enzima B-lactamase por reacdo de adi¢do de Michael, funcionando neste caso como aceptor.
Esta inibicdo pode ser verificada em testes posteriores in silico (modelagem molecular) e in
vitro (modulacéo). Para os compostos da série APM que obtiveram inibi¢do na concentracédo
de 1024 ug.mL* que sdo derivados da malonitrila, ha estudos indicando que estes compostos
que o0s contém apresentam-se como sendo promissores antibacterianos (ABDELMONIEM et
al., 2019). E valido enfatizar que esta analise de CIM possui carater meramente presuntivo
sendo necessaria a realizacdo deste estudo seguindo outras técnicas e normas a fim de validar

0 mesmo além de testes adicionais com outros microrganismos.

Todos compostos preditos e sintetizados apresentaram-se em intervalos desejaveis para
os critérios de druglikeness. A farmacodinamica in silico testada por docking molecular para
diferentes alvos indicaram uma boa energia livre de ligagdo quando comparado com o
respectivo ligante co-cristalizado, neste ponto destaca-se a série APB. A toxicidade preliminar
para eritrécitos humanos foi branda com excecado do APB-02, houve também um CIM favoravel
para 0 APM-1 e APM-3. As predi¢cdes farmacocinéticas, toxicidade e eco-toxicidade apontaram

para uma maior precaucao nos testes para as séries principalmente a APB.
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6  CONSIDERACOES FINAIS

Visando contribuir para a busca de novos antibacterianos e adjuvantes no tratamento de
infeccbes, doze compostos a, B-insaturados com diferentes substituintes puderam ser
planejados e sintetizados, sendo destas sete inéditas. Para planejar os compostos, estudos in
silico puderam ser realizados para predizer as propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas destes. O docking molecular mostrou as possiveis interagfes com os residuos
de aminoacido dos alvos ESBL, Oxacilinase, PBP e 16S rRNA bem como as energias livre e
constantes de inibicdo na maior parte dos casos mais favoraveis em relagdo ao composto co-
cristalizado. Os resultados sugeriram valores favoraveis para 0os compostos sendo os melhores

resultados apresentados pelos da série APB.

Dos doze compostos sintetizados foram realizadas espectroscopias de RMN *H e 3C de
cinco, que indicaram a presenca de picos caracteristicos de compostos vinilicos, validando a

rota sintética destas moléculas.

As predicGes farmacocinéticas apontaram uma boa absor¢do dos compostos no organismo
a partir de sua lipofilicidade, bem como h& altas chances de permeacdo da BHE
concomitantemente a AIH. Os compostos se apresentaram como ndo substratos do P-gp, o que
é um bom indicativo de ndo excrecdo a partir da bomba de efluxo pelas bactérias. Os resultados
de Log Kp indicaram que 0s compostos possuem baixa permeacdo e, portanto, poderiam ser
utilizados para tratamento infeccioso ocular e tépico, principalmente a série APB que de acordo
com a sua BOH néo seriam indicados para administracéo via oral. A distribuicdo in silico dos
compostos indicou que estes precisam ser adjuvantes de B-lactamicos com forte LPP como por

exemplo a cefazolina.

Para os estudos in silico de toxicidade, os APMs mostraram-se capazes de serem
carcinogénicos binarios e para nenhum deles houve probabilidade de atuarem como
carcindgenos ternarios. Houve a tendéncia de os compostos formarem adutos de DNA mais
elevada para os APBs, seguido dos ALs, APMs e APCs. A maioria dos compostos apresentou-
se como oticamente irritdveis com exce¢do dos APBs, corroborando com a ideia de sua
utilizacdo para o uso ocular. Ao avaliar a toxicidade oral aguda boa parte das moléculas
apresentou-se como possiveis ndo toxicos, o0 APB-02, APM-02 e APM-03 foram classificados
como Tipo Il enquanto os demais séo de Tipo I11. Os compostos sdo ndo mutagénicos (AMES),
e com excegdo do AL-15 e APB néo inibem o hERG, em sua maioria ndo séo hepatotoxicas.
A eco-toxicidade indicou que deve haver um melhor cuidado e manuseio para o descarte destas

substancias.
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Os testes de hemolise para as moléculas indicaram uma baixa toxicidade aos eritrocitos
humanos in vitro para a maior parte dos compostos sintetizados, sendo elevada apenas para a
molécula APB-02, estes dados corroboram os testes de toxicidade in silico. O ensaio presuntivo
de CIM indicou o0 APM-01 e APM-03 como inibidores na maior concentracdo analisada de

modo a inferir um possivel efeito modulador quando aplicado com um B-lactamico.

A série APB foi a mais promissora para o estudo em questdo, enfatizando-se o de
substituinte halogenado, os resultados apresentados indicaram que pode haver uma melhor
resposta deste para o uso tépico e principalmente ocular devido sua permeacdo, lipofilicidade,
toxicidade e ndo corrosdo ou irritacdo ocular. Estudos posteriores poderéo ser realizados para
avaliar a capacidade moduladora bem como o sinergismo de todos os compostos frente a cepas

produtoras de B-lactamase.

Apesar dos resultados da avaliagdo da atividade antimicrobiana n&o terem sido
expressivos, até o presente momento ndo foi possivel investigar a capacidade de reversdo de
resisténcia microbiana. Portanto, ndo se pode descartar a possibilidade das moléculas

sintetizadas atuarem sobre p-lactamases como indicado nos estudos de docking molecular.
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PERSPECTIVAS

a) Finalizar a caracterizacdo estrutural por meio das Espectroscopias de RMN H e 3C para as
demais moléculas bem como, Infra Vermelho (1V) e massas;

b) Avaliar CIM dos compostos frente a diferentes cepas resistente aos antibioticos f-lactamicos;
c) Para os compostos que apresentarem inibicdo realizar o Checkerboard;

d) Testar a modulacédo frente as cepas anteriormente testadas para todos os compostos;

e) Publicar artigos cientificos.

f) Continuidade da pesquisa
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APENDICE A - DOCKING MOLECULAR



APENDICE A.1 - Docking molecular: interagio AL-01 com 4Y0U.

SER
A:130
3.48
TRP O A~
A>3 Q'T-"" \ P -
449 - P
3.78* SN
ALA 3.29
A:82 '
MET .
A:225 =N
A170

Interactions
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Lone Pair
D Fi-Donor Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

- Pi-Sigma

APENDICE A.2 — Docking molecular: interacdo AL-02 com 4YOU.

P O~_ ,IL
.\_;_t:\;; N /:: N f:,;,,;
3.39 ;
377
II

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
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APENDICE A.3 - Docking molecular: interagio AL-15 com 4Y0U.
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- L " '\\ y
—{ . . —
3.13 4 95 \:_';\\_\ \o
5 3..6’4
A:221 MET S
A:225 -
SER
A:83

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Sulfur

D Carbon Hydrogen Bond

APENDICE A.4 — Docking molecular: interacdo APB-01 com 4YOU.

SER
A:130

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Lone Pair
I:I Pi-Donor Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
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APENDICE A.5 — Docking molecular:

ALA
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..o 5.14
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A:170 ~ """ - €es —
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MET
A:225
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
- Unfavarable Acceptor-Acceptor
D Pi-Denor Hydrogen Bond

APENDICE A.6 — Docking molecular: interacdo APB-03 com 4YOU.

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond
D Pi-Donar Hydrogen Bond

interacdo APB-02 com 4YOQU.
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\\
[ \
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- r
[
T
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- Pi-Sigma
|:| Pi-Alkyl

SER
A:130

- Fi-Sigma
|:| Pi-Alkyl
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APENDICE A.7 — Docking molecular: interagdo APC-01 com 4Y0U.
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[ ;) =/ H.
\ / ~.. 2.01
293 . H
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A223 286
SER .
MET SEF KCX
A:225 A:86
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Lone Pair
I:I Pi-Donor Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

- Fi-Sigma

APENDICE A.8 — Docking molecular: interacdo APM-01 com 4YQU.
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Arl170 A:226
Interactions
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Lone Pair

D Pi-Donor Hydrogen Bond
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APENDICE A.9 — Docking molecular: interagdo APM-02 com 4YO0U.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Lone Pair
D Carbon Hydrogen Bond D Alkyl
- Pi-Sigma D Fi-Alkyl

APENDICE A.10 — Docking molecular: interagio APM-03 com 4Y0U.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond
D Carbon Hydrogen Bond
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APENDICE A.11 — Docking molecular: interagio EE-03 com 4Y0U.
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TRP
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Interactions

- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

I:I Carbon Hydrogen Bond

APENDICE A.12 — Docking molecular: interacio EE-06 com 4YO0U.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Unfavorable Donor-Donor

D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
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APENDICE A.13 — Docking molecular

> interagdo AL-01 com 11YO.
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\ 2, 6H:170
4.59 FOPLL
’\\f" /O
SER /4
A:130 3.62 S
K \\‘ , \\
(< S o—
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond
- Unfavorable Acceptor-Acceptor

APENDICE A.14 — Docking molecular

[ Fi<cation

I:I Pi-Danor Hydrogen Bond

> interagdo AL-02 com 11YO.

|
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4.26 [ - J - {
48 ‘1
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Interactions
D Carbon Hydrogen Bond
D Pi-Donor Hydrogen Bond

|:| Pi-Alkyl
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APENDICE A.15 — Docking molecular: interagio AL-15 com 11YO.
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ARG SER
A274 A237

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
|:| Carbon Hydrogen Bond

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

- Pi-Sigma

APENDICE A.16 — Docking molecular: interacio APB-01 com 11YO.
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Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
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APENDICE A.17 — Docking molecular: interacdo APB-02 com 11YO.

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

APENDICE A.18 — Docking molecular: interacdo APB-03 com 11YO.
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APENDICE A.19 — Docking molecular: interagio APC-01 com 11YO.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Cation

APENDICE A.20 — Docking molecular: interacio APM-01 com 11YO.
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D Pi-Donor Hydrogen Bond
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APENDICE A.21 — Docking molecular: interagio APM-02 com 11YO.

SER
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Interactions
I:I Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Donor Hydrogen Bond

APENDICE A.22 — Docking molecular: interacio APM-03 com 11YO.
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APENDICE A.23 — Docking molecular: interagio EE-03 com 11YO.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Donor Hydrogen Bond

APENDICE A.24 — Docking molecular: interagdo EE-06 com 11YO.
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APENDICE A.25 — Docking molecular: interacdo AL-01 com 3MZE.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond I:I Carbon Hydrogen Bond

APENDICE A.26 — Docking molecular: interacio AL-02 com 3MZE.
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APENDICE A.27 — Docking molecular: interacdo AL-15 com 3MZE.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation

APENDICE A.28 — Docking molecular: interacio APB-01 com 3MZE.
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APENDICE A.29 — Docking molecular: interacio APB-02 com 3MZE.
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Interactions
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APENDICE A.30 — Docking molecular: interacio APB-03 com 3MZE.
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APENDICE A.31 — Docking molecular: interagdo APC-01 com 3MZE.
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- Conventional Hydrogen Bond D Fi-Cation

APENDICE A.32 — Docking molecular: interacdo APM-01 com 3MZE.

N
2010\ /
:”:\\ g \‘x
SER \
. 3.44 NS
All0 '/ 329
4 Sf v SER
(388 Ay
SE "
A:87 ALA \
A:43 a
LEU
A153

Interactions

I:I Carbon Hydrogen Bond - Pi-Sigma
I:I Fi-Donar Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl
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APENDICE A.33 — Docking molecular: interagio APM-02 com 3MZE.

HI=
Ae216
240
o’ ’
A Hf:l"--wf": H
368 f’ i "‘--;::_J :;,f
iEl’% -\..:' W o 'Lx.___ -___.-"'[
' 491 273
AT A
s sER
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkeyl
|:| Fi-Lone Pair |:| Fi-Allyl

APENDICE A.34 — Docking molecular: interacdo APM-03 com 3MZE.

ALA
A4
SER. 521
4110 2.74
y , HIS
305 N 2 B
) S T
DD
ARG
2048
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Fi-Lone Pair
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Fi-Alkyl



APENDICE A.35 — Docking molecular: interacio EE-03 com 3MZE.

THR
4217
219
H | of HIZ
' Lo TA216
. ’;’-’-__.- § D“:-:‘: > -—--___.-N-. H- a m

= - o
S LI i __-"-'.a- _.-"'".-"N
e - o o
o - e
44023 -

AFF
A:248
FHE
A245
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
|:| Pi-Cation

APENDICE A.36 — Docking molecular: interacdo EE-06 com 3MZE.

THE.
A21T
222
d HI3
5 R
- ;H‘" 1",’:‘ '.:':"_*--\ Q"‘n::j:v"# H*"
283 [E.._ ‘.-E 1 - =
: 4 1.9_“.*.‘.:“:’.___,.-" .\""'--._____.-":;:-""-'.“" :j;::N
ARG
A28
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Cation
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APENDICE A.37 — Docking molecular: interacdo AL-01 com 3MTE.

! . !
Faemmmmuy
S Y
AN
{ . 2 [;;h
Y S y
e/ Ny
% E'J b
L '
\ “. 3.00
. .
N, L
b L |
'\_\ Wy
— 107
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond

APENDICE A.38 — Docking molecular: interacdo AL-02 com 3MTE.

N'\-\. ___.-'" - ___.-"'f
O J 32 ass 4V
[ o 459
LN Y 545 LET
2.6 110
,’ ‘ TRP
SER A107
A195
FRO
A106
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl
- Fi-Fi T-chaped |:| Pi-alkyl
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APENDICE A.39 — Docking molecular: interacdo AL-15 com 3MTE.

=EE.
£:195
252
- TRP
P 247 A197
AN A x:-'f:{p\"‘*-h T
5 24{ 3 -_;J B0
480 : -
PEO . THR
L1006 r o33
TEF
&:107
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Fi T-shaped

I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

APENDICE A.40 — Docking molecular: interacio APB-01 com 3MTE.

TRP
AA07
LEU .3'- &4
.n.":".n.].|:|4 2 98} ) :
\ ' J %
A "\ '] B N,
K‘;\ / q:\ /TN -% ?4 EU
\ - Y, % .
— “—0/ 474 A110
5576 N—/
. \ 327 s g 540
. = PRO
) > A5
PHE :
£:105 A3
ALM
ALA .
. ARA
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I PiLone Pair
I:I Carbon Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked
- Fi-Sigma |:| Pi-alkyl
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APENDICE A.41 — Docking molecular: interacio APB-02 com 3MTE.

TRF
&:197
)
455 ‘
.J_h'\. .I'.!—\:l'
%, \
Y !
{ & ) ke
N Y I
W w454 r
[ . i
‘ »
‘ -
TRF
&0107
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond

- Pi-Sigma

APENDICE A.42 — Docking molecular:

LET
&110
371
—_— /
FAR ’ ‘.",_I
> /426
- FROD
455 ASE
505
ALA
A ET
ALA
£ 56

- Pi-Fi T-shaped
|:| Pi-alkyl

interacdo APB-03 com SMTE.

TEF
ﬁ:_-l[l'}"
LETT -
&:110 234
Y 363 "
N )
. N S 1Y ] ry ™
-":1 :" x . __.-";.' ‘._"'-._"L
433 9y L )
PRO \¥....o/ \‘x\‘\ A Wt Y
.;5156 4 ?2_‘:1 :'_.—\: T
N\ / \
23
AT 379
ALA AZP
AR A5
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond

- Pi-Sigma
|:| Pi-Alkyl
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APENDICE A.43 — Docking molecular: interagdo APC-01 com 3MTE.

ASP
A30
2.20
- GLY
x :- I]; ’gékgz
':-. : - 1__.-:. LY _.iq-_ H
588 / N\
, N\ o
7 ' 255
TRP ’ "\
L7 ’ A:38
SER
A:195
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Fi-Fi T-chaped

APENDICE A.44 — Docking molecular: interacio APM-01 com 3MTE.

TRP
AT107

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi Stacked
I:I Carbon Hydrogen Bond
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APENDICE A.45 — Docking molecular: interagio APM-02 com 3MTE

=ER
}L' 195
2.77
’ TRF
. 4:107
Moy, —f 456 446
AR 4 -
Wi -
MR L ¥
A\ SN 4 13LET
Ne—r 7 — A:110
"._‘:-__ '_,.-'
5.34
PRO
A 106
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond

[ Aky
- Pi-Pi T-shaped |:| Pi-Alkyl
APENDICE A.46 — Docking molecular: interacdo APM-03 com 3MTE.
PRO PHE
A:106 A:105
w
*3.79 3.95 TRP
. A:107
PR 479313
- ,,fl .'i.‘ " 1
Ry YT YT
343 °
2.87
TRP ;
A:197 SER
A:195
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
D Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
P ri-sigma
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APENDICE A.47 — Docking molecular: interagio EE-03 com 3MTE

TRP L 'F : (
&1, 1 5
= &l N .
“‘ lH
T‘I ..N"""---.___1__.-'"'.#.#*.-‘.‘."'"-.
)
| A:197
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
- Unfavorable Donor-Donor

- Pi-Fi T-chaped
|:| Pi-Alkyl

APENDICE A .48 — Docking molecular: interacdo EE-06 com 3MTE.

"a._‘l‘ \"\
— )= g
4 ‘\-.\"' ..-",I|I I-I" :
481 YR8
b .
b . e |
TEP
A:107

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
- Unfavarable Donor-Donor

- Fi-Fi T-shaped
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APENDICE B - ESPECTROS DE RMN



—32000

30000

APENDICE B.1 — Espectros de RMN —H do AL-01.

~28000
—26000
—24000

22000

—20000

—18000

16000

~14000

—12000

~-2000

l

3

E(v)
1.3160
J(7.1073)

D (a)
4.3286
J(7.0955)

4
B (1)
76514

J(7.8654,.7 449))

I

C(y
7.5974

/

8

A(d)

8.0643
J(7.6107)

09TE'T

FOsTT
IME’I)
SLITT

J(7 8654, 7.0328)

‘ 8IS

OSINQ TT087
OSIN@Irost
OSINA £L08T
OSINA roT¥T)
OSINA9ETET
OSIN@TTsET

_—1‘

OQHFeree—

S0TET
ouEr
STEEr '_ﬂ
E9rET

6Lrer

§r8 L
§985°L
968541
986541
9L
0609°L
LT
6989'L
1669°L
FIr9'L
LY
£189'L1
£359'4 1
F199'L

989974 E
LS99l

L9508
9890'8§
10408

037 0.57

f1 (ppm)

S5

8.0 7.5 7.0 6.5

8.5
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APENDICE B.2 — Espectros de RMN —H do AL-02.

o (=] [~ o Q (=] (=] (=] (=] ©
g8 B 8 8 8 8 88 B8 &8 8 8 88 B8 8
£ & R & & & I & 8 § 8 § K o O
L Il 1 1 I e 1 | 1 ) I /|
SR T et
e | h
%_.‘ nnémﬂ} F4
=5 leriet
OSIN 1108 T
0SNG Tr08'T
OSINQ (LIS T - ey
OSING 0T8T
OSING 5187
OH 68¢F ¢ —
880ET

C (a)
1.3266
J(7.1302)

WIEr
STeeT
TrreT

B(d
7.6792
J(8.5027)

S99

oL

R8L9L

08894

98947
b O¥ns
grd osm&
‘o 0L08

i’

1 (ppm)

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

75

8.0

8.5
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— Espectros de RMN — *H do APC-01.

A

APENDICE B.3

(wdd) 14
L T FE O TE V€ € TE OV Ty ¥y Iy SV 8S TS5 PSS 95 85 09 9 9. "959 B9 0L 'CL Vi 99L& &£ 08 T8 S
1 2 ' 1 s " 1 2

1 1 L L I I 2 L 1 L 1 I 1 1 1 L 2 1 1 1 L I 1

0007

g 8
.8
|

=

8

@

I}
OSINQ £108°7
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OSING 8ET8°T

OQH 1798 —
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— Espectros de RMN —'H do APM-01.

A

APENDICE B.4

(wdd) 1y
T 9T 87 OE TE ¥€ 9€ 8€ Ob TH #b 9% &b 0S TS S 9S 85 09 T9 +¥9 99 89 0L TL ¥L 9L 8L 08 T8
A L A A A e 1 1 1 'S A L L e A A A s L L L L 1 ' e A e A L L 1
0007--
902 00'T 01T
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0002
—t 1
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e oo NN
ZEzii !
000 CHEISS
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00001~
00071 -
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0008T-
00002
00072
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00092- )
00082 _

68858 —



APENDICE B.5 — Espectros de RMN — 'H do APM-03.

g o (=] o (=] o [=] (=] (=] o
3 8 s 8 2 8 8 2 8 8
2 (3 & [ 3 2 ¥ b & -] ©
L I ' L I\ A ' L Il
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OSING FTo8 7
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O@H 08FE'e—
— --—fﬂﬂ' — - ]
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- “ 8SLTL
4.§§_§_» e6Lri _ .
R ® £L8TL o
< LO6TL
66T L
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e 1996L
- 8 g 9696 L :
—Fob— PLLE L= -
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1986L
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T T T T T T T

T T T

T T T T T T

T T
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84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 5.6'15.4 ?.2 S50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24

~
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— Espectros de RMN - 'H do EE-06

A

APENDICE B.6

(wdd) 14
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~1400
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APENDICE B.7 — Espectros de RMN — 3C do AL-01

1300
1200
1100

~1000
900
800

= = [=] [ N — R — . |
E. ¢ O ¥ & & T .9
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APENDICE B.8 — Espectros de RMN — 3C do AL-02

& 8 s 2 =) o = = =3 o = o o =
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APENDICE B.9 — Espectros de RMN — 3C do APC-01
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APENDICE B.10 — Espectros de RMN - 13C do APM-01
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APENDICE B.11 - Espectros de RMN — 13C do APM-03
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APENDICE B.12 — Espectros de RMN - 13C do EE-06
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ANEXO C - MECANISMO REACIONAL PARA MORFOLINA

[N..j NC’Q)OLR' — =

CN R

R=H, Cl, OCH;
R'= OH, NH,, OCH,, OCH,Ar



