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RESUMO

Tiossemicarbazonas (TSCs) sdao compostos que possuem diversas aplicagdes bioldgicas e
farmacologicas. Estudos biologicos anteriores envolvendo a atividade antibacteriana de
complexos de Co(III), Cu(Il) e Mn(II) derivados de TSCs revelaram complexos com potencial
biologico promissor. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana teérica de complexos de Ni(II) contendo TSCs frente a cinco culturas bacterianas
(S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, L. paracasei e E. faecalis) por meio do docking molecular e
analisar in silico os parametros farmacocinéticos de ADME. Para estes experimentos dois tipos
diferentes de complexos de Ni(Il) com ligantes tridentados do tipo 2-acetilpiridina-N(4)-R-
tiossemicarbazona (Hatc-R) foram usados. O grupo R do ligante Hatc-R foi substituido por etil
(Et, 1) e fenil (Ph, 2), para formar complexos do tipo [Ni(atc-Et),, 3] e [Ni(atc-Ph),, 4]. A
analise da superficie de Hirshfeld do complexo 3 revelou que a estrutura supramolecular ¢
estabilizada por interagdes do tipo H---H, C---H/H---C, N---H/H---N e S---H/H:--S. Os estudos
de docking molecular dos ligantes livres 1 e 2 e complexos metalicos 3 e 4 foram realizados
com as estruturas cristalinas das enzimas das bactérias mencionadas acima e os resultados
mostraram valores de AG altamente exergdnico que revelam boa orientacdo e afinidade de
ligagdo. O complexo 4 apresentou os melhores resultados entre todos os compostos testados.
Os valores de AG para o complexo 4 foram de —10,09 kcal mol ™! para L. paracasei, seguida por
—8,95 kcal mol ™! para S. mutans enquanto o melhor valor de AG do complexo 3 foi de —7,24
kcal mol™! para L. paracasei. Os resultados do estudo in silico de ADME para 1, 2, 3 ¢ 4
mostraram que estes compostos estdo de acordo com as regras de Lipinski, Ghose, Veber e
Egan, além de apresentarem boa solubilidade e caracteristicas apropriadas para serem utilizadas
por via oral. Os compostos também foram avaliados quanto a absor¢@o intestinal humana
(HIA), penetracdo na barreira hematoencefalica (BBB), inibicdo das isoenzimas pertencentes
ao sistema CYP450 sendo que nenhum dos compostos sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica e inibir as isoenzimas CYP2D6 e CYP3A4 pertencentes ao sistema CYP450.
Assim, esse estudo demonstra que os compostos apresentam um perfil farmacocinético

promissor visando sua aplicacdo terapéutica através da atividade antibacteriana.

PALAVRAS-CHAVE: Niquel(Il), tiossemicarbazonas, superficies de Hirshfeld, docking
molecular, ADME.



ABSTRACT

Thiosemicarbazones (TSCs) are compounds that have diverse biological and pharmacological
applications. Previous biological studies involving the antibacterial activity of Co(III), Cu(Il)
and Mn(I) complexes derived from TSCs revealed complexes with promising biological
potential. Thus, the present study aimed to evaluate the theoretical antibacterial activity of
Ni(IT) complexes containing TSCs against five bacterial cultures (S. mutans, S. mitis, S.
sanguinis, L. paracasei and E. faecalis) through of molecular docking and to analyze in silico
the pharmacokinetic parameters of ADME. For these experiments two different types of Ni(Il)
complexes with tridentate ligands of the type 2-acetylpyridine-N(4)-R-thiosemicarbazone
(Hatc-R) were used. The R group of the Hatc-R ligand was replaced by ethyl (Et, 1) and phenyl
(Ph, 2), to form [Ni(atc-Et)., 3] and [Ni(atc-Ph)., 4] complexes. The analysis of the Hirshfeld
surface of the complex 3 revealed that the supramolecular structure is stabilized by interactions
of the type H---H, C---H/H---C, N--- H/H---N and S---H/H:--S. Molecular docking studies of
the free ligands 1 and 2 and metal complexes 3 and 4 were performed with the crystalline
structures of the enzymes of the bacteria mentioned above and the results showed highly
exergonic AG values that reveal good orientation and binding affinity. The complex 4 showed
the best results among all compounds tested. The AG values for the 4 complex were —10.09
kcal mol™! for L. paracasei, followed by —8.95 kcal mol™! for S. mutans while the best value of
AG of the 3 complex was —7.24 kcal mol ™! for L. paracasei. The results of the in silico study of
ADME for 1, 2, 3 and 4 showed that these compounds are in accordance with the rules of
Lipinski, Ghose, Veber and Egan, in addition to having good solubility and characteristics
suitable for oral use. The compounds were also evaluated for human intestinal absorption
(HIA), blood-brain barrier (BBB) penetration, inhibition of isoenzymes belonging to the
CYP450 system and none of the compounds are able to cross the blood-brain barrier and inhibit
CYP2D6 and CYP3A4 isoenzymes belonging to the CYP450 system. Thus, this study
demonstrates that the compounds have a promising pharmacokinetic profile aiming their

therapeutic application through antibacterial activity.

KEYWORDS: Nickel(Il), thiosemicarbazones, Hirshfeld surfaces, molecular docking,
ADME.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A cavidade oral humana ¢ um dos habitats mais dindmicos para inumeras espécies
bacterianas, como diversas espécies do género Streptococcus, Lactobacillus e Enterococcus
(KOMIYAMA et al., 2016; DEO, DESHMUKH, 2019). A boca abriga a segunda comunidade
microbiana mais diversa do corpo, abrigando mais de 700 espécies de bactérias que colonizam
as superficies duras dos dentes e os tecidos moles da mucosa oral. Algumas perturbacdes do
microbioma oral como disfun¢do das glandulas salivares (ou seja, alteracdes no fluxo e/ou
composicao da saliva), ma higiene oral, inflamagao gengival, habitos alimentares e o tabagismo
podem ter consequéncias prejudiciais como a carie, gengivite e periodontite (KILIAN et al.,
2016).

Atualmente, os antibidticos s3o a Unica opg¢do de tratamento contra infecgdes
bacterianas. No entanto, a tendéncia de resisténcia aos antibidticos tornou-se alarmante para a
saude publica e as bactérias orais ndo sdo exce¢ao (VENTOLA, 2015; ZAMAN et al., 2017;
SINGH et al., 2018). A baixa efic4cia e/ou efeitos toxicos dos medicamentos disponiveis podem
levar a resisténcia antibidtica, o que eleva os custos de tratamentos, prolonga a permanéncia
dos pacientes nos hospitais € pode aumentar os indices de mortalidade (ROCHA, 2015). A
utilizacdo de derivados de complexos de TSCs se mostram uma alternativa promissora devido
as propriedades antibacterianas que possuem, inclusive em bactérias do trato oral. Além disso,
a utilizacdo de uma TSC complexada a um nucleo metalico pode em alguns casos até mesmo
reduzir a toxicidade do composto, tornando-o mais seletivo (FERNANDES et al., 2020).

A classe de ligantes das TSCs e seus complexos metalicos tem despertado grande
interesse nas Ultimas décadas devido as suas vantagens em varios campos, como na quimica
medicinal (RICHARDSON et al., 2006; ATASEVER et al., 2010; TARALLO et al., 2010;
SERDA et al., 2012). Tais complexos tém ganhado aten¢@o especialmente na area de Quimica
Bioinorgénica, no qual tém sido estudados como possiveis farmacos para tratar o cancer,
bactérias e/ou virus (LOPES et al., 2016; ALGHAMDI et al., 2019; FERNANDES et al., 2020;
MOHARANA, DASH, SUBUDHI, 2020; SOUZA et al., 2021). A eficiéncia biolégica dos
complexos ¢ significativamente alterada dependendo do metal e da composi¢do da base de
Schiff utilizados (VITORINO et al., 2015). Por exemplo, estudos anteriores com complexos
octaédricos de Co(IIl) contendo TSCs derivadas de 2-acetilpiridina-N(4)-R-tiossemicarbazona

apresentaram atividade antibacteriana notdvel, como valores de concentragao inibitoria minima
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(CIM) de 0,39 a 0,78 ug ml! para S. mutans, S. sanguinis e L. paracasei (FERNANDES et al.,
2020).

Recentemente, fizemos algumas observagdes interessantes sobre o efeito antibactericida
e antiviral de complexos de Co(IIl) com TSCs (Figura 1). Em particular, descobrimos que
complexos de Co(Ill) do tipo [Co(atc-R)2]Cl (onde R = metil e fenil) apresentaram valores
extremamente baixos de CIM para S. sanguinis (0,39 ug mL™"), comparavel ao controle, a
clorexidina (CHD). Além disso, estudos de docking molecular foram realizados para os mesmos
complexos de Co(III) e os resultados mostraram alta energia de ligacdo entre o composto e as
bactérias avaliadas (3,45 a —9,55 kcal mol ') (FERNANDES et al., 2020). Nesse contexto, os
complexos metalicos com TSCs sdo de extremo interesse, devido as propriedades bioldgicas e

a versatilidade quimica.

Figura 1 — Complexos de Co(III) com ag¢do antibactericida e antiviral.
B |ar

R =Me, Ph

Fonte: Fernandes e colaboradores, 2020.

A literatura demonstra ainda que complexos de Mn(II) com 2-acetilpiridina-N(4)-
(R)tiossemicarbazona do tipo [Mn(atc-R).] (Figura 2) apresentam propriedades antibacterianas
interessantes para a Mycobacterium tuberculosis, bactéria causadora da Tuberculose
(OLIVEIRA et al., 2014). Neste artigo, publicado em 2014, uma série de seis complexos foi
investigada variando-se o grupo periférico R pelos grupos hidrogénio, metil, etil, ciclohexil,
fenil e morfolinil. A CIM dos compostos para M. tuberculosis, bem como a citotoxicidade dos
complexos in vitro em células VERO e J774A.1 (ICso) foram avaliadas. Os resultados
apresentaram-se promissores para os complexos com etil, ciclohexil e fenil com valores de CIM
de 3,12; 3,3 ¢ 0,78 pg mL!, respectivamente. Além do mais, os complexos nio apresentaram

toxicidade em células normais, conferindo aos mesmos alta seletividade (Figura 2).
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Figura 2 — Complexos de Mn(II) derivados de tiossemicarbazonas com potencial atividade

anti-Mycobaterium tuberculosis.

| X
N R = NH, [Mn(atc),] (1)

R = NH(Me) [Mn(atc-Me),] (2)
N

Z
!
Mn/ J\ R = NH(Et) [Mn(atc-Et),] (3)
\S R

R

S

\“/ \
NG N/ R = NH(Ch) [Mn(atc-Ch),] (4)

| ! R = NH(Ph) [Mn(atc-Ph),] (5)

= R = NH(Mf) [Mn(atc-Mf),] (6)

Fonte: Oliveira e colaboradores (2014).

N

E sabido que alguns metais de transi¢do participam de varias reagdes no sistema
biologico, fazendo parte também de metaloenzimas fundamentais para o nosso organismo.
Dentre os metais de transi¢ao classificados como elementos tragos no corpo humano, ¢ possivel
citar ferro, cobre e zinco. Por outro lado, dentre os elementos micro tragos estdo manganes,
cobalto e niquel. O niquel(II) ¢ um componente essencial de vérias enzimas, como por exemplo
aurease, monoxido de carbono desidrogenase e hidrogenase. Complexos de niquel, comumente
encontrados no estado de oxidagdo +2, apresentam configuracio eletronica d°, podendo adotar
geometria quadratica ou octaédrica, dependendo do ligante presente (CHATTERIJEE et al.,
2012; WILLETT et al., 2012). Vérios estudos revelaram que os complexos de niquel possuem
atividade anticancerigena promissora. Por exemplo, quatro complexos de Ni(Il) contendo
tiossemicarbazona exibiram um grau significativo de citotoxicidade para a linhagem celular de
adenocarcinoma de pulmao humano (A549). Esses complexos também induziram a apoptose
em células A549 e inibiram a migra¢do de células de cancer de pulmdo (DEEPTHI,
VENUGOPALAN, 2016).

West e colaboradores demonstraram ha muito tempo que complexos de Ni(II) com 2-
acetilpiridina-N(4)-etil-tiossemicarbazona apresentam propriedades antifingicas interessantes
(WEST, GALLOWAY, CASE, 1988). Neste contexto, outros grupos de pesquisa investigaram
mais recentemente complexos de Ni(Il) com TSCs halo-substituidas derivadas de hidroxil

acetona (Figura 3) e complexos de niquel com TSCs do tipo [Ni(atc-Me):] e [Ni(atc-Ph);] para
15



uma variedade de aplicacdes biologicas, incluindo estudos antituberculoses e antimicrobianos
(MAIA et al., 2011; NETALKAR, NETALKAR, REVANKAR, 2014). Esses complexos
apresentaram valores significativos de CIM (0,78 e 0,95 ug mL™!, respectivamente), incluindo
alta seletividade (SI de 100 e 20, respectivamente). Portanto, o estudo computacional de TSCs
substituidas por etil e fenil com centro metalico de Ni(II) fornece informacdes inéditas sobre
as relacdes estrutura-atividade. Até o presente, poucos estudos explorando o potencial
antibacteriano de complexos de Ni(II) com TSCs foram publicados (CHANDRA, VANDANA,
2014; AKBARI et al., 2018; POLO-CERON, 2019; SARKER et al., 2020).

Figura 3 — Complexos de Ni(Il) com a¢do antituberculose ¢ antimicrobiana.

H
N\/
N
S — l - — OH
HO T S
N
~
X =F. Cl, Br N

Fonte: Netalkar, Netalkar, Revankar, 2014.

Em vista do grande potencial antibacteriano dos complexos de Ni(Il) e a baixa
disponibilidade de opgdes terapéuticas para o controle seletivo de bactérias bucais, neste
trabalho, dois complexos de niquel foram estudados por métodos in silico. Os métodos tedricos
tém desempenhado um papel importante no desenvolvimento da descoberta de medicamentos
nas ultimas trés décadas (MENG et al., 2011; SLIWOSKI et al., 2013; GUAN et al., 2018).
Durante os processos de descoberta e desenvolvimento de medicamentos, as estruturas sao
avaliadas de acordo com parametros muito diversos, a fim de orientar a selecao de quais
produtos quimicos sintetizar, testar e promover, com o objetivo final de identificar aqueles com
a melhor chance de se tornar um medicamento eficaz para os pacientes. Assim, as moléculas
devem apresentar alta atividade bioldgica juntamente com baixa toxicidade bem como acesso
e concentragdo no alvo terapéutico no organismo (HAY et al., 2014). O uso do docking
molecular para prever as interagcdes entre os compostos € as bactérias testadas permitiu discutir
os efeitos antibacterianos dos complexos. Além disso, para verificar as propriedades fisico-
quimicas e farmacocinéticas bem como as interagdes do corpo humano com os compostos de

interesse, foi realizado o estudo de absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecao (ADME).
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Ambos os processos in silico citados acima sdo essenciais para determinar o uso € as
propriedades das TSCs associadas aos complexos de niquel.

Assim, considerando o potencial dos complexos de Co(III) com TSCs e seguindo nosso
interesse em desenvolver novas moléculas derivadas de complexos metalicos contendo TSCs
com atividade biolégica (FERNANDES et al., 2020), os objetivos deste estudo foram realizar
a analise in silico dos parametros farmacocinéticos de ADME e investigacdo das interagdes
entre 2 complexos de Ni(II) e seus ligantes livres contra cinco bactérias (S. mutans, S. mitis, S.
sanguinis, L. paracasei e E. faecalis) por meio de andlise de docking molecular. Além disso,
foi realizado o estudo das superficies de Hirshfeld a fim de obter informacdes a respeito da
estrutura cristalina do composto 3. Assim, espera-se que este estudo fornega novas informagoes
estruturais e insights tedricos de compostos a base de Ni(Il) com TSCs, incentivando a

investigacdo destas substancias como um tratamento alternativo para bactérias bucais.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SUPERFICIES DE HIRSHFELD (SH)

A técnica de superficie de Hirshfeld surgiu de uma tentativa de definir o espago ocupado
por uma molécula em um cristal com o propdsito do particionamento da densidade eletronica
do cristal em fragmentos moleculares. A técnica pode fornecer informagdes sobre as interagdes
intermoleculares no cristal, uma vez que a superficie ¢ determinada tanto pela molécula de
origem quanto por seus vizinhos mais proximos. As SH receberam este nome em homenagem
a F. L. Hirshfeld e sdo calculadas utilizando o programa CrystalExplorer. Através das analises
das SH, ¢ possivel obter informagdes sobre o empacotamento do cristal e a for¢a das interagdes
intermoleculares dentro da rede cristalina (SPACKMAN, JAYATILAKA, 2009; BARBOUR,
2017).

A andlise da SH ¢ uma ferramenta util para visualizar interagdes em estruturas
cristalinas. Uma SH ¢ uma superficie que separa qualquer volume do cristal do resto do espaco,
onde a densidade eletronica da molécula de interesse (a pré-molécula) € igual a contribui¢ao de
seus vizinhos (pro-cristal). Dessa forma, o cristal pode ser particionado em regides, o que
permite mapear uma ampla gama de fungdes nessas superficies e, assim, visualizar varias
propriedades que variam ao longo da molécula de interesse (BARBOUR, 2017). Por exemplo,

a propriedade dnom fornece uma descricao visual da forca dos contatos em toda a molécula. A
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superficie shape index fornece informagdes a respeito do encaixe das moléculas vizinhas na
molécula de interesse. A superficie curvedness fornece informagdes a respeito das areas planas
da molécula em estudo. Finalmente, o grafico de impressao digital 2D (2D-Fingerprint plot)
descreve a ocorréncia de todos os contatos ao redor da molécula em termos do percentual de

importancia da interagdo, tais como H---N, H---S, C---C, entre outras.

2.1.1 Propriedades das superficies de Hirshfeld

A superficie dnom € uma superficie gerada pelas distancias de contato normalizada e ¢é
calculado pela Equagao 1.

dnorm = d|e| + d|1| Equa(;ﬁo 1

onde d. (Equacao 2) e d; (Equacdo 3) sdo normalizados pelo raio de van der Waals do 4tomo
envolvido e a soma dessas duas quantidades normalizadas ¢ a propriedade dyorm. A propriedade
d. ¢ a distancia da SH ao ntcleo mais proximo fora da superficie e d; ¢ a distncia

correspondente ao nicleo mais proximo dentro da superficie.

_de — Tyaw Equagdo 2
ey =———
Tvaw
dy = i = Tvaw Equacio 3
Tvaw

As cores geradas na superficie dnomm s30 dadas em funcdo da soma dos raios de van der
Waals. Se os 4&tomos fazem contatos intermoleculares menores do que a soma de seus raios de
van der Waals, esses contatos serdo destacados em vermelho na superficie dyorm. Os contatos
maiores sdo azuis € os contatos em torno da soma dos raios de van der Waals sdo brancos,

conforme mostrado na Figura 4 (SPACKMAN, JAYATILAKA, 2009).
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Figura 4 — Diagrama de cores da superficie dqo-m em relagdo a soma dos raios de van der
Waals.

> Maior que a soma dos raios de van der Waals

=0 Igual & soma dos raios de van der Waals

. <0 Menor que a soma dos raios de van der Waals

Fonte: o autor e adaptado de Spackman, 2021.

A superficie shape index (Figura 5) é uma medida qualitativa da forma e pode ser
sensivel a mudancas muito sutis na forma da superficie, particularmente em regides onde a
curvatura ¢ muito baixa (convexo). Um atributo importante da shape index ¢ que duas formas
onde o indice de forma difere apenas por um sinal representam pares complementares. Isso
significa que mapas de shape index podem ser usados para identificar cavidades
complementares (MCKINNON, SPACKMAN, MITCHELL, 2004). O mapeamento da

superficie shape index ¢ descrito pela Equagao 4,

2 K, + K ~
S = —arctang (#) Equagdo 4
T KZ - Kl

, com K, = K1, onde as curvaturas principais k; € k, (curvatura gaussiana) representam a
curvatura em relacdo as dire¢des perpendiculares ao vetor normal a SH (MCKINNON,

SPACKMAN, MITCHELL, 2004).

Figura 5 — Diagrama de cores da superficie shape index.

. —1,0 (céncavo)

0,0 (superficie minima)

- +1,0 (convexo)

Fonte: o autor e adaptado de Spackman, Jayatilaka, 2009.
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A superficie curvedness (Figura 6) ¢ uma funcdo da curvatura quadratica média da
superficie, com areas planas da superficie tendo uma curvedness baixa (plana) e areas de
curvatura acentuada tendo uma curvedness alta (curvatura positiva). O mapeamento da
superficie curvedness ¢ descrito pela Equacao 5:

KZ + K2 Equagdo 5
2

onde em qualquer ponto p na superficie, podemos determinar a normal externa n, e existem
duas dire¢des principais u e v (Figura 7) ao longo das quais as curvaturas principais k; € k,

(curvatura gaussiana) representam a curvatura em relagdo as direcdes perpendiculares ao vetor

normal a SH (MCKINNON, SPACKMAN, MITCHELL, 2004).

Figura 6 — Diagrama de cores da superficie curvedness.

—4,0 (plano)

. +0.,4 (grande curvatura positiva)

Fonte: o autor ¢ adaptado de Spackman, Jayatilaka, 2009.

Figura 7 — Diagrama esquematico de uma superficie normal, n, e as duas dire¢des principais u
ev.

Fonte: Mckinnon, Spackman, Mitchell, 2004.

Os graficos de impressao digital 2D da SH (Figura 8) representam as contribui¢des das
interagdes intermoleculares no cristal. Esses graficos de impressdo digital 2D fornecem um
resumo visual da frequéncia de cada combinag¢do de d. e d; na superficie de uma molécula, de
modo que ndo apenas indicam quais interagdes intermoleculares estdo presentes, mas também

a area relativa da SH. Os pontos no grafico sem contribuicao na superficie sao deixados sem
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cor (cinza), € 0s pontos com contribuicao na superficie sao coloridos de azul para uma pequena

contribui¢do, passando de verde para vermelho para pontos com maior contribuicao.

Figura 8 — Diagrama de cores do grafico de impressao digital 2D.

1 ¢
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Fonte: o autor.

2.2  DOCKING MOLECULAR

O docking molecular ¢ um método computacional que busca, por meio das energias
livres de ligagdes, avaliar as orientagdes do ligante no sitio ativo do receptor para tornar o
complexo estavel. O receptor pode ser o DNA (desoxyribonucleic acid), o RNA (ribonucleic
acid), proteinas, enzimas, dentre outros. A orientacdo preferida ¢ determinada para prever a
forca da ligagdo ou afinidade de ligacdo entre o ligante e o receptor utilizando sistemas de
pontuacdo, scoring. A Figura 9 ilustra um fluxograma do processo de docking molecular
(CHAUDHARY, MISHRA, 2016). Ap6s o docking molecular ter sido realizado, o software
executa uma pesquisa sistematica no algoritmo, na qual a conformagdo do ligante ¢ abordada
de forma recorrente, até que a conformac¢dao de menor energia seja identificada. O scoring
fornece um modo para classificar o posicionamento dos ligantes proporcionais aos outros.
Idealmente, o scoring deve corresponder diretamente a afinidade de ligagdo do ligante com o
receptor, ou seja, o melhor scoring é o melhor ligante. Assim, o resultado final terd um valor

negativo de variagdo de energia livre de Gibbs em kcal mol™' (MAGALHAES, 2006).
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Figura 9 — Fluxograma de docking molecular.

BASE DE
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DOCKING MOLECULAR

Fonte: adaptado de Chaudhar, Mishra, 2016.

Para executar os célculos de docking molecular, inicialmente ¢ definido a parte rigida
da molécula, ou seja, o sitio ativo do receptor, que permanece imével durante os célculos, e a
parte flexivel, que se movimenta juntamente com o ligante para determinar a melhor
conformagdo do sistema. As avaliagdes de energia sao feitas rapidamente devido ao pré calculo
que ¢ feito dos potenciais de afinidade de cada atomo do ligante com a regido do receptor onde
o docking seré realizado. O ligante ¢ colocado em uma grade tridimensional (Figura 10) que
possui um atomo (probe atom) que investiga os pontos da grade onde o receptor estd imerso e
grava uma grade de afinidade para cada atomo do ligante, que ¢ gerada de acordo com os
atomos do receptor. Desse modo, sdo gerados mapas de grid (mapas de posigdes), sendo um
para cada tipo de 4&tomo presente no ligante. Os mapas sao coletados pelo software AutoDock

para a realizagdo do docking (MORRIS et al., 2009; MENDES, 2014).
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Figura 10 — Esquema de um mapa de grid.

espacamento
de grid (A

i
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Fonte: MENDES, 2014.

O docking molecular ¢ frequentemente aplicado para antecipar a orientagdo de
candidatos a farmacos em alvos especificos, a fim de estabelecer qual, ou quais, apresentam
melhor acomodacao no sitio ativo do alvo. Os resultados obtidos nos ensaios computacionais
sao dados em termos da energia de ligagdo necessaria para que a provavel molécula bioativa se
ligue ao sitio ativo do alvo molecular selecionado (CHAUDHARY, MISHRA, 2016). Dessa
forma, a molécula que apresentar menor quantidade de energia necessaria para se ligar ao sitio
ativo, serd aquela que, teoricamente, apresentara melhor resultado de atividade bioldgica.
Portanto, o docking molecular desempenha um papel crucial no processo de concepgdo e
descoberta de farmacos. O principal objetivo do docking molecular ¢ simular
computacionalmente o processo de identificacdo e, realizar uma conformac¢do otimizada para
que a energia livre do sistema geral seja minimizada. Algumas das principais vantagens de se
utilizar uma simulacao computacional incluem (CHAUDHARY, MISHRA, 2016):

a) Identificar informagdes quimicas e bioldgicas sobre ligantes e/ou alvos para

descobrir e otimizar novos farmacos;

b) Selecionar os candidatos mais promissores;

c) Predizer a constante de inibi¢do (Ki);

d) Identificar novos alvos de medicamentos ja disponiveis.

O docking molecular permite que diversos compostos sejam testados a fim de obter um
screening virtual, no qual aqueles que apresentam resultados promissores avancam para as

etapas de sintese e avaliacao de suas atividades biologicas. Da mesma forma, os compostos que
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ndo apresentam resultados tdo promissores ndo sejam sintetizados, evitando assim, gastos e
trabalho desnecessario de sintese e avaliacao biologica.

Um estudo realizado por Kawano e colaboradores (2006) mostrou que de cada 30 mil
moléculas estudadas, 20 mil (66,7%) entram na fase de estudos pré-clinicos, 200 (0,67%)
passam para a fase I de estudos clinicos, 40 (0,13%) entram na fase I, 12 (0,04%) seguem para
a fase III, 09 (0,027%) sdo aprovadas pelos 6rgdos regulatdrios, e apenas 1 (0,003%) satisfaz o
mercado, trazendo retorno para a industria que a desenvolveu. Esses dados demonstram o

quanto ¢ importante a realizacdo de estudos tedricos prévios, como o docking molecular.

2.3 ANALISE IN SILICO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE ADME

ADME ¢ o acrénimo de quatro letras para absor¢do, distribui¢do, metabolismo e
excre¢do, pardmetros que revelam a farmacocinética dos farmacos. Esses termos foram
apresentados juntos pela primeira vez em inglés por Nelson em 1961, reformulando os termos
reabsor¢ao, distribui¢do, consumo e eliminacdo anteriormente usados por Teorell em 1937
(DOOGUE, POLASEK, 2013). Nos dias atuais, os estudos dos pardmetros farmacocinéticos de
ADME sao fundamentais na descoberta de novos farmacos (VRBANAC, SLAUTER, 2017).

A absorcdo ¢ o processo pelo qual um farmaco entra na corrente sanguinea. Existem
muitas vias de administracao possiveis, mas as duas mais comuns sao a intravenosa € a oral.
Quando um farmaco ¢ administrado por via intravenosa, a fase de absor¢ao ¢ saltada, pois o
farmaco entra imediatamente na circulagdo. No entanto, grande parte dos medicamentos sao
administrados por via oral, pois possibilitam a autoadministracdo do paciente. Quando um
medicamento ¢ ingerido, ele viaja primeiro através do trato gastrointestinal, depois para o
figado, e de 14 entra na circulagdo podendo ser distribuido para o local de acdo. A taxa de
absor¢ao de um medicamento que entra na circulagdo (biodisponibilidade) pode ser afetada por
muitos fatores, incluindo peso molecular, area de superficie polar topologica (TPSA),
solubilidade, ionizag¢ao e outras propriedades fisico-quimicas (DOOGUE, POLASEK, 2013;
LOFTSSON, 2015).

A distribui¢ao descreve a transferéncia de um medicamento de um local para outro no
corpo. O processo de distribuicao do farmaco ¢ importante porque pode afetar a quantidade que
acaba nos sitios ativos e, portanto, a eficacia e a toxicidade do medicamento. Um farmaco se
movera do local de absorcao para os tecidos ao redor do corpo, como tecido cerebral, gordura

e musculo. Muitos fatores podem influenciar a movimentagdo do firmaco, como fluxo
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sanguineo, lipofilicidade, peso molecular e a forma como o farmaco interage com os
componentes do sangue, como proteinas plasmaticas (DOOGUE, POLASEK, 2013;
LOFTSSON, 2015).

A avaliagdo do parametro metabolismo ¢ essencial para avaliar a biodisponibilidade de
farmacos administrados por via oral. O metabolismo pode ativar o firmaco e as vezes produzir
metabolitos ativos. Além disso, o metabolismo pode fazer a conversdo de compostos
geralmente mais lipofilicos em metabolitos hidrofilicos que podem ser eliminados do corpo via
excrecdo. A metabolizacdo do farmaco envolve enzimas e varios estudos investigativos que
podem ser necessarios para identificar os principais metabolitos e vias metabodlicas relevantes
(DOOGUE, POLASEK, 2013; LOFTSSON, 2015). As enzimas do citocromo P450 (CYP450)
sdo responsaveis pela biotransformacdo ou metabolismo de cerca de 70-80% de todos os
farmacos de uso clinico. Geralmente, quando um fiarmaco ¢ metabolizado pelas enzimas
CYP450 no processo de eliminacdo (excre¢do), metabdlitos inativos que ndo tém nenhuma
atividade farmacologica, sdo gerados (ZANGER, SCHWAB, 2013). Entretanto, as
consequéncias da inibi¢do desta enzima incluem aumento da toxicidade do medicamento
devido as interagdes medicamentosas, ou reducdo da efetividade do medicamento quando ele ¢
um pro-farmaco e depende da atividade de enzimas do CYP450 para ser ativado antes de atingir
0 alvo no corpo humano (DOLIGALSKI, TONG LOGAN, SILVERMAN, 2012).

A excregao ¢ a eliminagdo irreversivel de uma substancia do organismo. Na maioria dos
casos, todo o material relacionado ao medicamento, incluindo o farmaco original e os
metabolitos, sdo eventualmente eliminados do corpo. A excrecdo geralmente ocorre por fungao
do rim (urina) ou do figado (bile/fezes), mas também pode ocorrer através do suor, lagrimas ou
respiracdo (DOOGUE, POLASEK, 2013; LOFTSSON, 2015).

Estudos realizados por Kola e Landis (2004) mostraram que na década de 1980,
aproximadamente 40% das falhas clinicas de medicamentos podiam estar ligadas a
farmacocinética dos parametros de ADME. Ja no inicio do século XXI essa taxa de falha foi
para 10% ou menos devido ao surgimento de programas abrangentes de
descoberta/desenvolvimento pré-clinico de ultima geracdo abordando essas questdes.
Atualmente, mais de 80% dos novos farmacos em investigacio falham durante o
desenvolvimento do medicamento devido aos resultados de absor¢do, distribuigao,
metabolismo, excregdo e toxicidade serem insatisfatorios. O processo de descoberta de novos
medicamentos continua a evoluir e a avaliagdo precoce dos parametros farmacocinéticos de

ADME tornou-se uma parte rotineira e importante no processo de examinar compostos modelos
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na descoberta de novas terapias (KOLA, LANDIS, 2004; VRBANAC, SLAUTER, 2017).
Esses dados demonstram o quanto ¢ importante a realizacdo de estudos prévios ligados aos
parametros farmacocinéticos de ADME que minimizem escolhas que podem nao ter resultados

promissores que elevam cada vez mais os gastos na busca de medicamentos.

3 OBJETIVOS

Realizar estudos de docking molecular, superficies de Hirshfeld e analise dos parametros
farmacocinéticos de absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo e excre¢do (ADME) de 2 complexos

homolépticos de niquel(IT) contendo TSCs.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar estudos das superficies duorm, Shape index, curvedness e porcentagem
da contribuicdo das interacdes através dos graficos de impressdo digital 2D da
estrutura cristalina do complexo 3;

e Avaliar a energia de interagdo dos compostos 1, 2, 3 e 4 com as enzimas das
bactérias S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, L. paracasei ¢ E. faecalis;

e Analisar as interagdes intermoleculares dos complexos receptor-ligante formado
a partir do docking molecular;

e Realizar estudos das regras de Lipinski, Ghose, Veber e Egan;

e Analisar os parametros de lipofilicidade, biodisponibilidade, pardmetros de
semelhanga de farmacos e propriedades fisico-quimicas;

e Analisar os parametros de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecao.

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DO COMPLEXO

Os complexos estudados neste trabalho, foram obtidos e caracterizados anteriormente
como ja descrito (MAIA et al., 2011; OLIVEIRA, 2013). Resumidamente, os complexos
codificados como 3 e 4 (Figura 11) foram obtidos partindo-se de 0,25 mmol do [Ni(acac):]

adicionado a uma solugdo contendo 0,50 mmol do ligante desejado 1 ou 2 previamente
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dissolvido em 15 mL de metanol. A solugdo ¢ agitada por 2 horas sob refluxo a 80 °C, resultando
em um precipitado de cor marrom escura, que ¢ filtrado e lavado com n-hexano. Cristais em

forma de prisma foram obtidos por evaporacao lenta da solu¢ao mae de 3.

Figura 11 — Rota sintética para a prepara¢ao dos complexos de Ni(II).
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Fonte: o autor.

4.2 SUPERFICIES DE HIRSHFELD (HS)

As superficies de Hirshfeld foram geradas com o programa CrystalExplorer, versao
17.5, (WOLFF et al., 2007) a partir do arquivo CIF (Crystallographic Information File)
depositado no CCDC (Cambridge Crystallographic Data Centre) identificado pelo codigo

2031529, disponivel em https://www.ccdc.cam.ac.uk/. As forgas das interagdes foram

calculadas pela distancia de contato normalizada (dxo-m) da superficie de Hirshfeld. Os gréaficos
de impressao digital 2D foram calculados a fim de analisar a contribuigao relativa das interagdes
intermoleculares do complexo 3. As superficies de duom, Shape index e curvedness foram
mapeados usando uma escala de cor fixa de —0,2547 a 1,4306 a.u., —1,0000 a 1,0000 a.u. e —
4,0000 a 0,4000 a.u., respectivamente. Os graficos de impressdo digital 2D foram exibidos

usando escalas de distancia d. e d; nos eixos do grafico (0,4 a 3,0 A).

43 DOCKING MOLECULAR

Os estudos de docking molecular foram realizados com o objetivo de avaliar a energia
de interacdo e as interacdes formadas entre os ligantes (ligantes livres 1 e 2, complexos 3 e 4 e
o padrao CHD) e as estruturas cristalinas das enzimas das bactérias S. mutans (PDB 5C20), S.

mitis (PDB 3LEOQ), S. sanguinis (PDB 4N82), L. paracasei (PDB 6CHK) e E. faecalis (PDB
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4LRL). Os complexos 3 e 4 e o controle CHD (CCDC 2031529, CCDC 2031529 ¢ CCDC
988972, respectivamente) foram obtidos do CCDC. Os ligantes livres 1 e 2 foram desenhados
no GABEDIT (ALLOUCHE, 2011) e otimizados com o método semiempirico PM7 usando o
programa MOPAC2016 (STEWART, 2016). As estruturas cristalinas das enzimas das bactérias

foram obtidas do PDB (Protein Data Bank) disponivel em https://www.rcsb.org/. As interagdes

formadas entre os ligantes e as estruturas cristalinas das enzimas das bactérias foram geradas
usando o programa Discovery Studio Visualizer (BIOVIA, 2017).
Os procedimentos de re-docking foram realizados usando a interface AutoDockTools
1.5.6, juntamente com autogrid4 ¢ autodock4 (MORRIS et al., 2009). Para preparar os ligantes
e as enzimas para os cdlculos de docking molecular, foram adicionadas cargas parciais
Gasteiger (SANNER, 1999) (que utiliza o principio da equalizacdo da eletronegatividade
através do procedimento PEOE (Partial Equalization of Orbital Electronegative)) no programa
AutoDockTools 1.5.6 e convertidas nas estruturas cristalinas necessarias para os calculos no
autodock4. Para realizar os estudos de docking molecular, os compostos/complexos ¢ 0s
residuos de aminoacidos que interagem com os ligantes foram considerados como parte flexivel
enquanto o resto da enzima foi considerado como parte rigida.
O algoritmo genético lamarckiano usado no programa autodock4 foi:
e populacdo (150 individuos);
e numero maximo de avaliacdes (25.000.000);
e numero maximo de geracdes (27.000);
¢ um individuo sobrevivendo até a proxima geracao;

e execugdes de docking de algoritmos genéticos (150);

Os parametros experimentais (caixa de grade e os centros) utilizados no estudo de

docking molecular estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Parametros experimentais usados no docking molecular para os ligantes livres 1 e

2, complexos 3 ¢ 4 e o padrao CHD.

Bactéria Caixa de grade =~ Mapa da grade central (coordenadas xyz)
S. mutans 44 x 44 x 54 70,420; 58,590; 39,788
S. mitis 30 x 34 x 40 -2,030; —10,350; —14,478
S. sanguinis 54 x 64 x 56 —21,400; 24,385; 21,481
L. paracasei 52 x 42 x 46 6,144; 26,197; 17,860
E. faecalis 62 x 52 x 54 1,065; 2,539; 19,877

Nota: CHD € o controle clorexidina. Fonte: o autor.

4.4 ANALISE IN SILICO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE ADME

Os parametros farmacocinéticos de ADME dos compostos estudados (ligantes livres 1
e 2, complexos 3 e 4 e CHD) foram analisados usando o software online gratuito SwissADME,
desenvolvido e mantido pelo Molecular Modeling, grupo do Instituto Sui¢o de Bioinformatica
(DAINA, MICHIELIN, ZOETE, 2017). Neste site, os modelos estruturais 2D dos compostos
analisados foram desenhados na janela Marvin JS da ChemAxon do site SwissADME e
transferidos para o formato SMILES (sistema de entrada de linha de entrada molecular
simplificado) para prever propriedades adequadas. Os resultados foram analisados usando as
regras de Lipinski, Ghose, Veber e Egan que ajudam a avaliar as caracteristicas
farmacocinéticas de candidatos a farmacos (LIPINSKI et al, 1997; GHOSE,
VISWANADHAN, WENDOLOSKI, 1999; EGAN, MERZ, BALDWIN, 2000; VEBER et al.,
2002). Além disso, os compostos estudados também foram avaliados para absor¢ao intestinal
humana (HIA), penetragdo na barreira hematoencefdlica (BBB), inibi¢do de isoenzimas

pertencentes ao sistema CYP450 e acessibilidade sintética (AS).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 SUPERFICIES DE HIRSHFELD

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos a partir da analise da

superficie de Hirshfeld do complexo 3, o qual a determinagdo estrutural, por difracdo de raios

X foi discutida em Oliveira, 2013. Os dados de raios X mostraram que a TSC se coordena ao
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centro metalico Ni(Il) através dos atomos doadores N,N,S formando uma geometria octaédrica

apos a desprotonagdo do ligante livre 1 como mostrado na Figura 12.

Figura 12 — Estrutura cristalina do complexo 3.

Fonte: o autor.

As superficies de Hirshfeld, geradas a partir do arquivo CIF com o programa
CrystalExplorer 17.5 foram usadas para visualizar e quantificar as interagdes intermoleculares
na rede cristalina do complexo 3 usando as superficies de dnorm, shape index e curvedness. As
superficies dno-m, mostradas na Figura 13, ilustram as interagdes mais fortes (pontos vermelhos)
que ocorrem no complexo, sendo estas: N-H---N, C-H---N e N-H:--S. Como visto na Sec¢ao
2.1.1, onde os 4tomos fazem contatos intermoleculares menores do que a soma de seus raios de
van der Waals, esses contatos serdo destacados em vermelho e, consequentemente, quanto mais
proximos sao esses contatos, maiores € mais intensos serdo os pontos vermelhos. Assim ¢
possivel observar que os pontos vermelhos maiores se referem as ligagdes de hidrogénio N—
H---N e as interacdes N—H:---S (Figura 13). Ja as interacdes C—H:--N aparecem como pontos
bem menores. Isso significa que a distancia entre os atomos das interagdes N—H---N, N-H:---S
e C—H---N sao menores do que a soma de seus raios de van der Waals e todos os outros contatos

presentes no complexo sdo maiores do que a soma de seus raios de van der Waals.
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Figura 13 — Superficies dyorm do complexo 3.

Fonte: o autor.

A superficie shape index permite identificar a complementaridade intermolecular entre
moléculas da estrutura cristalina através de cores opostas (vermelho e amarelo se encaixam no
azul e verde), permitindo assim entender o arranjo das moléculas no espaco. A partir da
superficie shape index (Figura 14), pode-se observar que parte do anel piridina de uma molécula
(circulado em vermelho) fica entre um anel de piridina ¢ um grupo -NCH>CH3 de outra
molécula e que o grupo -NCH>CH3 de uma molécula (circulado em roxo) fica entre dois anéis

piridina de outra molécula.

Figura 14 — Superficie shape index do complexo 3.

Fonte: o autor.
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Na superficie curvedness (Figura 15) pode-se observar que a molécula ndo possui
superficies planares, o que ndo favorece a formacdo do empilhamento 7---w na estrutura
cristalina. Esse fato ¢ comprovado pela auséncia de contatos C---C na analise dos graficos de

impressao digital 2D, discutidos mais adiantes.

Figura 15 — Superficie curvedness do complexo 3.

Fonte: o autor.

Os graficos de impressdo digital 2D (Figura 16) sdo uteis para analisar a contribui¢dao
relativa das interagdes intermoleculares. No complexo 3, a maior contribuicdo das interagdes
ocorre devido aos contatos nao classicos H--*H e C---H/H---C com cerca de 77%, conforme
esperado para a quantidade de atomos de hidrogénio e ligagdes C—H presentes no complexo.
Entretanto, as ligagcdes de hidrogénio N---H/H---N e as intera¢des S---H/H---S (com cerca de
23% de contribui¢do) sdo os contatos mais importantes para a estabilizagdo da rede cristalina,
pois sdo as interagdes mais fortes presentes no complexo. A inspe¢do de contatos entre outros
tipos de 4tomos apontou que ndo foram encontradas interagdes do tipo m---m (equivalente a
contatos C---C), visto que as somas das contribui¢des das interacdes citadas acima representam
100%, ou seja, as somas das contribui¢cdes de outros tipos de interacdes representam 0%,
confirmando a auséncia do empilhamento 7-- 7 na estrutura cristalina. A Figura 17 resume as

contribui¢des percentuais selecionadas das interagdes intermoleculares presentes no complexo
3.
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Figura 16 — Superficie duom da contribuigao relativa das interagdes intermoleculares

(esquerda) e grafico de impressao digital 2D (direita) das interacdes (a) H---H, (b)

O--H/H---0, (¢) C---H/H---C, (d) S*--H/H---S, (¢) N---H/H---N e (f) C---C do complexo 3.

(a)H---H

7 e

(b) C--H/H--C

> 15

T2 T4 16 18202224 2628

(c) H-+-S/S---H

C

TO 1.2 T4 1.6 1.8 2022 2% 26 28

7 ¢

(d) C--HH--C *

7 1.6|

O T2 Ta 16 1820222426 28

Nota: Os valores das distancias d; e d. sdo mostrados em A. Fonte: o autor.
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Figura 17 — Contribuicdes percentuais das interagdes intermoleculares do complexo 3.

N-++H/H:+N 9.6
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INTERACOES

C:+-H/H-C 21,0

HeH N 56,1

Outros tipos de
interacgdes

0,0 20,0 40,0 60,0
PORCENTAGEM, %

Fonte: o autor.

5.2 DOCKING MOLECULAR

O docking molecular foi utilizado para prever o modo de ligagao dos ligantes (ligantes
livres 1 e 2, complexos 3 e 4 e controle CHD) com as estruturas cristalinas das enzimas das
bactérias. Este estudo pode ser usado para demonstrar a hipdtese estrutural de como o ligante
inibe um alvo, que neste trabalho foram bactérias bucais (MORRIS et al., 2009). Nesse
contexto, os ligantes foram teoricamente investigados em microrganismos S. mutans, S. mitis,
S. sanguinis, L. paracasei ¢ E. faecalis para identificar possiveis interagdes.

Para a validagdo do protocolo realizado no docking molecular, o re-docking do ligante
das proteinas e das bactérias foi realizado usando o valor de RMSD (Root Mean Square
deviation) para analisar a precisdo dos resultados. Para o docking molecular ser considerado
valido, os valores de RMSD devem permanecer na faixa de 0-2 A (THOMSEN,
CHRISTENSEN, 2006). Além disso, foi observado se as intera¢des padrao do ligante com a
proteina, extraidas do proprio PDB, foram preservadas.

No docking molecular, o complexo 4 apresentou os melhores resultados de AG (alta
afinidade de ligagdo) (Tabela 2) do que o complexo 3. Este complexo também apresentou
melhores resultados para todas as bactérias quando comparado aos ligantes livres, exceto para
S. mitis, e também apresentou melhores resultados para as bactérias S. mutans, S. mitis e L.
paracasei quando comparado com o controle CHD. O complexo 3 mostrou melhores resultados
apenas para L. paracasei ¢ E. faecalis, quando comparado aos resultados apresentados pelos
ligantes livres e para S. mitis quando comparado aos resultados apresentados pelo controle
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CHD. Em relagao aos ligantes livres 1 e 2, todos os resultados de AG obtidos foram maiores do
que o para o controle CHD, exceto para a bactéria S. mitis no qual o 2 apresentou maior
afinidade que o andlogo 1 e que a CHD. Os valores das constantes de inibi¢do estimada (Ki)
(Tabela 3) também refletem essas observacdes e mostram que os valores de inibi¢do do

complexo 4 estd na ordem de nM, exceto para S. mitis.

Tabela 2 — Estimativas das energias de ligacdo (AG em kcal mol ™) entre os ligantes e as

estruturas das bactérias.

Bactéria 1 2 3 4 CHD'
S. mutans -5,46 -6,16 -5,45 -8,95 -8,46
S. mitis —6,60 7,46 -3,69 —6,29 -3,03

S. sanguinis -6,21 -7,60 -5,79 —8,68 -9,49
L. paracasei -5,75 -6,53 -7,24 -10,09 -7,92
E. faecalis -5,23 -6,47 -6,63 -8,92 -11,24

Nota: 'Controle positivo para comparagio. Fonte: o autor.

Tabela 3 — Resultados da constante de inibi¢ao (Ki) calculada dos ligantes.

Bactéria 1 2 3 4 CHD!
S. mutans 99,35 uM 30,64 uM 100,43uM 273,40 nM 1,58 uM
S. mitis 14,49 uM 3,40 uM 1,98 mM 2435 uM 5,97 mM
S. sanguinis 27,93 uM 2,69 uM 57,40 uM 432,63 nM 111,36 nM
L. paracasei 60,59 uM 16,29 uM 4,91 uM 40,44 nM 5,75 uM
E. faecalis 145,71 uM 18,14 uM 13,73uM  291,55nM 634,24 nM

Nota: !Controle positivo para comparagdo. Fonte: o autor.

Nas Figura 18 a Figura 23 sdo mostradas as imagens das conformacdes das interagdes
dos ligantes. E evidente a partir dos resultados obtidos que ambos os complexos, ligantes livres
e o controle CHD podem ligar-se com sucesso a um ou mais aminoacidos de todas as bactérias
(S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, L. paracasei e E. faecalis). Os resultados de AG obtidos para
o complexo 4 foram altamente exergonicos o que revela boa orientagdo e afinidade de ligagao.
Os valores de AG entre o complexo 4 e as bactérias foram de —10,09 kcal mol™' para L.
paracasei, seguida por —8,95 kcal mol™! para S. mutans e o maior valor de AG foi para a bactéria
S. mitis (6,29 kcal mol™"). Os valores de AG entre o complexo 3 e as bactérias foram de —7,24

kcal mol™! para L. paracasei, seguida por —6,63 kcal mol™! para E. faecalis e o maior valor de
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AG foi a bactéria S. mitis (3,69 kcal mol™"). Por outro lado, os melhores valores de AG entre
CHD e as bactérias foram para E. faecalis (—11,24 kcal mol ), seguida por S. sanguinis (-9,49
kcal mol™") e o maior valor foi para S. mitis (=3,03 kcal mol™). Esses resultados mostram que
o substituinte fenil ¢ mais favoravel do que o etil na inibi¢ao da bactéria. Estes resultados estdao
de acordo com outros trabalhos relatados na literatura pelo grupo de estudo da Profa. Dr.
Carolina Gongalves (UFU) que demonstram maior atividade in vitro pra complexos derivados
de tiossemicarbazonas contendo o grupamento fenil (FERNANDES et al., 2020). Por outro
lado, os valores de AG entre os complexos e as bactérias L. paracasei, E. faecalis e S. mutans
foi menor em comparagdo com a energia da interagdo com os respectivos ligantes livres,
sugerindo melhores inibi¢des do par de complexos, fato observado para outros complexos
metélicos na literatura (GORGULU, CICEK, DEDE, 2018; PAHONTU et al., 2019;
FERNANDES et al., 2020).
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Figura 18 — Estrutura cristalina 3D da enzima das bactérias S. mutans, S. mitis, S. sanguinis,

L. paracasei e E. faecalis com um ligante genérico no sitio ativo apds o docking molecular.

E. faecalis

Nota: o ligante ¢ a estrutura de cor amarela. Fonte: o autor.
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Figura 19 — Rede de interagdo entre os ligantes e a estrutura cristalina de S. mutans.
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Figura 20 — Rede de interacdo entre os ligantes a estrutura cristalina de S. mitis.
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Figura 21 — Rede de interagdo entre os ligantes e a estrutura cristalina de S. sanguinis.
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ARG

Figura 22 — Rede de interagdo entre os ligantes e a estrutura cristalina de L. paracasei.
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Glutamine, Arg = Arginine, Asn = Asparagine, His = Histidine, Glu = Glutamate, Phe = Phenylalanine. Fonte: o

autor.
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Figura 23 — Rede de interagdo entre os ligantes e a estrutura cristalina de E. faecalis.
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Em quase todos os sistemas investigados foram encontrados predominantemente
ligacdes de hidrogénio, interagdes m—m, m—alquil ou m—enxofre (Tabela 4 a Tabela 8). A
conformagdo mais favoravel entre o complexo 4 e L. paracasei (Figura 22) mostra uma ligagao
de hidrogénio forte (1,91 A de comprimento) envolvendo o grupo N-H da TSC e um atomo de
oxigénio do aminodcido Asn 145. Além disso, sdo observadas duas intera¢cdes m—m entre 0s
anéis fenil do complexo e os anéis fenil dos aminodcidos Tyr 76 e His 160. Da mesma forma,
o complexo 3 (Figura 22) mostra uma liga¢io de hidrogénio forte (2,24 A de comprimento)
envolvendo o grupo NH do ligante TSC e um atomo de oxigénio do aminoacido Tyr 276, além
de outras duas ligagdes de hidrogénio longas. Além disso, observa-se uma interagdo m—m entre
o anel fenil do complexo e os anéis fenil do aminoacido Phe 74. Essas ligagdes de hidrogénio
curtas podem justificar o fato de que os resultados de AG de L. paracasei foram melhores em
comparagdo com as outras bactérias. Mais detalhes sobre as interagdes intermoleculares e
distancias das ligagdes de hidrogénio, n—m e n—S dos complexos de niquel, ligantes livres e
controle com os residuos de aminoacidos de todas as bactérias sdo mostrados nas Tabela 4 a

Tabela 8.
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Tabela 4 — Localizagao das interagdes intermoleculares e distancias das ligagdes de hidrogénio, n—n e n—S dos ligantes com os residuos de

aminoacidos da bactéria S. mutans.

Ligante Localizagdo da ligagdo de H (A) Localizagdo da interacdo n—m (A)  Localizagdo da interagdo n—S (A)

N-H com O da Gly 47 (1,94 A)

1 _ _
N-H com O da Tyr 44 (1,98 A)
N-H com O da Gly 47 (2,01 A e 3,03 A)
2 - S com Ph da Tyr 44 (4,57 A)
N-H com O da Gly 46 (1,96 A)
3 N-H com O da Thr 42 (2,07 A) - -
4 - Ph com Tyr 78 (4,83 A) —

N com N-H da Asn 53 (1,96 A)
N-H com O da Thr 51 (1,84 A)
CHD N-H com O da Val 48 (1,54 A) — —
N-H com O da Thr 42 (1,89 A)
N-H com O da GIn 79 (2,95 A)

Nota: Thr = Threonine, Gly = Glycine, Tyr = Tyrosine, Asn = Asparagine, Val = Valine, Gln = Glutamine. Fonte: o autor.
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Tabela 5 — Localizagao das interagdes intermoleculares e distancias das ligagdes de hidrogénio, n—n e n—S dos ligantes com os residuos de

aminoacidos da bactéria S. mitis.

Ligante Localizagdo da ligagdo de H (A) Localizagdo da interagdo n—m (A) Localizagdo da interagio n—S (A)
N com N-H da Arg 120 (3,36 A e 2,78 A)

1 - S com Ph da Tyr 62 (5,22 A)
N-H com O da Tyr 62 (1,71 A)

2 S com O-H da Ser 174 (3,79 A) Ph com Tyr 78 (4,97 A) e Tyr 62 (3,88 A) -

3 S com N-H da Arg 112 (2,38 A) Ph com Tyr 78 (4,44 A) e Tyr 62 (4,44 A) S com o imidazol da His 85 (5,41 A)

4 - — S com Ph da Tyr 44 (5,22 A)
N com O-H da Tyr 62 (2,72 A)

CHD Ph com Tyr 78 (5,22 A) e Tyr 62 (5,13 A) -

N-H com O da Tyr 62 (1,71 A)

Nota: Arg = Arginine, Tyr = Tyrosine, Ser = Serine, His = Histidine. Fonte: o autor.
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Tabela 6 — Localizagao das interagdes intermoleculares e distancias das ligagdes de hidrogénio, n—n e n—S dos ligantes com os residuos de

aminoacidos da bactéria S. sanguinis.

Ligante Localizagdo da ligagdo de H (A) Localizagdo da interagdo n—m (A) Localiza¢do da interagdo n—S (A)
N com N-H da Asn 14 (3,66 A)
1 Ph com Phe 107 (4,12 A) -
N com N-H da Asn 104 (2,77 A)
S com N-H da Cys 112 (3,49 A)
2 Ph com Phe 107 (3,83 A) —
N-H com O da Thr 63 (2,04 A)
3 N-H com O da Leu 65 (2,20 A) Ph com Phe 107 (3,64 A) e Pro 62 (5,84 A) S com Ph da Tyr 64 (5,41 A)
4 N-H com O da Leu 65 (2,00 A) — —
N-H com O da Leu 65 (2,06 A 2,27 A)
CHD N-H com O-H da Glu 66 (2,26 A)

Ph com Tyr 64 (4,73 A)
Cl com O-H da Ser 102 (2,25 A)

Nota: Leu = Leucine, Asn = Asparagine, Cys = Cysteine, Thr = Threonine, Glu = Glutamate, Ser = Serine, Phe = Phenylalanine, Pro =

Proline, Tyr = Tyrosine. Fonte: o autor.
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Tabela 7 — Localizagao das interagdes intermoleculares e distancias das ligagdes de hidrogénio, n—n e n—S dos ligantes com os residuos de

aminoacidos da bactéria L. paracasei.

Ligante Localizagdo da ligagdo de H (A) Localizagdo da interagdo m—m (A) Localiza¢do da interagdo n—S (A)

1 _ _ _
N-H com O da His 221 (1,83 A)
N-H com O da Glu 251 (2,03 A)
2 Ph com Phe 74 (5,74 A) S com o imidazol da His 221 (5,22 A)
S com N-H da Arg 68 (3,13 A)
N com N-H da GIn 279 (2,86 A)
N-H com O da Tyr 276 (2,24 A)

S com N-H da GIn 279 e Arg 196 (3,51

3 Ph com Phe 74 (4,40 A) -
Ae333A)
N com N-H da GIn 294 (2,66 A)
4 N-H com O da Asn 145 (1,91 A) Ph com Tyr 76 (3,91 A) e His 160 (5,40 A) -
N com N-H da GIn 79 (2,74 A € 3,06 A)
CHD N-H com O da Glu 251 (2,06 A) - -

S com N-H da Arg 68 (3,32 A)

Nota: Tyr = Tyrosine, Gln = Glutamine, Arg = Arginine, Asn = Asparagine, His = Histidine, Glu = Glutamate, Phe = Phenylalanine. Fonte: o autor.
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Tabela 8 — Localizagao das interagdes intermoleculares e distancias das ligagdes de hidrogénio, n—n e n—S dos ligantes com os residuos de

aminoacidos da bactéria E. faecalis.

Ligante Localizagdo da ligagdo de H (A) Localizagdo da interagdo n—m (A) Localizagdo da interagio n—S (A)

S com N-H da Gly 200 (2,03 A)
1 N-H com O da GIn 241 (3,18 A) - -
N-H com O da Asp 203 (1,87 A)
S com N-H da Gly 200 (3,07 A)
2 N-H com O da GIn 241 (2,09 A) Ph com Tyr 23 (4,98 A) —
N-H com O da Asp 203 (1,95 A)
N-H com O da GIn 241 (1,96 A)
N-H com O da Thr 55 (2,16 A)
S com O-H da Tyr 23 (2,77 A)
4 N-H com O da Asp 203 (2,07 A) — S com Ph da Tyr 23 (5,20 A)
N-H com O da GIn 241 (2,19 A)
N-H com O da Thr 55 (2,89 A €2,95 A)
CHD Cl com O-H da Tyr 23 (3,15 A) -
Cl com N-H da Arg 206 (2,97 A)

Nota: Gln = Glutamine, Thr = Threonine, Tyr = Tyrosine, Asp = Aspargine, Arg = Arginine, His = Histidine. Fonte: o autor.

Ph com Tyr 23 (4,82 Ae 5,13 A) S com o imidazol da His 245 (4,84 A)




53 ANALISE IN SILICO DOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE ADME

As propriedades farmacocinéticas de ADME (absorcao, distribui¢ao, metabolismo e
excre¢ao) (DOOGUE, POLASEK, 2013) sdao ferramentas uteis na fase inicial do processo de
descoberta de medicamentos. Neste contexto, a previsdo in silico de parametros
farmacocinéticos de ADME, como fisico-quimicos, biodisponibilidade e farmacocinética com
base em Lipinski, Ghose, Veber e Egan (Tabela 10 e Tabela 9), absor¢ao intestinal humana
(HIA), penetragdo da barreira hematoencefalica (BBB), inibigdo das isoenzimas pertencentes
ao sistema CYP450 (Tabela 11) fornecem informacdes uteis na avaliagdo de candidatos a novos
farmacos (DAINA, MICHIELIN, ZOETE, 2017). Neste trabalho, um estudo in silico dos
parametros farmacocinéticos de ADME dos ligantes livres 1 € 2 e complexos 3 e 4 foi realizado.
Conforme observado no radar de biodisponibilidade (Figura 24 — Estudo in silico para
demonstrar o potencial dos ligantes livres Hatc-R como novos compostos candidatos a

farmacos usando a ferramenta SwissADME.
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FLEX SIZE FLEX SIZE

INSATU POLAR INSATU POLAR
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Nota: a area vermelha representa a faixa ideal para cada propriedade. Fonte: Daina, Michielin, Zoete, 2017.

Figura 25 e Figura 24), o ligante livre 1 e o complexo 3 demonstraram boa aderéncia a
todos os pardmetros avaliados enquanto o ligante livre 2 e o complexo 4 apresentaram alguns
parametros fora da faixa ideal das propriedades avaliadas (Figura 24 — Estudo in silico para
demonstrar o potencial dos ligantes livres Hatc-R como novos compostos candidatos a

farmacos usando a ferramenta SwissADME.
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Nota: a area vermelha representa a faixa ideal para cada propriedade. Fonte: Daina, Michielin, Zoete, 2017.

Figura 25 e Figura 24).

Figura 24 — Estudo in silico para demonstrar o potencial dos ligantes livres Hatc-R como

novos compostos candidatos a firmacos usando a ferramenta SwissADME.
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1 2

Nota: a area vermelha representa a faixa ideal para cada propriedade. Fonte: Daina, Michielin, Zoete, 2017.

Figura 25 — Estudo in silico para demonstrar o potencial dos complexos [Ni(atc-R)2] como

novos compostos candidatos a farmacos usando a ferramenta SwissADME.
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LIPO LIFPOC

FLEX SIZE FLEX SIZE

INSATU POLAR INSATU POLAR

INSOLU INSOLU

3 4

Nota: a area vermelha representa a faixa ideal para cada propriedade. Fonte: Daina, Michielin, Zoete, 2017.

A massa molecular de uma substancia ¢ um parametro importante. Neste sentido, quanto
maior a massa molecular, maior o volume da substincia, e mais dificil ¢ a passagem da molécula
para o meio intracelular. A massa molecular dos complexos 3 e 4 s3o 501,30 e 597,38 g mol !,
respectivamente. Ambos os resultados nao estdo em acordo com a regra de Lipinski e Ghose.
Outro parametro importante ¢ o Log P, relacionado a lipossolubilidade de um determinado
composto e a capacidade de atravessar membranas plasmaticas. O Log P para o complexo com
o substituinte fenil (3,03) foi maior do que o com o etil (1,43), como esperado, sendo ambos
valores aceitos pelas regras de Lipinski (Log Pow=<5), Ghose (Log Pow=<5,6) e Egan (Log Pow
< 5,8). Os resultados apresentados na Tabela 10 para o numero de aceitadores e doadores de
hidrogénio correspondem a regra de Lipinski, com valores de 2 para ambos os compostos.
Portanto, de acordo com a regra de Lipinski, ambos complexos apresentam excelente
biodisponibilidade oral teérica. Veber apresenta dois pardmetros essenciais para as moléculas
serem administradas por via oral, que sdo a area de superficie polar topologica (TPSA) < 140
A? e o ntimero de conexdes rotativas. As moléculas em estudo apresentaram um TPSA de
133,96 A% e o nimero de conexdes rotativas ¢ 4; portanto, as estruturas poderiam ser
apropriadas para serem utilizadas por via oral. A solubilidade em 4gua ¢ outra caracteristica
importante para a absor¢do e distribuicdo de um farmaco no organismo. O Log S (ALI et al.,
2012) de ambos os complexos indica que eles sdo pouco soluveis em dgua de acordo com as
classes apresentadas na Tabela 10.

Os ligantes livres 1 e 2 (Tabela 9) também foram avaliados e os resultados indicam que

ambos os compostos estdo de acordo com as regras de Lipinski, Ghose, Veber e Egan. Além
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disso, apresentam boa solubilidade e caracteristicas apropriadas para serem utilizadas por via

oral.
Tabela 9 — Parametros fisico-quimicos dos ligantes livres 1 ¢ 2.
Parametros 3 4
Propriedades fisico-quimicas
Formula molecular CioH14N4S Ci14H14N4S
Massa molecular (MM) 222,31 g mol ™! 270,35 g mol ™!
Num. Atomos pesados 15 19
Num. de ligagdes giratorias 5 5
Num. Lig. H doadores 2 2
Num. De H aceptores 2 2
Refratividade molar (RM) 65,51 81,92
TPSA'! 81,40 A2 81,40 A2
Lipofilicidade
Consenso 2 Log Pojw* 1,68 2,49
Solubilidade em agua
Log S (Ali) -2,82 -3,44
Classe * Solavel Solavel
Regras
Lipinski ° Sim Sim
Ghose ° Sim Sim
Veber ’ Sim Sim
Egan 8 Sim Sim
Pontuacdo de biodisponibilidade ° 0,55 0,55

Nota: ' TPSA: Area de superficie polar topologica; > Log de consenso Poy = média de todas as cinco previsdes; >
Log P, = coeficiente de parti¢do entre n-octanol/dgua; 4 Classe = Todas as classes: insoliivel <10 < pouco
soluvel < -6 < moderadamente soltvel < —4 < soltivel < -2 < muito soltivel < 0 < altamente; * Lipinski = MM <
500; Log Pow < 5; Doadores de ligagdo H < 5; Aceitadores de ligagdo H < 10; ® Ghose = 180 < MM < 480; 20 <
No. de atomos < 70; 40 < Refratividade molar < 130; —0,4 < Log Pox < 5,6; 7 Veber = Num. ligagdes giratdrias <
10; TPSA < 140 A?%; 8 Egan = Log Pow < 5,88; TPSA < 131,6 A%; ° Pontuagio de biodisponibilidade: 0,55 se for
aprovado na regra de cinco de Lipinski e 0,17 se falhar (MARTIN, 2005). Fonte: o autor.

Tabela 10 — Parametros fisico-quimicos dos complexos 3 ¢ 4.

Parametros 3 4
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Propriedades fisico-quimicas

Formula molecular C20H26NgS2N1 C28H26NgS2Ni1
Massa molecular (MM) 501,30 g mol™! 597,38 g mol!
Num. Atomos pesados 31 39

Num. de ligagdes giratorias 4 4
Num. Lig. H doadores 2 2
Num. De H aceptores 2 2
Refratividade molar (RM) 143,58 176,40
TPSA'! 133,96 A2 133,96 A?
Lipofilicidade
Consenso > Log Porw’ 1,43 3,03
Solubilidade em agua
Log S (Ali) —6,80 -9,27
Classe 4 Pouco Pouco
Regras
Lipinski ° 1 violagao: MM>500 1 violagao: MM>500
. 2 violagdes: MM>480), 2 violagdes: MM>480,
RM>130 RM>130
Veber ’ Sim Sim
Egan ® 1 violagao: TPSA>131,6 1 violagao: TPSA>131,6
Pontuagao de
0,55 0,55

biodisponibilidade °

Nota: ' TPSA: Area de superficie polar topoldgica; 2 Log de consenso Poy = média de todas as cinco previsdes;
Log P, = coeficiente de partigdo entre n-octanol/dgua; * Classe = Todas as classes: insolavel < —10 < pouco
soluvel < -6 < moderadamente solivel < —4 < soltivel < -2 < muito soltivel < 0 < altamente; * Lipinski = MM <
500; Log Pow < 5; Doadores de ligagdo H < 5; Aceitadores de ligagdo H < 10; ® Ghose = 180 < MM < 480; 20 <
No. de atomos < 70; 40 < Refratividade molar < 130; —0,4 < Log Pox < 5,6; 7 Veber = Num. ligagdes giratdrias <
10; TPSA < 140 A?; ® Egan = Log P < 5,88; TPSA < 131,6 A?; ° Pontuacdo de biodisponibilidade: 0,55 se for
aprovado na regra de cinco de Lipinski e 0,17 se falhar (MARTIN, 2005). Fonte: o autor.

No entanto, esse estudo teorico pode ser em alguns casos contraditério, pois alguns
outros medicamentos também violam regras especificas e continuam sendo usados como

medicamentos, como ivermectina, tenofovir disoproxil fumarato (TDF), ceftadizima etc. A
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CHD usada como controle em ensaios bactericidas e enxaguantes bucais, quando avaliada no
SwissADME apresenta baixa solubilidade teorica (Log S =—6,09) e quebra a regra de Lipinski
(MM > 500, NH ou OH > 5), Ghose (MM > 480, RM > 130, No. de atomos >70), Veber (TPSA
>140) e Egan (TPSA >131,6). Embora este seja um estudo inicial, esses resultados podem ser
uteis para estudos futuros no caso de avaliacdo da absor¢do e biodistribuicao desses complexos
no organismo humano.

Os ligantes livres 1 € 2 e complexos 3 e 4 também foram avaliados quanto a absor¢ao
intestinal humana (HIA), penetragdo na barreira hematoencefalica (BBB), inibigdo das
isoenzimas pertencentes ao sistema CYP450 e acessibilidade sintética (AS) (Tabela 11). O HIA
¢ um parametro interessante na conveniéncia de dosar um candidato a fArmaco, pois um valor
de HIA alto denota que o composto pode ser melhor absorvido pelo intestino humano apods
administracdo oral (NISHA et al., 2016). Os resultados mostraram que o complexo 3 e os
ligantes livres 1 e 2 tiveram maior absor¢ao no intestino do que o 4. Os parametros
farmacocinéticos também revelaram que nenhum dos compostos ¢ capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica, necessaria para evitar efeitos colaterais no sistema nervoso central
(DE LANGE, DANHOF, 2002).

O metabolismo dos farmacos envolve um conjunto de reacdes de biotransformacao que
geralmente transformam essas moléculas em compostos quimicos mais polares, de modo que
sao eliminadas pela urina. A inibicao das isoenzimas pertencentes ao sistema CYP450 ¢ uma
das principais causas de interagdes medicamentosas, efeitos adversos ou toxicos devido a menor
purificacdo e acimulo do firmaco ou de seus metabolitos no organismo (KIRCHMAIR et al.,
2015). As andlises dos dados do metabolismo mostram que nenhum dos compostos inibe as
1soenzimas CYP2D6 e CYP3A4 pertencentes ao sistema CYP450. Além disso, a Tabela 11
apresenta dados sobre a AS, pardmetro que varia de 1 (moléculas facilmente sintetizadas) a 10
(moléculas dificilmente sintetizadas) (DAINA, MICHIELIN, ZOETE, 2017) e conclui-se que

os compostos possuem AS abaixo de 5, indicando que podem ser facilmente sintetizados.

Tabela 11 — Dados sobre as principais propriedades farmacocinéticas dos ligantes livres 1 e 2,
complexos 3 e 4 e controle CHD.
Complexo HIA! BBB?  Inibidor CYP3A4 Inibidor CYP2D6 AS?
1 Alto Nao Nao Nao 2,58
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2 Alto Nao Nao Nao 2,76

3 Alto Nao Nio Nio 4,74
4 Baixo Nao Nao Nao 5,01
CHD Baixo Nao Nao Nao 3,64

Nota: 'HIA: absorgao intestinal humana, 2BBB: penetragdo da barreira hematoencefalica e >AS: acessibilidade

sintética. Fonte: o autor.

Portanto, os resultados in silico dos compostos avaliados desta andlise preliminar
suportam o potencial dos complexos 3 ¢ 4 como candidatos a farmaco, uma vez que, com
exce¢do da solubilidade e massa molar, apresentam pardmetros farmacocinéticos que sugerem
boa absor¢ao e biodistribuicdo. Embora se trate de um estudo preliminar, esses resultados

servem de base para estudos futuros.

6 CONCLUSOES

Neste trabalho, as interacdes presentes no complexo 3 foram analisadas através das
superficies de Hirshfeld e os ligantes livres 1 e 2 e complexos 3 € 4 foram submetidos ao estudo
de docking molecular tendo como alvo biologico bactérias bucais. Adicionalmente, o estudo in
silico dos parametros farmacocinéticos de ADME destes complexos foram realizados para
verificar o perfil farmacologico.

O estudo das superficies de Hirshfeld revelou que a estrutura supramolecular do
complexo 3 ¢ estabilizada por interagcdes H---H, C---H/H---C, N---H/H--*-N e S---H/H:--S. Os
graficos de impressdo digital 2D mostraram que as intera¢cdes N---H/H---N e S---H/H:--S sdo
0s contatos mais importantes para a estabilidade de rede, com cerca de 23% de contribui¢ao
para a area de HS.

As andlises de docking molecular dos complexos 3 e 4 mostraram valores de AG
altamente exergdnico o que revela boa orientaga@o e afinidade entre os complexos e as estruturas
cristalinas das enzimas das bactérias. Os complexos 3 e 4 apresentaram, inclusive, valores de
energia de ligacdo menores quando comparados com o controle positivo CHD, indicando que,
teoricamente, apresentariam consideravel atividades biologicas. A partir do estudo tedrico, foi
confirmado também que as mudancas estruturais no grupo periférico do ligante podem afetar
substancialmente as interagdes com o alvo, como mostrado pelos melhores resultados de 4 em

relacdo ao 3.
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Neste trabalho, também foi realizada o estudo in silico dos parametros farmacocinéticos
de ADME de ambos os complexos. Os resultados dos complexos 3 e 4 mostraram um perfil
farmacocinético promissor indicando boa biodisponibilidade oral teodrica e distribuicao
adequadas da molécula in vivo, porém, ndo apresentam boa solubilidade tedrica. Os compostos
também foram avaliados quanto a absorcdo intestinal humana (HIA), penetracdo na barreira
hematoencefalica (BBB), inibi¢do das isoenzimas pertencentes ao sistema CYP450 e os
resultados mostraram que o complexo 3 e os ligantes livres 1 e 2 tiveram maior absor¢ao no
intestino do que o 4. Os parametros farmacocinéticos também revelaram que nenhum dos
compostos ¢ capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e nenhum dos compostos inibe as
isoenzimas CYP2D6 e CYP3A4 pertencentes ao sistema CYP450. Por fim, este trabalho
incentiva futuros estudos biologicos uma vez que os resultados obtidos neste trabalho sugerem
que os compostos apresentam um perfil farmacocinético promissor, visando a aplica¢ao dos

compostos como agentes antibacterianos.
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