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Resumo

As ferramentas computacionais constituem importante meio para auxiliar o entendimento de
conceitos na disciplina de Quimica Medicinal. Neste trabalho mostra-se um roteiro de aula pratica
realizada dentro desta disciplina utilizando quatro farmacos com diferentes tempos de mercado e
um programa gratuito de avaliacdo toxicolégica dos riscos mutagénico e tumorigénico, efeitos
irritantes e sobre o sistema reprodutivo de compostos quimicos. O objetivo foi apresentar aos alunos
esta metodologia in silico atual, discutir conceitos toxicolégicos com base nos resultados obtidos e
analisar a importancia dos estudos toxicolégicos na area farmacéutica. Os fundamentos da matéria
foram contextualizados e a nova abordagem mostrou-se uma ferramenta importante no processo
ensino-aprendizagem.

Palavras-chave: Quimica medicinal, Ensino, Biologia computacional, Propriedades toxicolégicas.

Abstract

The computational tools are important to help the understanding of concepts in the medicinal
chemistry discipline. This work shows a guide of practical lesson within this discipline using four
drugs with different market time and a free program of toxicological evaluation of mutagenic and
tumorigenic risks, irritant and reproductive effects of chemical compounds. The objective was to
introduce students to the current in silico methodology, to discuss toxicological concepts based on
the results and to analyze the importance of toxicological studies in the pharmaceutical area. The
fundamentals of the discipline were contextualized and the new approach proved to be an important
tool in the teaching-learning process.

Keywords: Medicinal chemistry, Education, Computational biology, Toxicological properties.

Introducéao transformacfes e melhorias vem marcando a
area de Q.M. nos udltimos anos, é importante

Novas estratégias vem sendo que os alunos de Graduacdo sejam inseridos
incorporadas as aulas praticas de Quimica nessas novas abordagens da area, com 0O USO
Medicinal (Q.M.) com o objetivo de melhorar o de recursos tecnolégicos necessarios e
processo de ensino-aprendizagem, tendo em fundamentais. O uso de métodos e
vista a importancia desta disciplina do metodologias de modelagem molecular é um

curriculo farmacéutico. Posto que indmeras
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exemplo de inovacado incorporada as aulas
praticas da disciplina (XIE, 2002).

No conteldo das aulas de Quimica
Medicinal sdo abordados tépicos que envolvem
as fases farmacéutica, farmacocinética e
farmacodinamica. A fase farmacéutica
relaciona-se a via de administracdo dos
farmacos (enteral ou parenteral) e a forma
farmacéutica (comprimido, solucdo, etc). A
fase farmacocinética diz respeito a quatro
etapas: Absorcado, Distribuicdo, Metabolismo e
Excrecdo (ADME). Também vem sendo
incorporado ao estudo da fase farmacocinética
a avaliacao toxicologica de candidatos a novos
farmacos, acrescentando a sigla ADME o
acronimo Tox, resultando no estudo “ADME-
Tox”. E a fase farmacodinamica relaciona-se a
interacdo farmaco-macromolécula, quando se
trata de um farmaco estruturalmente
especifico (THOMAS, 2003; KOROLKOVAS &

BURCKHALTER, 1988).

Quando a fase farmacocinética &
abordada em sala de aula discute-se sobre a
importancia dos estudos toxicolégicos com
candidatos a farmacos, enfocando os aspectos
mutagénico, teratogénico, efeitos irritantes,
carcinogenicidade, entre outros, dando
definicdes e exemplos. O potencial mutagénico
esta relacionado ao risco do composto de
interagir com o DNA causando mutacdes que
podem ser transmitidas aos descendentes; os
potenciais tumorigénico, irritante e sobre a
reproducdo relacionam-se, respectivamente,
ao risco de causar tumores, de ser irritante ao
organismo humano e de ser teratogénico,
causando defeitos fisicos em fetos, ou atuar
sobre o0 sistema reprodutivo em geral
(KLAASSEN, 2006).

Um exemplo muito divulgado e difundido
na literatura cientifica e em salas de aula é o
da talidomida, farmaco com alto potencial
teratogénico que causou deformacdes
grotescas em milhares de criancas nas
décadas de 1960, 70 e 80. O desastre com a
talidomida serviu como exemplo para
avaliagbes cada vez mais rigorosas de
candidatos a farmacos por parte da indudstria
farmacéutica e de centros que desenvolvem
farmacos (THOMAS, 2003; KOROLKOVAS &
BURCKHALTER, 1988).

Atualmente, para auxiliar a avaliacdo
toxicolégica de candidatos a farmacos, a
indlstria farmacéutica e centros de pesquisa
no mundo inteiro realizam  screening
(avaliacdo) de seus compostos in silico, ou
seja, com a ajuda do computador. Uma vez

que o planejamento de um novo farmaco
seguido dos testes necessarios a sua liberagcao
comercial consome investimentos em Pesquisa
e Desenvolvimento (P&D) da ordem de
milhdes de ddlares e décadas de trabalho de
uma equipe multidisciplinar, para otimizar
tempo e custos novas ferramentas vem sendo
introduzidas nesse processo de avaliacdo de
um candidato a farmaco (TETKO et al, 2006).
O uso de inovagbes cientificas e tecnoldgicas,
combinando conhecimentos multidisciplinares
de informatica, biotecnologia, quimica e
biologia, traduz-se em um planejamento mais
seguro e efetivo de um novo farmaco, o que é
incentivado e apoiado pela agéncia regulatoria
de farmacos e alimentos norte-americana
(Food and Drug Administration, FDA)
(VALERIO, 2009).

Seguindo esse contexto, um dos
principais desafios para o desenvolvimento de
farmacos é a avaliacdo de sua toxicidade em
seres humanos (DREWS, 2003). Atualmente,
métodos  toxicoldgicos in  silico estédo
demonstrando enorme utilidade na producéao
de informacédo para a industria farmacéutica e
grupos de pesquisa em Universidades no
estagio de planejamento de farmacos,
ajudando a identificar em fase pré-clinica
compostos com baixo potencial toxicoldgico
(VALERIO, 2009; SNYDER, 2009; FDA/CDER,
2008; MUSTER et al, 2008). Bons artigos de
revisdo publicados por especialistas na area
descrevem programas especificos para isso
(KAVLOCK et al, 2008; MUSTER et al, 2008).

O termo “toxicidade in silico” refere-se a
experimentos computacionais, célculos
matematicos ou andlise cientifica de dados de
substancias quimicas através de ferramentas
computacionais que o0s analise e faca a
predicdo da uma possivel atividade
toxicoldgica. A agéncia de protecdo ambiental
dos Estados Unidos da América
(Environmental Protection Agency, EPA) define
toxicidade in silico como “a integracdo da
computacdo e tecnologia da informacdo com
biologia molecular para melhorar a priorizacao
de requerimentos e predizer o potencial de
risco de compostos quimicos" (KAVLOCK et al,
2008).

Neste trabalho reporta-se uma aula
pratica computacional na disciplina de Q.M.
mostrando as bases e a utilizacdo do uso do
aplicativo web Osiris para predicdo in silico da
toxicidade de farmacos (Osiris®, Actelion
Pharmaceutical Ltd.). O objetivo especifico da
aula foi apresentar aos alunos esta ferramenta
computacional disponivel na web, de uso
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gratuito, uma vez que na aula tedrica da
disciplina é abordado que as tecnologias atuais
in silico vem se tornando ferramentas
importantes no processo de planejamento de
farmacos (drug design). Nesse sentido, as
aulas tornam-se mais atrativas e os conteudos
sdo mais facilmente absorvidos quando eles
podem realizar na pratica esse processo.

E valido ressaltar que o Osiris® vem
sendo usado por alguns grupos de pesquisas
na avaliacdo in silico de potenciais efeitos
téxicos de candidatos a farmacos
(ANDRIGHETTI-FROHNER et al, 2009; SILVA
et al, 2009).

Materiais e Métodos

Escolha dos farmacos para a avaliacao de
propriedades toxicoldgicas in silico
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Para a pratica de avaliacdo da toxicidade
in silico foram escolhidos os farmacos
raltegravir (Isentress®, Merck), atorvastatina
(Lipitor®, Pfizer), nifurtimox (Lampit®, Bayer)
e benznidazol (Rochagan®, Hoffman-La Roche)
(Figura 1). Foram escolhidos poucos farmacos
porque o objetivo da aula era tdo somente
apresentar esta nova e atual ferramenta aos
alunos e suscitar uma discussdo breve sobre
os parametros a que temos acesso no Osiris®.

A escolha baseou-se no tempo de
lancamento dos farmacos para uma posterior
discussdo sobre as exigéncias atuais na area
de avaliacdo toxicolégica. O raltegravir € o
farmaco mais novo, seguido da atorvastatina,
nifurtimox e benznidazol.

Antes de desenha-los no Osiris, o0s
alunos procurariam as estruturas quimicas dos
farmacos no site do Banco de Dados de
Farmacos, DrugBank (www.drugbank.ca).
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Figura 1. Estruturas quimicas dos farmacos escolhidos para avaliacdo do risco toxicolégico in silico.

Critério de avaliagcdo toxicolégica do
Osiris®

Quando se desenha uma estrutura
quimica no Osiris® o algoritmo preditivo do
programa avalia o potencial risco toxicoldgico
da entidade quimica. Essa predicdo baseia-se
na comparacao do conjunto de fragmentos
estruturais que a estrutura possui com o
conjunto de fragmentos do “Registo de Efeitos
Toxicos de Substancias Quimicas” (Registry of
Toxic Effects of Chemical Substances, RTECS)

do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(Center for Disease Control and Prevention,
CDO), érgao norte-americano
(http://www.cdc.gov/), e com mais de 3 mil
farmacos comerciais. Assumindo-se que
farmacos comerciais sdo em sua maior parte
isentos de efeitos téxicos, um fragmento é
considerado de risco se ele ocorrer na lista do
RTECS e n&o ocorrer ou ocorrer raramente nos
farmacos comerciais do banco de dados. Da
colecdo de compostos do RTECS, 7504 tem
propriedades mutagénicas, 2841 apresentam
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propriedades tumorigénicas, 2372 apresentam
efeitos irritantes e 3570 possuem efeitos sobre
0 sistema reprodutivo (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/tox.html).

As predi¢cdes sao registradas através de
um coédigo de cores que indica o grau dos
efeitos. Composto com alto risco de
mutagenicidade, por exemplo, é avaliado na
cor vermelha, enquanto que a cor verde
registra um composto isento de efeito toxico;
a cor amarela indica um alerta para
determinada propriedade. Estes alertas sao
uma indicacdo de que o composto pode ser
perigoso no que diz respeito a categoria
especificada. Entretanto, alertas de risco nao
objetivam ser uma predicdo de certeza de
toxicidade, como ¢é especificado no proéprio
site. Nem deve ser concluido pela auséncia de
risco mostrada pelo programa que aquela
substancia é isenta de qualquer efeito téxico.

Resultados e Discussao

O primeiro farmaco avaliado foi o
raltegravir, um farmaco recente aprovado pelo
FDA para tratamento da infec¢do pelo virus da
imunodeficiéncia humana (Human
Immunodeficiency Virus, HIV) e que tem como
alvo a enzima integrase do HIV-1. O
raltegravir € exemplo de farmaco planejado
baseado na estrutura do receptor (Receptor-
Based Drug Design, RBDD), com o auxilio de
técnicas computacionais (Computer-Aided
Drug Design, CADD).

Os alunos procuraram a estrutura do
raltegravir no DrugBank, desenharam a
estrutura no servidor web Osiris® e
constataram que ele ndo apresenta nenhum
efeito téxico no que diz respeito a
mutagenicidade, tumorigenicidade, efeitos
irritantes ou sobre a reproducao, pois todos os
circulos estavam verdes (Figura 2). No
entanto, foi discutido com eles que a despeito
desses efeitos avaliados pelo programa, outros
efeitos adversos podem ocorrer com O
farmaco, que ja esta em avaliagdo em fase
clinica IV.

Toxicity Risks

S ) mutagenic
(Y= ) wmarigenic
zrig ) imitant
i~ g
N 0
;s ‘S - - OH F

7 H H
oo (/<O | N%%N | NV©/
][]
Ty 0
C|5i
N|P
o|s
F|Cl
Br| 1 (o
Hiz C_;'I'EUON

Actelion Property

ctallon:com)

Figura 2. Avaliacado toxicologica in silico do farmaco raltegravir pelo Osiris.

O segundo farmaco avaliado foi a
atorvastatina, da classe das estatinas, um
blockbuster inibidor da hidroxi-metil-glutaril
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase),
enzima importante na via de biossintese do
colesterol humano. A atorvastatina também é
exemplo de farmaco planejado por uma

equipe multidisciplinar de quimicos medicinais.

Assim como para o raltegravir, a
atorvastatina também ndo demonstrou
nenhum risco toéxico in silico no que diz
respeito as caracteristicas levadas em conta
pelo programa (Figura 3).

Desde que foi lancada no mercado, ja ha
diversos estudos mostrando que esta classe
de inibidores da HMG-CoA possui um efeito
adverso comum, a rabdomidlise. Dessa forma,
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ja ha pesquisas envolvendo inibidores para
outras enzimas responsaveis pela biossintese
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do colesterol, que apresentem menores efeitos
adversos.
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Figura 3. Avaliagéo toxicoldgica in silico do farmaco atorvastatina pelo Osiris.

Os dois ultimos farmacos a serem
avaliados foram o benznidazol e o nifurtimox,
ambos farmacos antigos, com sérios efeitos
indesejados ao paciente, e mecanismos de
acdo ainda discutidos na literatura cientifica,
usados no tratamento da doenca de Chagas
desde a década de 1960.

A avaliacdo in silico mostrou efeitos
mutagénico e sobre o sistema reprodutor para
o0 benznidazol e o nifurtimox, e este ultimo
apresentou também efeito tumorigénico
(Figura 4). Os alunos foram estimulados a
procurar no PubMed por que eles
apresentavam estes efeitos e encontraram
apés uma rapida pesquisa bibliografica
indicacdes do potencial toxico do grupo nitro
(-NO,) que encontra-se presente nos dois
farmacos; no benznidazol ele esta ligado ao

anel imidazol e no nifurtimox ao anel furano.
de Mecca e cols. em 2002 publicaram um
trabalho em que encontraram evidéncias in
vitro de que o nifurtimox era biotransformado
gerando ions nitrito e outros metabdlitos
reativos com potencial efeito tumorigénico.
latropoulos e cols. em 2006 mostraram
experimentalmente a toxicidade crbénica e

carcinogenicidade do nifurtimox em
camundongos.
De fato, em farmacos recentes

aprovados pelo FDA para diversas aplicacdes
clinicas, h& bastante tempo ndo se Vé
presente o grupo quimico nitro (HUGHES,
2010; HUGHES, 2009; HUGHES, 2008), o que
sugere que suas propriedades quimicas
estejam sendo substituidas por outros grupos
funcionais, com menores riscos toxicos.
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Figura 4. Avaliacdo toxicoldgica in silico dos farmacos benznidazol (a) e nifurtimox (b) pelo Osiris.

Ao aproveitar o ensejo da aula préatica
mostrando o potencial téxico desses farmacos
foi ressaltada a necessidade de pesquisas na
area de farmacos contra a doenca de Chagas e
contra as doencas negligenciadas em geral,
como a doenca do sono, a leishmaniose, a
malaria, a esquistossomose, entre outras. A
industria ndo considera estas patologias em
suas pesquisas de primeira linha porque sao
doencas que afligem principalmente paises em

desenvolvimento (e.g. Brasil, Venezuela,
Colémbia) ou subdesenvolvidos (e.g. paises da
Africa), portanto ndo gerardo renda suficiente
para justificar o investimento.

Conclusodes
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A aula pratica computacional utilizando o
Osiris® foi muito atraente para os alunos, que
desenvolveram as atividades com
desenvoltura e sedimentaram melhor o
conhecimento adquirido na aula tedrica da
disciplina. Os relatérios entregues mostraram
boa sedimentacdo do conhecimento e
amadurecimento sobre o tema da aula. Na
avaliacdo interna informal sobre a préatica,
todos os alunos disseram que a utilizacdo
dessa ferramenta contribuiu para seu
entendimento acerca da matéria e que 0 uso
de ferramentas computacionais deveria ser
incorporado a outras disciplinas. Certamente a

maior nUmero de compostos e que apresente
diversidade estrutural. Além do Osiris®, os
alunos aprenderam a procurar informacdes
confiaveis sobre farmacos no DrugBank, ao
invés de fazerem pesquisas de estruturas
muitas vezes erroneas.

E importante salientar que as predicdes
in silico ndo substituem nem desqualificam
testes experimentais. O objetivo daqueles é
trabalhar em parceria com estes. Ensaios de
toxicidade experimentais, in vitro e in vivo,
sdo de importancia impar para a avaliacdo de
um novo farmaco, sendo, portanto,

aula contribuiu para uma melhor relacéo indispensaveis.

ensino-aprendizagem. 3 L
H& outros programas de avaliacdo de

Foi observado que o programa apresenta toxicidade in SiIiCO, e.g. ADC/Tox Suite, da
vantagens e desvantagens. A maior vantagem empresa ACD-Labs, porém sdo programas
que eles puderam perceber é de poder realizar pagos.
sem nenhum custo monetario uma avaliacao
prévia de um candidato a farmaco, antes
mesmo de sua sintese. A desvantagem
relatada por eles foi que se um fragmento
potencialmente téxico ndo estiver presente no A
banco de dados do programa, ele ndo podera
ser predito. Logo, perceberam que ¢€
importante ter um banco de dados com o
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