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RESUMO

A pesquisa desenvolvida neste trabalho avaliou, por intermédio das metodologias in silico, a toxicidade
ambiental e humana, a biodisponibilidade oral humana e parametros farmacocinéticos para o
antibidtico veterindrio Cefquinoma. O Cefquinoma ¢ um antibidtico de amplo espectro, classificado
como cefalosporina de quarta geragdo. Atualmente, sua utilizacao ¢ destinada ao tratamento de mastites
clinicas em vacas em lactagdo, causadas por bactérias sensiveis a mesma. Atualmente, as perdas
econOmicas advindas da patologia resultam diversos custos adicionais, como diminui¢ao na produgao
e perda do animal. A contaminacdo da agua e do solo sdo tematicas de elevado enfoque na atualidade
em fun¢ao dos possiveis impactos que os residuos de antibioticos podem ocasionar no meio ambiente.
Diante tal contexto, realizou-se o estudo toxicoldgico in silico ambiental do Cefquinoma. O estudo
revelou que o antibidtico ndo possui toxicidade para abelhas e crustaceos, porém apresenta toxicidade
para peixes, a sua estrutura quimica ndo sofre biodegradacao ambiental, apresentando uma taxa de
remocao total de apenas 1,89%, resultando em contaminacao da cadeia alimentar e do ser humano por
intermédio da alimentacao. Em fun¢do do antibidtico veterinario promover a contaminagao ambiental,
dos alimentos e do ser humano, torna-se obrigatorio a realizacdo do estudo Toxicoldgico e
Farmacocinético in silico humano. Tal estudo indicou que o antibidtico ndo apresenta boa
disponibilidade via oral humana, pois violou trés descritores moleculares da Regra de Lipinski. O
estudo ADME in silico revelou que o antibiotico apresenta baixa taxa de absorc¢ao intestinal, ndo possui
permeabilidade pela barreira hematoencefélica e ndo inibe a glicoproteina P. O estudo ADME in silico
também indicou que o antibidtico ndo inibiu as isoenzimas hepaticas do complexo citocromo P450. O
estudo toxicologico in silico humano revelou que o antibidtico ndo ¢ mutagénico quanto ao teste de
AMES, nao apresenta carcinogenicidade e quanto a toxicidade oral aguda se enquadra na categoria I11
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(baixa toxicidade), porém apresenta toxicidade respiratoria, toxidade reprodutiva, toxicidade

mitocondrial e nefrotoxicidade humana.

Palavras-chave: Antibiotico. Cefquinoma. Toxicologia In Silico Ambiental. Toxicologia In Silico
Humana e Farmacocinética In Silico Humana.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a industria farmacéutica tem passado por uma grande transformacao, o que
levou o setor a expandir de forma consideravel sua producao. Foram diversos fatores que ocasionaram
este cenario positivo, tais como inovagdes tecnologicas, resultando numa maior demanda por
farmacos, principalmente no ambito dos antimicrobianos. Os antimicrobianos sdo substancias
quimicas responsaveis por inibir o crescimento ou eliminar os microrganismos. Portanto, sdo utilizados
com intuito de prevenir ou tratar uma determinada infecgdo. Nesse sentido, a classe das cefalosporinas
possuem posicao de destaque.

As cefalosporinas constituem uma classe de antibidticos pertencente ao grupo dos beta-
lactamicos e se destacam por suas caracteristicas de amplo espectro de acdo, baixa toxicidade, perfil
farmacocinético favoravel e facilidade de uso. Quanto a estrutura quimica possui dois anéis: beta-
lactamico e di-hidrotiazina (SOUZA, 2008). Sao derivadas de trés intermedidrios importantes, 1) o
acido 7-aminopenicilamico (7-APA), 2) acido 7-aminodeacetoxicefalosporanico (7-ADCA) ¢ 3) 7-
éster metoxibenzilico do acido fenilacetamida-3-cloro-metil-4-cefalosporanico (GCLE), conforme
Figura 1 (AZEVEDO, 2019). Além disso, todas em uso clinico sdo derivados semi-sintéticos do acido

7-aminocefalosporanico (7-ACA), o qual foi obtido inicialmente de um antibiotico natural

(FELICIANO, 2016).

Figura 1: Intermediarios das cefalosporinas 1, 2 e 3
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Fonte: Proprio autor, (2023) — Programa ChemSketch Freeware versdo 2021.

As cefalosporinas também sdo classificadas quanto ao seu espectro de acdo, frente as bactérias
Gram em primeira, segunda, terceira, quarta e quinta geracdo. Como exemplo de derivado
antimicrobiano pertencente a quarta geracao tem-se o antibidtico Cefquinoma.

O antibiodtico Cefquinoma destaca-se por sua alta efici€éncia no combate das bactérias do tipo

Gram-positivas e Gram-negativas, sendo de uso exclusivo veterinario. A sua indicacdo principal ¢ para
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o tratamento de mastites clinicas causadas por bactérias do tipo Salmonella spp; Haemophilus spp;
Pasteurella spp; Klebsiella spp; Corynebacterium pyogenes; Escherichia coli; Staphylococcus aureus;
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis (MANTILLA, 2020).

Sob tal contexto, o Brasil ocupa lugar de lideranga na cadeia produtiva em larga escala nos
diversos ramos da pecudria, bem como na utilizagdo de medicamentos veterinarios amplamente
difundidos. Assim, a demanda por produtos de qualidade e consequente controle rigoroso, t€ém exigido
medidas adequadas com objetivo de garantir seguranga aos processos, principalmente no que tange a
contaminagdo ambiental e da cadeia alimentar por antimicrobianos (LOBATO; DE LOS SANTOS,
2019).

No que tange os fAirmacos, existe preocupacao especial com relagdo aos antibioticos. Estudos
evidenciaram que tais contaminantes, quando descartados no meio ambiente de forma inadequada e
sem passar por nenhum processo de tratamento especifico, podem resultar efeitos negativos, como
toxicidade bioldgica, indugdo da resisténcia a antibidticos em bactérias patogé€nicas e genotoxicidade
(LIMA et al., 2017).

Parte desta problematica ocorre em funcdo do sistema de saneamento bdasico, que nao
acompanhou o avanc¢o do setor farmacéutico, nem tdo pouco o uso exponencial do mesmo pela
populacdo. A presenca desses farmacos no meio aquatico resulta em func¢do de diversos parametros
dentre os quais refere-se as suas caracteristicas fisico-quimicas (solubilidade, polaridade,
biodegradagdo, entre outras) bem como o manejo e/ou eliminagdo inadequada desses no meio
ambiente. Existem outras formas de contamina¢ao conforme ilustrado na Figura 2 (IRIA, 2018).

Por intermédio destas caracteristicas e especificidades, a maior parte desses compostos ndo sao
degradados nos sistemas de tratamento convencionais das Estagdes de Tratamento de Agua (ETA) e
consequentemente retornam ao curso hidrico sem o tratamento adequado. Entretanto, nos tltimos anos
esse cenario vem se alterando, devido as técnicas mais especificas de andlise e detec¢do, como a

cromatografia liquida acoplado ao espectrometro de massa (CARVALHO, 2020).
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Figura 2: Principais vias de contaminacdo dos compostos farmacéuticos no ambiente
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Fonte: Iria, (2018).

Diante disso, o estudo dos contaminantes desta categoria de fArmaco se faz necesséario, com
intuito de avaliar o seu impacto na saude humana (toxicidade humana), bem como implantacao de
técnicas adequadas aos sistemas de tratamento de agua. Uma forma de reduzir tais contaminantes
ocorre por intermédio da utilizagdo de técnicas avancadas de tratamento de agua (DICK, et al., 2022).
Entretanto, essas técnicas possuem elevado custo e requerem profissionais especializados com
conhecimentos especificos em quimica analitica, analise instrumental e quimica orgénica. Logo, ¢
necessario um investimento afim de se alcangar resultados promissores.

O objetivo do presente trabalho € realizar, por intermédio da Quimioinformatica, o estudo
Toxicologico in silico Ambiental e Humano e estudo Farmacocinético in silico Humano com intuito
de predizer parametros de Toxicidade Ambiental, Toxicidade Humana, Biodisponibilidade Oral,
Absorcdo, Distribui¢do, Metabolizacdo e Excre¢do (ADME in silico) para o antibidtico Cefquinoma

com auxilio das metodologias in silico.

2 REVISAO DE LITERATURA

O presente capitulo apresenta as defini¢des tedricas relevantes do presente trabalho. Além
disso, serdo pontuados os fatores que motivaram tal proposta em termos de inovagao tecnologica. Na
revisdo de literatura foi apresentado dados estatisticos elencados por 6rgaos regulamentadores, como
MAPA e SINDAN, ressaltando a importancia dos setores no pais e consequente uso racional do

antibiotico Cefquinoma.
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2.1 PECUARIA NO BRASIL - ASPECTOS GERAIS

Nos ultimos anos, com o advento da globalizacao e dos avangos tecnologicos, o setor pecuarista
no Brasil obteve recorde de crescimento na producao e ampliagdo na produtividade. Um dos fatores
responsaveis por tal faganha, deve-se a ampliagdao das pesquisas em genética, avancos no controle de
pragas e efetividade dos farmacos no controle das enfermidades que acometem os animais.

Segundo dados da Embrapa (2022), a partir da década de 80, a producdo de carne de aves
aumentou 22 vezes, a de carne suina, producao de leite e carne bovina quadruplicaram, a produgao dos
rebanhos bovinos de corte obteve o dobro no aumento (passando de 11% para 22%) e a producao anual
de leite duplicou a partir de 2002, em fung¢ao da expansdo do rebanho e da produtividade das vacas.

Ainda, no ultimo relatério de 2022 apresentado pela agropecuaria brasileira, a atividade
pecuaria correspondeu a cerca de 369,15 bilhdes e o valor bruto da produgao correspondeu a 1.207,41
bilhdes. Os efetivos da pecudria e produtos da pecuaria (atualizada ao final de cada ano, em referéncia

ao ano anterior) encontram-se na Tabela 1 (MAPA, 2022).

Tabela 1: Total dos efetivos e producéo de origem animal: Brasil

Efetivos e produgio Total Brasil Variacdo Anual (%)
Bovinos (cabegas) 218.150.298 1,5%
Bubalinos (cabegas) 1.502.482 4,8%
Equinos (cabegas) 5.962.126 1,9%
Suinos - total (cabegas) 41.124.233 1,4%
Matrizes de suinos(cabegas) 4.839.630 1,0%
Caprinos (cabegas) 12.101.298 7,1%
Ovinos (cabegas) 20.628.699 4,6%
Galinaceos — total (cabegas) 1.479.363.352 0,9%
Galinhas (cabegas) 252.570.646 1,4%
Codornas (cabegas) 16.512.169 -5,2%
Leite (Mil litros) 35.445.059 1,7%
Ovos de galinha (Mil dazias) 4.767.388 3,3%
Ovos de codorna (Mil duzias) 295.904 -6,2%
Mel de abelha (Quilogramas) 51.507.862 12,0%
Casulos do bicho-da-seda 2.742.372 -10,3%
La (Quilogramas) 7.978.317 -4,4%
Camardo (Quilogramas) 63.169.853 16,3%
Ostras, vieiras ¢ mexilhdes 14.297.623 -6,0%
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Total peixes (Kg) 551.873.845 4,2%
Alevinos (Milheiros) 1.369.446 1,6%
Larvas e pos larvas de camarao 12.541.720 4.5%
Sementes de moluscos 26.486 -42,6%
(Milheiros)

Fonte: Proprio autor — adaptacdo dados MAPA, (2022).

2.2 MASTITE BOVINA E O USO DE ANTIMICROBIANOS

O Brasil situa-se entre os maiores mercados de produtos de uso veterinario. No ano de 2020,
houve um faturamento total de 7,586 bilhdes de reais no mercado de produtos veterinarios, ressaltando
os medicamentos para ruminantes, aves € suinos, que equivalem a 51%, 14% e 12%, respectivamente,
do faturamento total do setor (PAULA, 2017). Além disso, os antimicrobianos seguem ocupando
posicao de destaque no mercado nacional de produtos veterindrios, sendo responsaveis pelo terceiro
lugar da demanda (14%), atras apenas dos antiparasitarios (27%) e bioldgicos (22%) (SINDAN, 2020).

Acompanhando os numeros citados anteriormente, percebe-se que o setor da pecudria
representa uma parcela expressiva na economia do pais € nota-se que as doengas infecciosas que
acometem o mesmo geram morbidade e mortalidade, resultando assim diversos prejuizos. Estima-se
que mais da metade de todos os antimicrobianos produzidos no mundo sdo utilizados no tratamento de
animais (MAGALHAES; SOUZA, 2012).

Os antimicrobianos correspondem a classe de agentes responsaveis por eliminar ou inibir o
crescimento de microrganismos, sendo os mesmos de origem natural ou sintética. A depender da
natureza do principio ativo, a mesma pode ainda ser denotada como antibidtico ou quimioterapico
(AFONSO, 2008).

Os antibioticos sao farmacos que apresentam capacidade de atuarem com toxicidade seletiva,
quando em concentra¢des baixas contra outros microrganismos. Geralmente, sdo produzidos pelos
proprios microrganismos, vegetais superiores e, até, pelo proprio organismo animal (MACHADO, et
al., 2019).

Embora apenas cinco classes (penicilinas, tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos e
anfenicdis) representam o grupo de antibioticos, costuma-se também incluir outras drogas sintéticas
(sulfonamidas, quinolonas, nitrofuranos e nitroimidazoles) e produtos naturais de elevado peso
molecular (antibidticos poliéteres) (PAULA, 2017).

No Brasil, uma das principais infecgdes que acometem o rebanho € a mastite, que consiste na
inflamacdo da glandula mamadria do animal. Geralmente ¢ causada pela infec¢ao por diversas espécies
de microrganismos, sendo que as bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae sao
consideradas como patogenos de maior relevancia, devido ao seu elevado indice de incidéncia e

resisténcia (ACOSTA, et al., 2016). As perdas econdmicas advindas desta patologia, decorrem em
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funcdo de diversos custos adicionais, como diminui¢do na produ¢do, perda do animal, entre outros.

Entretanto, a redu¢do na producado do leite ¢ considerada como a principal perda.

Estudos realizados no Brasil mostraram que quartos mamarios com mastite subclinica
produziram em média 25 a 42% menos leite do que quartos mamarios normais. Nos Estados
Unidos, estima-se que o custo por vaca/ano devido a mastite seja de aproximadamente US$
185, o que corresponde a um custo anual de US$1,8 bilhdo. Esse valor corresponde a
aproximadamente 10% do total de leite vendido pelos produtores. Deste, cerca de dois tergos
correspondem a reducdo na producdo de leite devido a mastite subclinica (Embrapa, 2021,

p-D.

Esta doencga infecciosa ainda apresenta impactos na saide publica, uma vez que representa a
principal causa do surgimento da resisténcia aos antibioticos, bem como na transmissao de patologias
nos seres humanos em decorréncia dos residuos de antibidticos e bactérias resistentes (LOBATO; DE
LOS SANTOS, 2019). Em fungdo deste cenario, ¢ essencial compreender melhor os farmacos

utilizados no tratamento dessa patologia, bem como o controle eficaz do mesmo.

2.3 CEFQUINOMA

Dentre os principais grupos de antibidticos, os B-lactdmicos se destacam com importancia
significativa no tratamento de diversas patologias. Tal grupo inclui as cefalosporinas, cefaminas e
penicilinas e, juntos, correspondem a mais da metade de todos os antibidticos produzidos e utilizados
no mundo (HARTWIG et al., 2014).

As cefalosporinas sdo classificadas como primeira, segunda, terceira, quarta e quinta geracao,
a depender do seu espectro de acao biologico. Dessa forma, as cefalosporinas de 1* geragdo possuem
resposta satisfatorio contra organismos Gram-positivos, enquanto as geragdes mais altas (2%, 3%, 4%)
possuem um espectro mais ampliado contra bacilos aerdbios Gram-negativos. Por fim, a ultima
geragdo (5%), € ativa contra o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (WERTH, 2022).

Novos antimicrobianos como a Cefquinoma, estdo disponiveis no mercado brasileiro e sao
amplamente utilizados no tratamento da mastite. A Cefquinoma ¢ um antibiotico do tipo amino-tiazol,
da classe das cefalosporinas, com acdo similar a de outros antibioticos pB-lactdmicos. Atualmente, seu
uso ¢ exclusivo na medicina veterindria. Além disso, a Cefquinoma ¢ uma cefalosporina de quarta
geragdo e apresenta diferentes grupos ativos na sua estrutura quimica, com €nfase no grupo amonio
quaternario na posicdo C-3 do nucleo do é4cido aminocefalosporanico, conforme a estrutura

bidimensional (2D) da molécula representado na Figura 3 (HARTWIG et al., 2014).
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Figura 3: Estrutura quimica bidimensional (2D) do antibiético Cefquinoma

H4C

MH-
Fonte: Proprio autor, (2024) - Programa ChemSketch Freeware versdo 2021.

O grupo amodnio quaternario na estrutura quimica do antibiotico fornece ampla gama de
atividades biologicas contra os microrganismos ¢ elevada atividade biologica contra as bactérias
sensiveis as cefalosporinas de terceira geragado, principalmente bactérias Gram-negativas. A explicacao
pelo amplo espectro de agdo, se deve a resisténcia frente beta-lactamases produzidas por mutagao
cromossdmica ou induzidas por plasmideos bacterianos e afinidade elevada pelas proteinas fixadoras
de penicilinas (PBPs) (LITTERIO, 2013).

Quanto as propriedades Farmacocinéticas e Farmacodindmicas, pode-se citar o fato de serem
usadas como bases por via oral ou para uso parenteral, como sais em solu¢ao aquosa, bem como baixa
absor¢do intestinal quando administrados por via oral e distribuicdo tecidual. Além disso, também
possuem facilidade em atravessar a barreira hematoencefalica durante processos inflamatorios,
atividade tempo-dependente e a excre¢do ocorre predominantemente via renal. Entretanto, estudos
recentes mostram que seu uso deve ser evitado, afim de se prevenir bactérias super resistentes e por
serem considerados antimicrobianos listados pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS) como de

importancia critica para uso humano (ROSSI, 2017).

3 CONTAMINACAO AMBIENTAL POR ANTIBIOTICOS

Atualmente, o nimero de compostos farmacéuticos detectados no ambiente ¢ vasto, visto que
os residuos de medicamentos mais comuns sdo antibidticos, hormonios, anestésicos, anti-
inflamatoérios, entre outros. Estudos corroboram a ideia de que a taxa que € absorvida, bem como a
taxa de metabolizagdo e excre¢do regem a carga total de residuos (SOUZA, 2012).

De modo geral, os principais estudos obtidos na literatura, apontam que as dguas residuais sao
a principal fonte de contaminag@o de outras matrizes ambientais. Além disso, os antibidticos seguem
liderando os medicamentos presente nos corpos hidricos, como contaminantes farmacéuticos. Boa

parte dessa situacdo, se justifica pelo atual modelo do processo de tratamento de dgua das estagdes de
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tratamento de dguas residuais (ETARSs). As operacdes unitdrias presentes no sistema convencional (ex:
decantacdo, flotacdo, floculagdo, coagulagdo, entre outros), sdo insuficientes para a remocdo de
farmacos mais polares (SILVA, et al., 2023).

Outra preocupagao ambiental, faz referéncia a forma como o farmaco se encontra no meio
ambiente. Quando liberado no efluente ou descartado inadequadamente, o mesmo pode permanecer na
forma original ou ser convertido em subprodutos de transformagdo por via fotdlise, oxidagdo, entre
outras. Logo, essas substancias podem ser bioativas e causar efeitos toxicos nos seres humanos,
organismos aquaticos, entre outros (SOUZA; AQUINO; SILVA, 2020). Apesar dos diversos estudos,
ndo se sabe precisamente sobre o destino € o comportamento destes farmacos no ambiente aquatico,
bem como o grau de impacto nos organismos.

Os antibidticos podem gerar inimeros efeitos no meio ambiente, porém o desenvolvimento de
bactérias resistentes tem aumentado significativamente. Geralmente, elas surgem devido a exposi¢ao
continuada ao fArmaco, mesmo em baixas concentragdes. Adicionalmente, estudos evidenciam que na
aquicultura, existem relatos de uma populagdo de bactérias resistentes em sedimentos marinhos. Outros
autores apontam o desenvolvimento de certas patologias humanas, como cancer de mama, testiculo e
de prostata, ovarios policisticos e reducao da fertilidade masculina em fun¢do da exposi¢ao a farmacos
(BILA; DEZOTTI, 2003).

No que tange a ideia para definir o que constitui toxicidade ou ndo, leva-se em consideracao
as consequéncias para a saude humana. No Brasil, por exemplo, existem trés legislagdes referentes a
presenca de agentes contaminantes em aguas. Segundo Monteiro, (2018), a primeira legislagdo traz
referéncia ao meio ambiente e a classificagdo de residuos em meio aquatico, bem como os limites de
concentragdes para o descarte seguro de efluentes tratados em corpos hidricos, regidos pela Resolugao
Conama n° 357 de 2005. A segunda, estabelece o padrao de referéncia dos lancamentos de efluentes
em corpos de dguas receptores, descrito na Resolu¢do Conama n°® 430 de 2011 (BRASIL, 2011). Por
fim, a terceira apresenta os padrdes de potabilidade da dgua para consumo humano, por Portaria n°
672914 de 2011, do Ministério da Saude. Entretanto, essas leis ndo contém os limites estabelecidos
para antibidticos nas dguas de abastecimento.

Outra publicacdo acerca do descarte de medicamentos, Silva et al. (2023) explicam que no
Decreto n°® 10.388, publicado em 5 de junho de 2020, estabelece diretrizes acerca do sistema logistica
reversa de medicamentos domiciliares vencidos ou em desuso. O fluxograma do processo estabelece
que as farmacias (armazenamento primario), devera possuir pontos de coletas para o descarte de
medicamentos. Em seguida, as distribuidoras (armazenamento secundério), encaminham os residuos
até aos fabricantes e importadores. Estes ultimos, segundo a cadeia logistica, seriam os responsaveis
pelo destino final ambientalmente adequado dos residuos. Entretanto, boa parte dos itens que compdem

a diretriz citada, ainda ndo sdo executados.
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Apesar do elevado consumo dos antibidticos e pelo fato de serem encontrados em aguas
superficiais, ainda nao est4 evidente se a contaminagao ¢ proveniente de efluentes e/ou de residuos da
producao animal. Pela legislacao, os produtos farmacéuticos veterinarios ainda nao foram incluidos na
lista de compostos prioritarios. Entretanto, com o crescente conhecimento sobre a ocorréncia,
ecotoxicidade e eficiéncia dos processos de eliminag¢do de antibidticos, espera-se que seja possivel
estabelecer limites legais para tais compostos (HOMEM, 2011).

Com relagdo as rotas de contaminagdo dos antibidticos no meio aquatico, existem varias
formas, mas as principais ocorrem através das excretas e dos efluentes provenientes dos processos
fabris. Outro detalhe refere-se que, nas zonas rurais, onde nem sempre ha sistema de saneamento, as
excretas sdo despejadas em fossas sépticas e também existe a contamina¢do cruzada dos solos e
consequentemente das aguas superficiais (HOMEM, 2011). A Figura 4 representa o processo
mencionado ¢ a respectiva cadeia de contaminagdo resultante por antibidticos no meio aquatico

(KITAMURA, 2022).

Figura 4: Representacdo esquematica do processo de contaminagdo gerado por antibidticos em ambientes aquéticos

Efeitos para organismos
nao-alvo

Excretados cerca de 50 a
70% em fezes e urinas

(\ | f 0 c"

Sistemas convencionais de - P g u

tratamento de dgua e esgoto ndo contaminaqao ambiental

removem eficazmente

Fonte: Kitamura, (2022).

Neste contexto, uma area cientifica fundamental que avalia os efeitos entre a relagdo ambiental
e a humana ¢ a toxicologia ambiental. Na antiguidade, ja eram encontrados relatos sobre o tema, como
¢ o caso de registros do uso de plantas toxicas por volta de 600 a.C. pela sociedade Ateniense. Na
toxicologia ambiental, considera-se o estudo das substancias quimicas e os efeitos nocivos produzidos
pela interacdo dos contaminantes ambientais. Para determina¢do dos efeitos adversos de um
determinado composto quimico, estuda-se as fases de intoxicacdo, elucidacdo, toxicocinética e

toxicodinamica. Dessa forma, a mesma ¢ comumente definida como a ciéncia responsavel por analisar
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e compreender os efeitos nocivos dos contaminantes quimicos ambientais nos organismos Vvivos
(SILVA; SILVA; KITAMURA, 2022).

Com a implementacdo de praticas ambientais e discussdes acerca da relagdo entre o
desenvolvimento tecnologico farmacéutico e a gestao ambiental, tornou-se essencial que as empresas
executassem o desenvolvimento das suas atividades, juntamente com as agdes sustentaveis acerca do
descarte adequado dos farmacos. Logo, diante de todos os levantamentos bibliograficos, reafirma-se a
importancia da realizagdo do presente estudo, bem como a confirmagdo ou nao da toxicidade do

antibidtico Cefquinoma por meio dos métodos in silico.

4 QUIMIOINFORMATICA E AS METODOLOGIAS IN SILICO

A quimioinformatica, segundo Abreu et al. (2013), ¢ a area de estudos no qual sdo utilizados
métodos computacionais a fim de solucionarem problemas ligados @ Quimica. Outra defini¢do
comumente utilizada, consiste numa ciéncia interdisciplinar que por intermédio dos recursos da
tecnologia de informagdo e computacionais, transformam um conjunto de dados quimicos (matriz de
dados) em conhecimentos aplicaveis a sociedade (ALVES et al., 2018).

Historicamente, o termo quimioinformatica foi instituido em 1998 por Frank Brown, como uma
“mistura de recursos para transformar dados em informagdo e informagdo em conhecimento, com
intuito de tomar decisdes eficientes e mais rapidas para identificar e otimizar compostos lideres (lead
compound) ou prototipos”.

Inicialmente, lidava com apenas com representagdes € manipulagdes das estruturas quimicas.
Atualmente, € reconhecida como uma area de conhecimento interdisciplinar com énfase na exploragao
de bases de dados quimicos e bioldgicos, na descoberta e desenvolvimento de novos prototipos (lead
compounds) com atividade biologica promissora e propriedades moleculares (descritores moleculares)
desejaveis, estimativa de toxicidade ambiental de produtos quimicos existentes no mercado e screening
virtual de uma possivel estrutura quimica de compostos quimicos promissores (SILVA, 2020).

O termo in silico refere-se as metodologias de simulagdo computacional e obtencdo de
descritores moleculares (parametros moleculares = propriedades moleculares) em plataformas de
banco de dados internacionais. A importancia reside em inimeros pontos positivos, como diminui¢ao
dos custos experimentais quimicos e bioldgicos, maior rendimento nos processos e rapidez nos
resultados, bem como a indisponibilidade de dados para avaliar (predizer) riscos e restricdes quanto a
utiliza¢ao de animais (metodologia in vivo) (DIAS, 2018).

A fundamentacdo das metodologias in silico leva em consideragdo o pressuposto de que
compostos que apresentam estruturas quimicas similares comportam de forma similar em termos de
atividade bioldgica, farmacocinética, farmacodinamica e toxicoldgica humana e ambiental, portanto,

deve ser utilizada como ferramenta preditiva para a obtengdo de diversas informacgdes (parametros

=

LUMEN ET VIRTUS, Sdo Jos¢ dos Pinhais, v. XV, n. XLIII, p.8567-8599, 2024

8578



moleculares). Atualmente, existem diversos softwares e plataformas internacionais no mercado com
atualizagao constante do banco de dados (ALVES; STREIT; PIZZOLATO, 2023).

As abordagens in silico passaram a ser amplamente utilizadas nos estudos pré-clinicos, para
diversas aplicacdes. Além disso, ha evidéncias na literatura para modelagem de farmacos e estudos de
desempenhos bioldgicos, para aplicagdo em diferentes vias (HINES, 2021 apud COSTA, 2022). Além
dessas aplicacdes, tém-se também os estudos de modelagem molecular, com utilizacdo de técnicas
computacionais avangadas de "docking molecular" e "dinamica molecular", para avaliar os potenciais
inibidores de proteinas associadas a diferentes patologias e analise da bioatividade de um composto
quimico (ABREU et al., 2013).

Na area de toxicologia, os métodos in silico tém sido amplamente difundidos na industria
farmacéutica, uma vez que os calculos matematicos demonstraram comprovada efetividade ao predizer
os possiveis efeitos compreendidos pelas fases farmacéutica, farmacocinética e farmacodinamica. Sob
tal contexto, a Agéncia de Protegdo Ambiental (EPA) dos EUA apresenta como defini¢do de toxicidade
in silico como sendo a jun¢do de duas areas: integracdo da computagdo/tecnologia da informagdo com
a biologia celular, tecidual e molecular, com objetivo de predizer o potencial de risco de compostos
quimicos (BRITO, 2010).

A fase farmacéutica relaciona-se com a via de administragdo dos farmacos ¢ a forma
farmacotécnica de preparo do mesmo, enquanto a Farmacodinamica, tém como enfoque o estudo dos
efeitos bioquimicos no alvo molecular (receptores bioldgicos = alvos bioldgicos), bem como o
mecanismo de a¢ao dos farmacos. Contudo, a avaliagdo qualitativa e quantitativa quanto aos processos
de absorc¢do, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e destino dos fArmacos no organismo por meio das
metodologias in silico, ¢ avaliado pelo estudo da Farmacocinética. Ademais, os agentes toxicos € as
reacoes adversas dos farmacos sdo abordadas pela Toxicologia (DELUCIA et al., 2016).

No que diz respeito a via administracdo dos farmacos, boa parte desses compostos ocorrem por
via oral. Logo, busca-se compreender como o medicamento reage no organismo e quais sao os efeitos
locais e sist€émicos do mesmo. Assim, a rota que o mesmo segue ao ser ingerido ¢ seguir pelo trato
gastrointestinal e posteriormente para o sangue (via absorcao intestinal), dirigir-se para o local de acao
(distribuicdo), sofrer biotransformagao no figado (metabolismo) para eliminar xenobidticos e por fim,
ser eliminado pelo organismo (via excre¢do renal). Esse conjunto de etapas ¢ conhecido como
avaliacdo ADME in silico (MODA, 2007).

Dentre os inumeros estudos de ADME in silico disponiveis, destaca-se a predigao de
propriedades farmacocinéticas, tais como metabolismo mediado pela CYP450 (isoenzimas hepdticas
do complexo citocromo P450), a taxa de absor¢do intestinal, a biodisponibilidade por via oral, a
passagem via barreira hematoencefalica para Sistema Nervoso Central (SNC), entre outras

(OLIVEIRA, 2021).
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Uma importante aplicagdo da avaliacgdo ADME in silico refere-se a predicdo da
biodisponibilidade oral do f&rmaco, comumente conhecida como “Regra dos 5 ou Regra de Lipinski
(LIPINSKI et al., 2004), (FARIA et al., 2023). Nessa regra, considera-se os seguintes descritores

moleculares relevantes para avaliar a molécula do farmaco:

a massa molecular inferior a 500 Daltons (massa molar inferior a 500 g/mol), o nimero de
sitios aceptores de ligacdo de hidrogénio (SALH) inferior ou igual a 10, o niimero de sitios
doadores de ligacao hidrogénio (SDLH) menor ou igual a 5, o miLogP (coeficiente de particao
n-octanol/agua) inferior ou igual a 5 e a area topologica superficial polar (TPSA) inferior a
140 (A°)%. Moléculas que violam mais que um dos critérios podem apresentar problemas de
biodisponibilidade via oral (PEREIRA, A. L. D. C, 2019, p.38).

Devido as inimeras vantagens, a avaliagdo ADME in silico, quando comparados com as
abordagens tradicionais (in vivo e in vitro) destacam-se por sua maior aplicabilidade e rapidez nos

resultados durante a triagem virtual em larga escala de moléculas.

5 MATERIAIS E METODOS
No presente trabalho utilizou-se programas computacionais ¢ bancos de dados de plataformas
internacionais online de quimioinformatica com objetivo de predizer propriedades moleculares

(descritores moleculares) da estrutura quimica molecular do antibidtico Cefquinoma.

5.1 MODELAGEM MOLECULAR COMPUTACIONAL

Primeiramente, a estrutura quimica do antibidtico Cefquinoma foi desenhada
bidimensionalmente (2D) e visualizada tridimensionalmente (3D) com a utilizagdo do programa
computacional ACD/ChemSketch® Freeware versdo 2021 (Advanced Chemistry Development, Inc.,
2021) e, a energia da estrutura quimica tridimensional do antibidtico foi tabelada. Finalmente, a
estrutura quimica da molécula do antibidtico foi salva em arquivo do tipo MDL molfiles (.mol) para

realizacdo de estudos posteriores.

5.2 PREDICAO TOXICOLOGICA IN SILICO AMBIENTAL

Por intermédio do programa computacional ACD/ChemSketch® Freeware versdo 2021
(Advanced Chemistry Development, Inc., 2021) e utiliza¢dao do cédigo fonte do arquivo (.mol) obteve-
se o codigo SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification).

Posteriormente, exportou-se o codigo SMILES para a plataforma de banco de dados on-line. O
estudo Toxicologico in silico ambiental da Cefquinoma foi realizado para predizer a biodegradagao
ambiental, a toxicidade em peixes, em abelhas e crusticeos. O presente estudo foi realizado com
auxilio da plataforma internacional chinesa admetSAR® Versao 2.0

(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) coordenada pelo Professor Doutor Yun Tang, Lider do
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Laboratério de Modelagem e Design Molecular (LMMD), da Escola de Farmacia da Universidade de
Ciéncia e Tecnologia da China Oriental (YANG, et al., 2018).

5.3 PREDICAO FARMACOCINETICA IN SILICO HUMANA PARA BIODISPONIBILIDADE
ORAL

Por intermédio do programa computacional ACD/ChemSketch® Freeware versdo 2021
(Advanced Chemistry Development, Inc., 2021) e utilizagao do codigo fonte do arquivo (.mol) obteve-
se o codigo SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification). Posteriormente, exportou-
se 0 codigo SMILES para a plataforma de bancos de dados on-line. O estudo Farmacocinético in silico
humano foi executado com objetivo de predizer os descritores moleculares do antibiotico Cefquinoma
com auxilio do banco de dados da plataforma Molinspiration Cheminformatics®
(https://www.molinspiration.com) (GROB, 1986). O banco de dados prediz as propriedades
moleculares com intuito de avaliar a biodisponibilidade oral da molécula do antibiético baseando-se

na Regra de Lipinski, conhecida como Regra-dos-Cinco (Rule of Five).

5.4 PREDICAO FARMACOCINETICA IN SILICO HUMANA (ADME IN SILICO)

Por intermédio do programa computacional ACD/ChemSketch® Freeware versdo 2021
(Advanced Chemistry Development, Inc., 2021) e utilizagao do cédigo fonte do arquivo (.mol) obteve-
se o codigo SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification). Posteriormente, exportou-
se o codigo SMILES para a plataforma de bancos de dados on-line.

A primeira etapa desta pesquisa deu-se na realiza¢do do estudo ADME in silico (ADME, na
sigla em inglés: refere-se a absor¢do, distribui¢do, metabolismo e excre¢do) para o antibiotico
Cefquinoma, para predizer os parametros moleculares: Taxa de Absor¢do Intestinal Humana (HIA, na
sigla em inglés: human intestinal absortion), Permeabilidade pela Barreira Hematoencefalica (BBB,
na sigla em inglés: blod-brain barrier), Inibi¢ao da glicoproteina P, Permeabilidade pelas células
epiteliais Caco-2 e Distribuicao celular do antibiotico no organismo humano. Na proxima etapa,
realizou-se o estudo ADME in silico para predizer a inibicdo das isoenzimas hepaticas do complexo
citocromo P450 (CYP450) no processo de Metabolizagdo Hepatica (Biotransformagdo Hepatica) da
Cefquinoma. Este estudo foi realizado com auxilio da plataforma internacional on-line chinesa
admetSAR® versao 2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), coordenada pelo Professor Doutor Yun
Tang, Lider do Laboratorio de Modelagem e Design Molecular (LMMD), da Escola de Farmacia da
Universidade de Ciéncia e Tecnologia da China Oriental (YANG, et al., 2018).

Com intuito de validar os descritores moleculares obtidos na plataforma on-line chinesa
admetSAR® versao 2.0 (http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/), realizou-se um estudo avancado in

silico, com auxilio da plataforma de banco de dados on-line suica SwissADME® A plataforma suiga
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SwissADME® (http://www.swissadme.ch) foi desenvolvida por Diana, Michielin e Zoete (2017) e
permite também a realizag@o do estudo preditivo dos descritores farmacocinéticos e biodisponibilidade
via oral do antibidtico Cefquinoma. Os descritores moleculares obtidos sdo: Taxa de Absorcao
Intestinal (GI), Passagem pela Barreira Hematoencefalica (Permeacdo BBB), Inibi¢ao da
Glicoproteina P (P-gp) e inibi¢do das isoenzimas hepaticas do complexo citocromo P450 (Inibidor

CYP1A2, Inibidor CYP2C19, Inibidor CYP2C9, Inibidor CYP2D6 e Inibidor CYP3A4).

5.5 PREDICAO TOXICOLOGICA IN SILICO HUMANA

Por intermédio do programa computacional ACD/ChemSketch® Freeware versdo 2021
(Advanced Chemistry Development, Inc., 2021) e utilizagdo do cédigo fonte do arquivo (.mol) obteve-
se o codigo SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification). Posteriormente, exportou-
se o codigo SMILES para a plataforma de bancos de dados on-line.

O estudo toxicoldgico in silico humano do antibidtico Cefquinoma foi realizado com objetivo
de predizer a toxicidade do farmaco pelo teste de AMES (T: toxico; NT: ndo toxico), teste de
carcinogenicidade (C: carcinogénico; NC: ndo carcinogénico) e sua toxicidade oral aguda. O estudo
foi realizado com auxilio da plataforma internacional on-line chinesa admetSAR® versdo 2.0
(http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/), coordenada pelo Professor Doutor Yun Tang, Lider do
Laboratério de Modelagem e Design Molecular (LMMD), da Escola de Farmacia da Universidade de
Ciéncia e Tecnologia da China Oriental (YANG, et al., 2018).

Com objetivo de complementar o estudo do perfil toxicoldgico in silico humano, além dos trés
descritores moleculares obtidos via plataforma on-line chinesa admetSAR® versado

2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), determinou-se outras propriedades moleculares
avangadas utilizando a mesma plataforma de dados on-line. Os descritores determinados estdo
correlacionados com: corrosdo ocular, irritabilidade nos olhos, hepatotoxicidade (figado),
sensibilidade dermal (pele), toxicidade respiratoria (vias aéreas e pulmonar), toxicidade reprodutiva
(gonadas), nefrotoxicidade (renal) e toxicidade mitocondrial (mitocondria — organela funcional para

respiragao celular).

5.6 PREDICAO TOXICOLOGICA IN SILICO AMBIENTAL AVANCADA

Através do programa computacional ACD/ChemSketch® Freeware versdo 2021 (Advanced
Chemistry Development, Inc., 2021) e utilizagdo do codigo fonte do arquivo (.mol) obteve-se o codigo
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification). Posteriormente, exportou-se o c6digo
SMILES para a plataforma de bancos de dados on-line.

A avaliagdo toxicologica in silico ambiental avancada foi realizada com auxilio do programa

computacional EPI Suite™ versao 4.1. O EPI (Estimation Programs Interface) Suite™ desenvolvido
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pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos Estados Unidos e pela Syracuse Research Corp (SRC)
(EPI Suite™, 2023), calcula de forma robusta propriedades ambientais e fisico-quimicas. Levando em
consideragdo os calculos obtidos no programa, sera realizado a uma predi¢ao toxicoldgica ambiental
mais avangada do antibiotico Cefquinoma, os descritores moleculares calculados sdo: previsao da
biodegradagao aquatica, remocao total, biodegradacao total, adsorc¢ao total de lodo e remogao total do

ar.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 MODELAGEM MOLECULAR COMPUTACIONAL

A estabilidade molecular e a atividade bioldgica do ligante (antibiotico) estd intimamente
correlacionada com as interacdes intermoleculares entre o ligante (molécula do antibiodtico) e a
biomacromolécula (receptor biologico = alvo bioldgico). Este estudo ¢ conhecido como SBDD
(Structure Based Drug Design), no qual determina-se por intermédio de parametros fisico-quimicos a
energia livre das interagdes intermoleculares ligante-receptor na fenda ativa (sulco ativo de ligagao)
do receptor biologico (MORRIS e LIM-WILBY, 2008). A minimizacao energética da estrutura quimica
consiste no processo no qual ocorrerd alteragdao das coordenadas atomicas da molécula do ligante com
objetivo de reduzir a energia estérica da estrutura quimica molecular que corresponde ao seu minimo
local (estrutura quimica mais estavel) (SANT’ANNA, 2009).

Na etapa de Modelagem Molecular para a estrutura quimica do antibidtico Cefquinoma, a
estrutura quimica minimizada foi salva em arquivo do tipo MDL molfiles (.mol) e as energias estéricas
foram tabeladas para estudos posteriores. As figuras 5 e 6 representam respectivamente, a estrutura
quimica do desenho bidimensional (2D) e do desenho tridimensional (3D) e da molécula do antibiotico

Cefquinoma.

Figura 5: Estrutura quimica bidimensional (2D) do antibiético Cefquinoma
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Fonte: Proprio autor, (2024) — Programa ChemSketch® Freeware versao 2021.
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Figura 6: Estrutura quimica tridimensional (3D) do antibi6tico Cefquinoma

Fonte: Proprio autor, (2024) — Programa ChemSketch® Freeware versao 2021.

6.2 AVALIACAO DO PERFIL TOXICOLOGICO IN SILICO AMBIENTAL

Apoés ter realizado a modelagem molecular com auxilio do programa computacional
ACD/ChemSketch® Freeware versdo 2021 (Advanced Chemistry Development, Inc., 2021) e
utilizacdo do cddigo fonte do arquivo (.mol), foi possivel gerar o coddigo SMILES (Simplified
Molecular Input Line Entry Specification) e, por meio dele, realizar o estudo Toxicologico in silico
Ambiental com auxilio da plataforma internacional on-line chinesa admetSAR® versao 2.0
(http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/).

As informagdes geradas pela plataforma ocorrem por meio do sistema de banco de dados de
cada composto especifico, com o intuito de predizer o perfil de Toxicidade in silico Ambiental do
antibidtico Cefquinoma, no qual avaliou-se os seguintes descritores moleculares: biodegradagao

ambiental, toxicidade em peixes, em abelhas e crustaceos, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Avaliacdo do Perfil Toxicolégico in silico Ambiental

Biodegradagio Toxicidade em abelhas Toxicidade em Toxicidade em Peixes
Ambiental Crustaceos
Q P Q p Q P Q P
N 100,0% N 80,9% N 54% P 99,0%

Fonte: Proprio autor, (2024) - Plataforma admetSAR® Versdo. 2.0.
Q — Qualitativo: (Negativo: N), (Positivo: P); P: Probabilidade

A analise da tabela 2 revela que o antibiotico Cefquinoma nao possui toxicidade para abelhas
e nem para crustdceos, mas apresenta toxicidade para peixes e o firmaco ndo sofre biodegradagao
ambiental, ou seja, a sua estrutura quimica permanece inalterada no meio ambiente, contaminando a

cadeia alimentar e consequentemente o ser humano.
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6.3 AVALIACAO IN SILICO DO PERFIL DE BIODISPONIBILIDADE ORAL

Apoés ter realizado a modelagem molecular com auxilio do programa computacional
ACD/ChemSketch® Freeware versao 2021 (Advanced Chemistry Development, Inc., 2021) e
utilizagao do codigo fonte do arquivo (.mol), foi possivel gerar o codigo SMILES (Simplified
Molecular Input Line Entry Specification) e, por meio dele, determinar as propriedades moleculares
do antibidtico na plataforma internacional de bancos de dados on-line Molinspiration
Cheminformatics® (https://www.molinspiration.com) (GROB, 1986). Os descritores moleculares
determinados com intuito de analisar a biodisponibilidade oral humana do farmaco em estudo
(Cefquinoma), estao representados na Tabela 3.

A analise da tabela 3 revela que o antibidtico Cefquinoma viola a Regra de Lipinski, portanto
ndo possui boa predicdo quanto ao perfil de biodisponibilidade oral humana. Na tabela 3 foram
apresentados os seguintes descritores moleculares: 1) miLogP: Logaritmo do coeficiente de particao
(medida de hidrofobicidade/hidrofilicidade molecular); 2) TPSA: Area topolédgica superficial polar; 3)
PM: Peso molecular (Da), equivalente & massa molar (g/mol); 4) SALH: Sitios Aceptores de Ligagdes
de Hidrogénio; 5) SDLH: Sitios Doadores de Ligag¢des de Hidrogénio; 6) Violagdes: Numero de
violagdes quanto a regra de Lipinski. Importante ressaltar que a complementacio da Regra de Lipinski,
pode ser também realizada através de dois outros descritores moleculares para a biodisponibilidade

oral humana (Regra de Veber): 7) NLR: Numero de ligagdes rotacionaveis; 8) VM: Volume molecular.

Tabela 3: Avaliacdo do Perfil de Biodisponibilidade Oral Humana

Descritores Moleculares
miLogP -5,19
TPSA 153,93
PM 528,62
SALH 11
SDLH 3
Violagdes 3
NLR 7
VM 436,08

Fonte: Proprio autor, (2024) - Plataforma Molinspiration Cheminformatics®.

Para melhor compreensdo quanto aos critérios da Regra de Lipinski para predicao do perfil de
biodisponibilidade oral humana tem-se:

1) Coeficiente de Particao octanol-agua Log P (miLogP) < 5: descritor molecular de natureza

hidrofilica/hidrofobica. Esta propriedade molecular estd relacionada com a absorcdo

intestinal do antibidtico, biodisponibilidade ao ser administrado por via oral humana,

interacoes hidrofobicas/hidrofilicas ligante-receptor € também com o processo de

™

LUMEN ET VIRTUS, Sdo Jos¢ dos Pinhais, v. XV, n. XLIII, p.8567-8599, 2024

8585


https://www.molinspiration.com/

metabolizacdo molecular. A Cefquinoma apresentou valor menor do que cinco (5), o que
significa que o composto € mais hidrofilico e ndo violou tal critério da regra de Lipinski.

2) Peso Molecular (PM) < 500 Da (Dalton): o antibidtico possui peso molecular maior do que
500 Da, portanto representa violagao a regra de Lipinski. Além disso, tal parametro esta
associado a capacidade de absor¢do e permeagdo pelas membranas bioldgicas. Logo, a
absorc¢do, a permeabilidade e a biodisponibilidade diminuem com o aumento da massa
molecular.

3) Sitios Doadores de Ligacdes de Hidrogénio (SDLH) < 5: o antibiotico possui valor menor
do que cinco (5), portanto ndo violou a Regra de Lipinski.

4) Sitios Aceptores de Ligagdes de Hidrogénio (SALH) < 10: o antibiotico possui valor maior
do que dez (10), portanto representa violacdo a regra de Lipinski. Essa caracteristica, ¢
extremamente importante para avalicdo da atividade biologica do farmaco e xenobidticos,
pois muitas interagcdes intermoleculares envolvem ligacdo de hidrogénio. Logo, ¢
desfavoréavel para uma substancia realizar muitas ligagoes de hidrogénio, uma vez que isso
afetaria inversamente o grau de permeabilidade e também a absor¢ao (BARBOSA, 2020).

5) Area Topolégica Superficial Polar (TPSA) < 140 A2: descritor relacionado como a soma das
superficies polares dos atomos ligados aos hidrogénios na molécula (geralmente fluor,
oxigénio e nitrogénio). O antibidtico em estudo possui valor TPSA superior a 140 A2,
portanto, como esse ¢ um descritor fisico-quimico relacionado a ligacdo de hidrogénio,
valores altos de TPSA (> 140 A?) sdo indicativos de redugdo da permeabilidade e da
biodisponibilidade. Além disso, tal resultado expressa também, violacdo da regra de
Lipinski (MOTTA et al., 2023), (ARAUJO et al., 2022).

Levando em consideragdo os resultados apresentados na Tabela 3, nota-se que ocorreram 3
violagdes de descritores moleculares quanto a Regra de Lipinski, ou seja, a molécula do antibidtico
Cefquinoma ndo apresenta uma boa biodisponibilidade oral humana.

Cabe ressaltar, que em complementacdo as propriedades discutidas por Lipinski, outros
parametros foram avaliados para predizer a biodisponibilidade oral humana. A Regra de Veber, esta
relacionada com a flexibilidade molecular, determinado através do numero de ligagdes rotacionaveis
(NLR) (VEBER et al., 2002), (CEZARIO et al., 2022), (MOTTA et al., 2023). Logo, quanto maior a
flexibilidade da molécula, menor serda a probabilidade da estrutura quimica apresentar

biodisponibilidade oral humana (RODRIGUES et al., 2021).

6.4 AVALIACAO DO PERFIL FARMACOCINETICO IN SILICO (ADME IN SILICO).
De forma analoga, a partir da plataforma de banco de dados on-line chinesa admetSAR® versao

2.0 (http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/), realizou-se o estudo ADME in silico para avaliar os
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parametros farmacocinéticos in silico humano, através das varidveis Taxa de Absor¢do Intestinal
Humana (HIA), Permeabilidade pela Barreira Hematoencefalica (BBB), Permeabilidade pelas células

epiteliais Caco-2, Inibicao da glicoproteina P e Distribuicdo celular do antibidtico no organismo

humano, conforme resultados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Avaliacdo do perfil Farmacocinético in silico Humano (ADME in silico)
BBB HIA Distribuicao Glicoproteina P Caco-2

Q P Q P Q P Q P Q P

N 95% N 85% Mitocond. 59% N 74% N | 88,8%

Fonte: Préprio autor, (2024) - Plataforma admetSAR® Versdo. 2.0.
Q — Qualitativo: (Negativo: N), (Positivo: P); P: Probabilidade

A anélise da tabela 4 indica que o antibidtico apresenta baixa taxa de absorcao intestinal (15%),
visto que a avaliagdo do descritor molecular HIA leva em considerag@o os seguintes pardmetros para
absor¢ao intestinal como referencial:

1) 0 a20% baixa taxa de absor¢éo;

2) 20 a 70% taxa de absor¢do moderada;

3) 70a100% elevada taxa de absorcao.

Mesmo que a taxa de absorc¢do intestinal seja baixa, ainda é possivel detectar o0 antibi6tico no
plasma sanguineo, pois ocorre absorcédo intestinal (YAKAIAH et al., 2015). Nota-se também que o
antibidtico Cefquinoma néo é permeéavel via barreira hematoencefalica (95%), ou seja, o farmaco ndo
possui impacto no Sistema Nervoso Central.

Avaliou-se também a propriedade molecular glicoproteina P por ser um descritor seletivo
quanto a entrada de xenobidticos nos tecidos. A glicoproteina P (presente nas cé€lulas epiteliais) possui
fun¢do primordial na excrecdo e consequentemente reduz a biodisponibilidade absoluta do antibidtico.
A glicoproteina P presente nos endotélios dos capilares dos vasos cerebrais atua como “mecanismo de
defesa”, pois apresenta capacidade de retorno ao sangue de substancias quimicas xenobidticas e que
eventualmente poderiam atravessar a barreira hematoencefalica (GOLAN et al., 2014). No que diz
respeito a sua distribuicdo, pode-se afirmar que o antibidtico possui como alvo celular a mitocondria,
ou seja, organela responsavel pela respiragdo celular.

A partir da plataforma de banco de dados on-line chinesa admetSAR® versdo 2.0
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), realizou-se o estudo ADME in silico para predizer a inibi¢ao
das isoenzimas hepaticas do complexo citocromo P450 (CYP450) no processo de Metabolizacao

Hepatica (Biotransformagao Hepatica) do antibidtico Cefquinoma.
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A andlise da tabela 5 indica a predi¢ao inibitoria das isoenzimas do complexo citocromo P450
pelo antibiodtico. Observa-se que o farmaco ndo inibe as isoenzimas hepaticas, ou seja, o antibidtico
ndo interfere na metabolizacdo hepatica (biotransformacao), facilitando a eliminacao de moléculas
xenobioticas e lipofilicas do organismo humano, nao resultando efeitos adversos em termos hepaticos

(figado).

Tabela 5: Avaliacéo do Perfil Farmacocinético in silico Humano (ADME in silico) inibitério das isoenzimas do complexo
citocromo P450 (CYP450)

CYP4503A4 CYP4502C9 CYP2CI19 CYP4502D6 CYP4501A2
I P I P I P I P I P
N 50% N 69,1% N 63,3% N 85,9% N | 67,2%

Fonte: Proprio autor, (2024) - Plataforma admetSAR® Verséo. 2.0.
Q — Qualitativo: (Negativo: N), (Positivo: P); P: Probabilidade
I: Inibicdo — (Negativo), + (Positivo); P — Probabilidade

Além dos descritores moleculares apresentados nas tabelas 3 e 4, realizou-se também um
estudo farmacocinético in silico avangado, com auxilio da plataforma on-line internacional suica
SwissADME® (http://www.swissadme.ch), objetivando validar os descritores moleculares obtidos
pela plataforma on-line chinesa admetSAR® versdo 2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/). Os
descritores moleculares obtidos com auxilio da plataforma on-line suica SwissADME®
(http://www.swissadme.ch) foram: Taxa de Absor¢ao Intestinal (Absor¢cdo GI), Passagem pela Barreira
Hematoencefalica (Permeagcdao BBB), Inibi¢do da glicoproteina P (P-gp) e inibi¢do das isoenzimas
hepaticas do complexo citocromo P450 (Inibidor CYP1A2, Inibidor CYP2C19, Inibidor CYP2C9,
Inibidor CYP2D6, Inibidor CYP3A4), conforme apresentado na Tabela 6.

A partir da andlise dos resultados apresentados na tabela acima, ¢ possivel inferir que o
antibidtico Cefquinoma ndo viola nenhum dos pardmetros determinados com auxilio da plataforma
on-line suica SwWissADME® (http://www.swissadme.ch). Logo, revelou também que o firmaco em
estudo ndo ¢ permedvel pela barreira hematoencefalica (BBB), ocorre baixa absor¢do gastrointestinal
e ndo inibe a glicoproteina P (P-gp). Cabe ressaltar que, nas células epiteliais colunares do trato
gastrointestinal inferior encontra-se a maior fragdo de glicoproteina P no organismo humano. A P-gp
também estd correlacionada com a excre¢do do farmaco para o interior do limen do trato
gastrointestinal. Além disso, ela também estd localizada nas células endoteliais da barreira
hematoencefalica (BBB), exercendo fung¢do protetora e de auxilio no transporte de substancias por via
transepitelial ou transendotelial das células epiteliais e das células endoteliais dos capilares dos vasos

sanguineos da barreira hematoencefalica (ARAUJO, 2015).
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Tabela 6: Avaliacdo do Perfil Farmacocinético in silico Humano (ADME in silico)

Absorcao GI Baixa

Permeagdo BBB N3o
P-gp Néo
Inibidor CYP1A2 Né&o
Inibidor CYP2C19 Néo
Inibidor CYP2C9 Né&o
inibidor CYP2D6 Néo
Inibidor CYP3A4 Néo

Fonte: Proprio autor, (2024) - Plataforma SwissADME®.

A andlise da Tabela 6 indica também que o antibidtico Cefquinoma nao inibe nenhuma das
isoenzimas que integram o complexo citocromo P450 (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2EI e CYP3A4). As enzimas hepaticas do complexo citocromo P450, s3o as que contribuem com
maior frequéncia e de forma significativa no metabolismo da maioria dos medicamentos (BRAZ et al.,

2018).

6.5 AVALIACAO DO PERFIL TOXICOLOGICO IN SILICO HUMANO

A partir da plataforma de banco de dados on-line chinesa admetSAR® versdo 2.0
(http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/), realizou-se o estudo toxicolégico in silico humano com
objetivo de avaliar os parametros de toxicidade do antibidtico Cefquinoma levando em consideragao
os trés testes primordiais: teste de mutagenicidade (teste de Ames - T: toxico; NT: ndo toxico ), teste
de carcinogenicidade (C: em carcinogénico; NC: ndo carcinogénico) e teste da toxicidade oral aguda
para classificagdo em categorias (I, II, III e IV).

Ao avaliar o perfil de toxicidade humana, a Tabela 7 indica que o antibidtico ndo possui
toxicidade levando em consideragdo o Teste de AMES (mutagenicidade), ndo € carcinogénico e quanto
a toxicidade oral aguda enquadra-se na categoria III (baixa toxicidade).

O teste de AMES ¢ um ensaio que identifica se determinada substancia quimica € capaz de
causar substitui¢do dos pares de bases nitrogenadas, ou seja, avalia a capacidade mutagénica do
antibidtico. Logo, ¢ um parametro de extrema importancia para ser investigado, a fim de avaliar a
seguranca de seu uso (GONCALVES et al., 2016).

O teste de toxicidade oral aguda classifica os compostos quimicos levando em consideragao
as quatro categorias da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos Estados Unidos, classificando-os de
acordo com o seu valor de DLso (conhecida como a dose letal mediana). Portanto, compostos da
categoria I possuem valores de DLso inferior ou igual a 50 mg/kg. Na categoria I, os compostos
possuem valores de DLso superiores a 50 mg/kg e inferior a 500 mg/kg. A categoria III inclui os

compostos com valores de DLso superiores a 500 mg/kg e inferiores a 5000 mg/kg. Na categoria [V
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aos compostos possuem valores de DLso superiores a 5000 mg/kg (PALMEIRA et al., 2018). Por fim,
para agentes cancerigenos (carcinogenicidade), o teste indicou que a molécula do antibiotico nao

apresenta efeitos carcinogénicos de modo sistémico.

Tabela 7: Avaliacdo do Perfil Toxicolégico in silico Humano

Teste de AMES Toxicidade Oral Aguda Carcinogénico
Q P C P Q P
NT 59,0% 1] 51,0% NC 83,0%

Fonte Proprio autor, (2024) — Plataforma admetSAR® Versao. 2.0.
Q: Qualitativo; P: Probabilidade; C: Categoria

Para complementar o estudo do perfil toxicologico in silico humano, além dos trés descritores
moleculares  obtidos na  plataforma  on-line  chinesa  admetSAR®  versio 2.0
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), determinou-se também outros parametros moleculares
avancados utilizando a mesma plataforma internacional de banco de dados on-line. Os parametros
determinados para uma avaliagdo mais robusta do perfil de toxicidade humana foram: corrosao ocular,
irritabilidade nos olhos, hepatotoxicidade (toxicidade no figado), sensibilidade dermal (toxicidade para
a pele), toxicidade respiratoria (toxicidade para vias aéreas e pulmonar), toxicidade reprodutiva
(toxicidade em gonadas), nefrotoxicidade (toxicidade renal) e toxicidade mitocondrial (toxicidade para
a mitocondria: organela funcional da respiracdo celular).

Os parametros moleculares utilizados para avaliar o perfil de toxicidade humana avangada
estdo apresentados na Tabela 8. A andlise da Tabela 8 mostra que o antibiotico Cefquinoma possui
perfil positivo para quatro pardmetros toxicologicos: Toxicidade Respiratoria, Toxidade Reprodutiva,
Toxicidade Mitocondrial e Nefrotoxicidade. Os parametros avaliados sdo de extrema relevancia em

termos fisiopatoldgicos para o funcionamento adequado do organismo humano.

Tabela 8: Avalia¢do do Perfil Toxicoldgico in silico Humano Avancada

Parametros Toxicologicos Q Probabilidade (%)

Corrosao Ocular N 0,9847
Irritabilidade Ocular N 0,9599
Hepatotoxicidade N 0,6066
Sensibilidade para pele N 0,8345
Toxicidade Respiratoria P 0,9778
Toxicidade Reprodutiva P 0,8667
Toxicidade Mitocondrial P 0,9750
Nefrotoxicidade P 0,5491

Fonte Proprio autor, (2024) — Plataforma admetSAR® Versdo. 2.0.
Q: Qualitativo; P: Positivo; N: Negativo
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A toxicidade de uma substincia quimica refere-se a sua capacidade de causar algum dano
negativo a um determinado 6rgdo, bem como alterar processos bioquimicos e sistemas enzimaticos.
Dessa forma, a toxicidade respiratoria, diz respeito a presenga de substancias que afetem o trato
respiratorio. Enquanto a toxicologia reprodutiva, avalia os danos causados sobre o desempenho sexual
e fertilidade em consequéncia da exposi¢do a determinadas substancias (FRIEDRICH et al., 2015).

Outro importante parametro refere-se a toxicidade mitocondrial. A mitocdndria corresponde a
uma estrutura intracelular (organela) responsavel pela conversao da energia proveniente dos alimentos
em uma outra energia com valor agregado e transportavel as células e tecidos, por intermédio da
molécula adenosina-trifosfato (ATP). Em funcdo disso, as mitocondrias, que sao consideradas como
fonte primaria de ATP, sdo essenciais para a manuten¢ao e vida das células eucaridticas. Por apresentar
tais funcionalidades, a toxicidade mitocondrial induzida por xenobidtico, estd sendo
abordada/pesquisada na industria farmacéutica (PEREIRA et al., 2012).

Finalmente, no que diz respeito a nefrotoxicidade, a incidéncia desta, varia de acordo com as
funcionalidades empregadas e caracteristicas cinéticas dos medicamentos. Nesse sentido,
medicamentos mais comumente relacionados a nefrotoxicidade sdao antibidticos, imunossupressores,
agentes antivirais, anti-inflamatérios, entre outros. O tecido renal ¢ vulneravel devido a alguns fatores,
visto ser responsavel em receber 25% do débito cardiaco, expondo as diferentes células renais ao fluxo
plasmatico. Além disso, a taxa de circulagdo dos medicamentos no rim ¢ muito maior do que nos
demais tecidos e os farmacos ligados as proteinas também sdo liberados nos rins (MARTINS;

IBRAHIM, 2022).

6.6 AVALIACAO DO PERFIL AMBIENTAL IN SILICO AVANCADA

A avaliagdo toxicoldgica in silico ambiental mais robusta foi realizada com auxilio do
programa computacional EPI Suite™ versdo 4.1. O EPI (Estimation Programs Interface) Suite™ ¢
um programa em Windows® que prediz propriedades fisico-quimicas e ambientais desenvolvido pela
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) e pela Syracuse Research Corp (SRC) (EPI Suite™, 2023).
Baseado nos dados determinados no programa, foi possivel realizar a predicdo da toxicoldgica

ambiental mais avancada do antibiotico Cefquinoma, conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: Avaliacdo do Perfil Toxicolégico in silico Ambiental Avancado

Descritores Moleculares Porcentagem (%)
Biodegradagio Aquatica Nao
Remocgio Total 1.89 %
Biodegradagio Total 0.09 %
Adsorgio Total do Lodo 1.80 %
Remocao Total do Ar 0.00 %

Fonte: Proprio autor, (2023) — Programa EPI Suite™ versao 4.1.
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Os descritores moleculares apresentados na tabela 9, previsdo da biodegradabilidade aquética,
remocdo total, biodegradacdo total, adsorcdo total de lodo e remocéo total do ar sdo pardmetros
essenciais na avaliagdo do comportamento ambiental de substancias quimicas. De acordo, com 0s
dados obtidos computacionalmente, é possivel avaliar que o antibidtico Cefquinoma nédo sofre
biodegradagdo ambiental, uma vez que a sua remocao total é de apenas 1,89%, corroborando com a
avaliacdo toxicoldgica in silico ambiental realizada com auxilio da plataforma on-line chinesa
admetSAR® verséo 2.0.

A previsdo de biodegradabilidade caracteriza se o antibidtico sofrerd decomposi¢ao natural e a
sua remog¢ao total ambiental, que reflete na eficiéncia dos processos de tratamento com intuito de
eliminar os residuos do antibidtico do meio ambiente e a biodegradagdo total indica a completa
transformagdo do antibidtico através de processos bioldgicos em outros produtos inofensivos.

O programa computacional EPI Suite™, prevé a remog¢ao de um determinado produto quimico
numa tipica estagdo de tratamento de esgoto a base de lodo ativado. Para tal, sdo fornecidos os valores
de remocao total e trés processos que podem contribuir para a remogao: biodegradacao total, adsor¢ao
do lodo ¢ remocgao do ar.

Nota-se que no tratamento, o antibiotico Cefquinoma ¢ removido do lodo numa taxa de apenas
1,80%. A adsorcdo total do lodo destaca a afinidade de um composto com as particulas do lodo,
influenciando na sua mobilidade e potencial impacto nos ecossistemas aquaticos. Por fim, a avaliagdo
da remocao total do ar € nula (0%), aborda a dispersao e o destino de substancias quimicas no ar, sendo
crucial na compreensao dos potenciais efeitos atmosféricos. Por meio dos resultados apresentados,
infere-se que o mesmo ¢ bastante inerte e acumulativo e a consideracdo conjunta dessas propriedades,
fornece uma visao abrangente da interagcao do antibidtico em estudo com o meio ambiente, auxiliando

no processo de gestdo sustentavel.

7 CONCLUSAO

O antibidtico Cefquinoma foi escolhido como objeto de pesquisa por ser um antimicrobiano
veterinario no qual pouco se sabe a respeito da sua toxicidade ambiental, humana e farmacocinética
humana. Nesta pesquisa utilizou-se metodologias in silico com intuito de predizer descritores
moleculares para o antibiotico Cefquinoma.

O estudo toxicoldgico in silico ambiental revelou que o antibidtico veterindrio ndo possui
toxicidade para abelhas e crustdceos, porém apresenta toxicidade para peixes e a sua estrutura quimica
ndo sofre biodegradacdo ambiental. Portanto, além de contaminar o meio aqudtico e os peixes, a
estrutura quimica do antibidtico permanece inalterada no meio ambiente por nao sofrer biodegradagao
ambiental apresentando uma taxa de remocao total de apenas 1,89%, resultando em contaminagdo da

cadeia alimentar e do ser humano por intermédio da alimentagao.
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O estudo ADME in silico indicou que o antibidtico ndo possui boa predi¢do quanto a
biodisponibilidade via oral humana, possui baixa taxa de absor¢do intestinal, ndo apresenta
permeabilidade pela barreira hematoencefalica e ndo inibe a glicoproteina P. O estudo farmacocinético
in silico ainda revelou que o antibidtico ndo inibe as isoenzimas hepaticas do complexo citocromo
P450, ou seja, nao havera alteragdo bioquimica no processo de metabolizagdo no figado, o que facilita
a excre¢ao de compostos xenobidticos e/ou lipofilicos do organismo humano.

Inicialmente, o estudo toxicologico in silico humano indicou dados promissores, visto que, o
antibiotico ndo possui toxicidade mutagénica no que tange ao teste de AMES, ndo apresenta
carcinogenicidade e quanto a toxicidade oral aguda se enquadra na categoria III, ou seja, apresenta
baixa toxicidade. Porém, um estudo toxicologico in silico humano mais robusto revelou que o
antibiotico veterinario apresenta toxicidade respiratoria, toxidade reprodutiva, toxicidade mitocondrial
e nefrotoxicidade. Em fun¢do da presente pesquisa, foi possivel avaliar a toxicidade ambiental e
humana, a biodisponibilidade oral humana e avaliar descritores farmacocinéticos em humanos do

antibiotico Cefquinoma.
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