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RESUMO: A modelagem molecular é uma importante ferramenta para auxiliar o entendimento de
conceitos fundamentais de relacdes estrutura-atividade e mecanismo de acdo de farmacos na
disciplina de Quimica Farmacéutica (QF). As propriedades fisico-quimicas, bem como a visualizacao
tridimensional das propriedades esteroeletronicas moleculares e elucidacdo da interacdo entre
farmacos e macromoléculas-alvo podem ser calculadas e/ou sugeridas por programas de
modelagem molecular. Assim sendo, no presente trabalho foi realizada uma abordagem préatica na
disciplina de QF utilizando as ferramentas da modelagem molecular, visando o melhor entendimento
dos alunos no planejamento de farmacos e nas relagbes entre estrutura quimica e atividade
bioldgica. Os conceitos estudados foram relacionados a propriedades estruturais e eletrénicas que
estdo envolvidas nos mecanismos de acdo de substéncias biologicamente ativas. Desta maneira,
foram contextualizados os fundamentos de QF, de maneira a serem relacionados com suas

aplicacdes, e mostrou-se de grande valia processo interativo de ensino e aprendizagem.

Palavras chaves: Modelagem Molecular, Ensino, Quimica Farmacéutica, Propriedades Moleculares,

Relacdes Estrutura-Atividade.

ABSTRACT: Molecular modeling is a useful tool to aid the understanding of fundamental concepts of
structure-activity relationships and mechanism of action of drugs in a medicinal chemistry course.
The relevant molecular features of drugs are investigated by 3D visualization, their physical-

chemical properties measured, and the molecular interaction pattern on target macromolecules can
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be calculated or suggested by molecular modeling softwares. In this paper, we describe a practical
approach to introduce medicinal chemistry concepts using molecular modeling as a tool, aimed at a
better understanding of students for drug design and structure—activity relationships. The concepts
studied were correlated to structural and electronic properties that are involved in the mechanisms
of action of biologically active substances. Thus, were contextualized the fundamentals of medicinal
chemistry, so as to be associated to their applications, and proved very useful interactive process of

teaching and learning.

KEY WORDS: Molecular Modeling, Teaching, Medicinal Chemistry, Molecular Properties, Structure-

activity Relationships.



INTRODUCAO

Um dos mais importantes avangos no
planejamento e na descoberta de novos
farmacos tem sido a utilizacdo da modelagem
molecular (MM). Atualmente, a MM €é uma
ferramenta indispensavel ndo somente no
processo de descoberta de novos farmacos,
mas também na otimizacdo de protdétipos ja
existentes e no planejamento racional de
(COHEN, 1996;
SANT’ANNA, 2002; CARVALHO et al., 2005;

WERMUTH, 2009). Segundo a IUPAC, a MM ¢ a

candidatos a farmacos

investigacdo das estruturas e das propriedades
moleculares pelo uso de quimica computacional
e técnicas de visualizacdo grafica, visando
fornecer uma representacao tridimensional, sob
um dado conjunto de circunstancias
(SANT'ANNA, 2002)

O grande desenvolvimento da MM nos
ultimos anos deveu-se em grande parte ao
avanco dos recursos computacionais em termos
de hardware (velocidade de calculo) e de
software (programas computacionais), além dos
avancgos em quimica computacional,
ressonancia magnética nuclear, cristalografia de
raios-X, bioquimica e molecular
(COHEN, 1996). Isto

contribuicdo na descoberta de candidatos a

biologia
permitiu  grande
farmacos, conduzindo a rapidos progressos em
pesquisas e despertando o interesse tanto do
industrias

WERMUTH,

como de
1996;

académico
(COHEN,

meio
farmacéuticas
2009).

Além disso, a MM pode desempenhar
importante papel no processo interativo de
ensino e aprendizagem, por ressaltar aspectos

importantes das disciplinas de Planejamento de

Farmacos e Quimica Farmacéutica (QF)
(COHEN, 1996; SANT'ANNA, 2002; CARVALHO
et al.,, 2005; WERMUTH, 2009). Como

conseqiéncia, a elucidagdo dos mecanismos
envolvidos nas acdes moleculares dos farmacos
pode ser compreendida pela integracdo de
fundamentais de

conhecimentos Quimica

Organica, Bioquimica, Biologia Molecular e

Farmacologia. Os estudos de propriedades
estéricas, eletrbnicas e fisico-quimicas, de

mecanismo de acdo, das relagdes entre

estrutura quimica e atividade bioldgica (SAR) e

das interacdes farmaco/ligante-receptor séo

aspectos que podem ser explorados através da

MM (SANT'ANNA, 2002; CARVALHO et al.,

2005; WERMUTH, 2009).

Além de auxiliar na compreensdo destes
conteudos, a aplicacdo da MM a problemas de
interesse pode ser inserida com a finalidade de
contextualizar o ensino de QF, podendo ainda
despertar o interesse do aluno para atividades
de pesquisa na area.

Dentre os principais objetivos da MM,
podem-se citar:

e Construcao, desenho,
manipulacao e visualizagdo
grafica de estruturas

moleculares;

e Determinacdo e andlise de

propriedades moleculares
(eletrénicas e geométricas);

e Estudo da interacdo
farmaco/ligante com o]
receptor/sitio de acao;

e Proposicao de novos candidatos a
farmacos: aplicacao da

ferramenta de Planejamento de

Farmacos Auxiliado por

Computador (CADD, “Computer-
Assisted Drug Design”).

Dentro deste contexto, neste trabalho

descrevemos a

aplicacdo da Modelagem

Molecular como ferramenta para o ensino de
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Quimica Farmacéutica (QF), visando auxiliar o
estudo das relagbes entre estrutura quimica e
atividade biolégica e das interagcbes entre
farmaco e receptor.

As aulas praticas propostas foram ministradas
no contexto da disciplina de QF, juntamente
com o0s conteudos especificos das aulas
tedricas. Cabe ressaltar que este curso pratico
foi realizado utilizando apenas programas de
dominio publico, a fim de facilitar sua aplicacéo
por qualquer Instituicdo de Ensino Superior

(IES) do pais.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os procedimentos de desenho
tridimensional (3D), minimizacdo de energia,
otimizacao da geometria, analise
conformacional e céalculos de propriedades e
superficies foram

programa VegaZZ (PEDRETTI et al., 2002),

realizados empregando o

disponivel no site www.vegazz.net. Diversos
parametros fisico-quimicos foram calculados no
VegaZZ, distancias

programa incluindo

interatbmicas, angulos diédricos, volume,
comprimento e peso moleculares, coeficiente de
(ClogpP),

molecular, momento dipolar, entre outros. A

particao polaridade, conectividade
visualizacdo e andlise das interagcdes entre

farmaco-receptor foram realizadas nos
programas Discovery Studio (DS) Vizualizer
(DISCOVERY, 2007) e PyMOL (DELANO, 2004).
Para ilustrar aplicacdo de técnicas de MM
no curso pratico de QF, selecionamos algumas
aulas praticas, que compreendem o estudo das
caracteristicas e propriedades das seguintes
classes de farmacos: antibi6ticos p-lactamicos,

tuberculostaticos, antivirais, hipnoanalgésicos,

analgésicos e antiinflamatérios nao esterdides
(AINES) e benzodiazepinicos.

De modo geral, a metodologia
empregada para a realizacdo das aulas praticas
utilizando o programa VegaZZ (PEDRETTI et al.,
2002), compreendeu as etapas:

1) Desenho tridimensional das estruturas;
2) Caélculo das

minimizacdo da energia (métodos de

cargas parciais e
mecanica molecular MM2 ou MM+);

3) Analise conformacional — apenas dos
angulos torsionais flexiveis;

4) Cdalculo de ponto de carga unica (Single
point) — métodos semi-empiricos AM1 ou
PM3;

5) Obtencédo das propriedades moleculares:
Superficies de

mapas de potencial

eletrostatico (MEP), volume molecular,

area superficial, momento dipolar,
ClogP.
A andlise conformacional de uma

molécula é realizada pela rotacdo de uma
ligagdo, com mudanca paralela dos angulos
torsionais ou diédricos das ligacdes, e calculos
correspondentes de energia estérica,
decorrente da sobreposicdo espacial de atomos
nao-ligados e barreiras torsionais de rotacéao.

As duas aproximacdes que tém sido usadas
predominantemente em estudos de modelagem
molecular sdo a classica, que inclui os métodos
da mecéanica molecular e dinamica molecular, e
a aproximacgao quantica, que inclui os métodos
ab initio e semi-empiricos. De modo geral, a
escolha entre estas aproximacdes depende das
propriedades que se deseja avaliar, da precisao
desejada e da

capacidade computacional

disponivel para a realizacdo dos calculos.
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ANALISE E
RESULTADOS

INTERPRETACAO DOS

Antibidticos g-lactdmicos

A penicilina foi descoberta em 1928, pelo
médico e bacteriologista escocés Alexander
Fleming e esta disponivel como farmaco desde
1941,
utilizado com sucesso (PATRICK, 2009). O

sendo o0 primeiro antibiético a ser

termo penicilina delimita o grupo de antibidticos
B-lactamicos, do qual as cefalosporinas também

fazem parte. Estes farmacos contém em sua

Estere quimica
Amida crs
——t—

Anel C
lactamic

%,—J

Sistema
biciclic

estrutura um anel B-lactdmico, que interage

com proteinas denominadas ligantes de

penicilinas: PBPs (Penicillin Binding Protein),
inibindo a enzima transpeptidase, responsavel
pela ligacdo cruzada entre as cadeias de
tetrapeptideos do peptideoglicano. Com isso, ha
o impedimento da formacdo das ligacdes entre
os tetrapeptideos de cadeias adjacentes de
ocasionando

peptideoglicano, inibicdo da

sintese da parede celular. Todas penicilinas
possuem a mesma estrutura geral: um anel
tiazolidinico unido a um anel B-lactamico ligado

a um grupo amida (PATRICK, 2009) (Figura 1).

Carb xilat livre

Figura 1 — Estrutura geral das penicilinas e as relagbes estrutura-atividade. As caracteristicas

destacadas sdo essenciais para a atividade biologica.

Devido a nao coplanaridade entre os dois
anéis, a estabilizacdo do grupo carbonila da
amida terciaria é impossivel no anel B-lactamico
e, assim, o grupo carbonila € mais eletrofilico
que o esperado. A instabilidade em meio acido
da benzilpenicilina ¢é devido a nao-
deslocalizacdo dos elétrons nas duas carbonilas,
ou seja, em meio acido, ocorrem reacoes intra-
moleculares, iniciadas pelo oxigénio nucleofilico

(amida) da cadeia lateral (Esquema 1).

Para resolver o problema de instabilidade em

meio &cido, € necessario adicionar no

substituinte R (Figura 1) um grupo retirador de
elétrons (eletronegativo), que por efeito
indutivo, impede o rearranjo do anel.

Nesta aula préatica os alunos puderam
calcular e visualizar as cargas parciais atbmicas
para melhor compreender a instabilidade em
meio acido da benzilpenicilina, utilizando o

programa VegaZZ. Além disso, foi possivel
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observar as caracteristicas geométricas e

moleculares essenciais para a atividade
biolégica dos antibiéticos B-lactamicos, como a

conformacdo angulosa do sistema biciclico,

1 H s CH,

assim como sua semelhanca estrutural com a
molécula D-alanil-D-alanina.

O entendimento do mecanismo de acao
de antibi6ticos

B-lactamicos depende, em

C H
N %
©/\ﬂ/ \;& CH, .
H
O% @ CooH

benzilpenicilina

acido penicilénico

o~ Nj
(s
g CHs
> HN—"ch,
COOH

HOOC

Oh

N SH &/S

AN CHs AN CHa

%CHe, j CHj
Ph

COCOH

acido penicilico

COOH

Esquema 1 - Instabilidade da benzilpenicilina em meio acido.

grande parte, da andlise da reatividade do
farmaco. Dentro deste contexto, € possivel

analisar a reatividade da molécula da

benzilpenicilina. A sensibilidade da

benzilpenicilina em meio acido pode ser

justificada por trés fatores: (i) a tenséo

torsional do anel p-lactamico, (ii)) a alta

reatividade do carbono carbonilico B-lactamico
e (iii)) a influéncia do grupo acila (amida) da
(PATRICK, 2009). Em

cadeia lateral

contrapartida, os antibiéticos [(-lactamicos

acido-resistentes, como a ampicilina e
amoxicilina, possuem o grupo amino adjacente
a carbonila (amida) da cadeia lateral, que retira
grupo

conseqiientemente, diminui o ataque junto ao

elétrons do amida  vizinho e,

anel B-lactamico. O estudo da reatividade dos

B-lactamicos torna-se mais compreensivel

quando se analisam as superficies de
distribuicdo de cargas ou mapas de potencial
eletrostaticos (MEPs) (Figura 2) e as cargas
parciais atbmicas.

As diferencas de carga dos atomos
correspondentes de oxigénio (carbonilico) da
amida lateral da penicilina (-0,34) e ampicilina
(-0,28) podem ser visualizadas pelo emprego
do método semi-empirico AM1, disponivel no
MOPAC do

pacote programa VegaZZ. A

presenca do grupo a-amino, adicional na
ampicilina, diminui a carga negativa do atomo
de oxigénio da amida lateral, tornando-o menos
reativo para realizar ataque nucleofilico no
carbono carbonilico do anel B-lactamico em
meio acido. As cargas dos atomos de carbono e
nitrogénio da funcdo amida da ampicilina sao

alterados em menor proporgdo, como podem
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ser observados na Figura 2 e na Tabela 1.

Com relacdo ao mecanismo de acéo, tem
sido proposto que as penicilinas possuem uma
conformacdo semelhante a conformacgdo do
estado de transicdo da molécula D-alanil-D-

alanina durante a reacdo de ligacdo cruzada

Benzilpenicilina

entre as cadeias de tetrapeptideos do
peptideoglicano. Assim a penicilina se liga no
sitio ativo da enzima transpeptidase, impedindo
a ligacdo da D-alanil-D-alanina, inibindo assim,
bacteriana

a sintese da celular

(PATRICK, 2009).

parede

Figura 2 — Representacdo dos mapas de potencial eletrostatico (MEPs) da benzilpenicilina e da

ampicilina, evidenciando as cargas parciais atbmicas. MEPs apresentados na faixa de -65 (vermelho

intenso) a +40 (azul intenso) kcal/mol.

Tabela 1 — Cargas parciais atdmicas do grupo amida dos antibiéticos B-lactamicos, calculadas

utilizando o método semi-empirico AM1.

Cargas parciais atbmicas da amida

Antibiético B-lactamico 0] N
benzilpenicilina -0,32 -0,34 -0,36
ampicilina -0,22 -0,28 -0,24

As semelhancas espaciais entre antibidticos [3-

lactamicos e o grupamento D-alanil-D-alanina

Tuberculostaticos

do peptidoglicano foram observadas na aula

pratica, como demonstrado na Figura 3.

A atividade antimicobacteriana da
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isoniazida (INH) foi descoberta em 1952 e
ainda hoje a INH é considerada como farmaco-
base da quimioterapia anti-TB (Figura 4), tanto
para infeccbes ativas quanto para aquelas
latentes. Isso é devido a excelente atividade, ao
baixo custo e a relativamente baixa toxicidade
deste farmaco (VILCHEZE et al., 2006). A INH é
um proé-farmaco (bioprecursor), que precisa ser

ativada in vivo

pela enzima KatG, uma

catalase-peroxidase micobacteriana, para gerar
suas formas ativas, anion e radical, e estas
formam um complexo covalente com o cofator
NAD, no sitio ativo da enzima enoil-ACP
redutase do M. tuberculosis (InhA), inativando-
a. A inibicadco da InhA ir4 interromper a
biossintese dos acidos micélicos, principais
constituintes da parede celular micobacteriana

(ROZWARSKI et al., 1998).

Figura 3 — Sobreposicdo da benzilpenicilina (atomos de carbono em verde) com a D-alanil-D-

alanina (atomos de carbono em amarelo, apresentados em tubo). O grupamento lateral da

benzilpenicilina foi omitido para a melhor visualizacdo. Os grupos importantes sobrepostos estao

indicados com uma seta.

Visto que o0 mecanismo predominante de
resisténcia a INH resulta de mutacdes na no
gene katG, agentes que inibem a InhA, mas
que ndo requerem ativacdo pela KatG, séo
promissores como NOvVOos compostos com
atividade contra cepas multi-resistentes (MDR-
TB) e extensivamente resistentes (XDR-TB)
(ANDRADE et al., 2008; LU and TONG, 2008).
Ja a triclosana (TCL) é um bisfenol clorado
(Figura 4), originalmente patenteada como
herbicida, mas logo descobriu-se seu amplo
espectro antibacteriano. O grupo hidroxila é
essencial a atividade biolégica e a troca da

ponte de O por S diminui drasticamente a

atividade. Estudos provaram que a triclosana
inibe a biossintese de &cidos graxos, sendo o
seu alvo a enzima enoil-ACP redutase (Fabl).
Ao contrario da INH, este inibidor néao se liga de
forma covalente ao cofator no sitio ativo da
enzima enoil-ACP redutase (ANDRADE et al.,
2008; LU and TONG, 2008).

Recentemente, Sullivan e colaboradores
(SULLIVAN et al., 2006) utilizaram ferramentas
computacionais para explorar as interacbes de
analogos da triclosana com a InhA. Eles

desenvolveram uma série de éteres

difenilalquilicos (Figura 4), que sao potentes

inibidores in vitro da InhA e previnem o
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crescimento de ambas as cepas, sensiveis e

resistentes a INH. Estes compostos nao

requerem ativacao da KatG e, por isso, evitam

o mecanismo normal de resisténcia da INH.

H
OxN-NH OH OH
2 o) o
® J BN |®
cl cl cl
N" n

i oniazida

triclo ana

étere difenilalquilico

Figura 4 — Estruturas dos inibidores de enoil-ACP redutase.

As interagcdes moleculares entre a
isoniazida e potenciais novos tuberculostaticos
com a enzima enoil-ACP redutase do M.
tuberculosis (InhA) foram visualizadas nesta
aula prética. Os alunos utilizaram o programa
DS Visualizer (Discovery, 2007) para a
visualizacdo e manipulacdo das estruturas
tridimensionas cristalogréficas dos
farmacos/ligantes complexados com suas
enzimas-alvo.

Em um primeiro momento os alunos
tiveram contato com o banco de dados de
proteinas Protein Data Bank (PDB)
(http://www.pdb.org). Apds apresentacdo dos
métodos de busca no PDB, os alunos buscaram
e extrairam as estruturas dos complexos
isoniazida-InhA  (cédigo PDB: 1ZID) e
triclosana-enoil redutase (Fabl) (cédigo PDB:
1D8A). No programa DS Visualizer, os alunos
abriram os arquivos separadamente e
selecionaram o farmaco/ligante. A partir da
localizagdo do farmaco, definiram-se o sitio
ativo e o0s aminoacidos importantes para
interacdo farmaco-receptor, com o auxilio da
residuos de

literatura que apresenta os

aminoacidos que estes
inibidores (ROZWARSKI et al., 1998; SULLIVAN

et al., 2006). Foi possivel a comparacdao do

interagem com

mecanismo de acdo dos dois inibidores, uma

vez que a isoniazida se apresenta ligada
covalentemente ao NAD, enquanto que a

triclosana realiza interacdes nao-covalentes
com o NAD (Figura 5). Com o auxilio da
ferramenta que mostra as possiveis ligacdes
hidrogénio, disponivel no programa, os alunos
localizaram as ligagdes hidrogénio. Além disso,
realizaram o célculo das distancias entre o
inibidor e os principais residuos de aminoéacidos
do sitio ativo. Foi possivel observar que a TCL
interage com o grupo 2’-hidroxila da ribose do
cofator, enquanto que a INH interage de forma
covalente com o NAD. Além disso, a INH ocupa
posicdo diferente no sitio ativo (Figura 5).

Os alunos anotaram todas as possiveis
interagdes do farmaco com os residuos de
aminoacidos. Ao final da aula, cada aluno
propds um mapa farmacofdrico, com base nas
principais diferencas de interacdo entre os dois
inibidores.

Antivirais

As infeccbes causadas pelo virus
influenza vém representando, ao longo dos
anos, um grande problema de saude publica
mundial. Destaca-se a preocupacao para cepas
resistentes aos farmacos atualmente utilizados.
Adicionalmente, no ano de 2009 houve uma
nova pandemia de influenza, causada por uma

cepa mutante do virus conhecida como H1N1 e
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suas infeccdes foram denominadas de gripe
suina (WANG et al., 2009).
influenza

O virus apresenta duas

proteinas de superficie, hemaglutinina e

neuramidase, que estdo relacionadas nos
processos de fixagdo, infeccdo e liberacdo de
particulas virais. As enzimas neuraminidases
(NAs) estao presentes nos virus influenza tipo A
e B, e estdo envolvidas no processo de ativacéo
da particula viral. Essa enzima catalisa clivagem
glicosidica entre o &cido sialico terminal e o
acucar adjacente liberando a particula viral, o
que causa aumento da

patogenicidade (PATRICK, 2009). Os farmacos

infeccdo e da

atualmente utilizados contra infecgcdes por

influenza inibidores de NAs (Figura 5), séo

representados pelo zanamivir (Relenza®) e

oseltamivir (Tamiflu®). Tais farmacos séo
ativos contra infecgbes por influenza A H1N1.
No entanto, diversas cepas de influenza se
mostram  resistentes a esses farmacos,
principalmente ao oseltamivir, como reportado
por COLLINS e em 2008

(COLLINS et al., 2008), quando definiram a

colaboradores

estrutura cristalografica da NA de influenza,

H5N1, resistente ao oseltamivir. Essa

resisténcia é sugerida, entre outros fatores, a

mutacbes nos residuos de aminoéacidos

presentes no sitio ativo das NAs diminuindo,

assim, a afinidade do farmaco pelo sitio ativo

da enzina (COLLINS et al., 2008).

Figura 5 - Estruturas da INH e TCL ligadas as enzimas enoil-ACP redutase: (A) estrutura do aduto

INH-NAD (azul ciano) ligado a InhA (1ZI1D), evidenciando alguns dos residuos do sitio ativo; e (B)

estrutura da TCL (cinza) complexada com a Fabl e NAD (azul ciano) (1D8A), evidenciando a

interacdo entre a TCL, o residuo Tyr1l56 e a hidroxila da ribose do NAD.
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Figura 5 - Estrutura dos inibidores de neuraminidase utilizados na terapéutica contra infeccdes

virais.

Nesta aula préatica, as

inibidores de NAs,

interacdes
moleculares entre o0s
zanamivir e oseltamivir, com suas enzimas
alvo, e as mutacgdes responsaveis pela possivel
resisténcia ao oseltamivir, foram visualizadas
utilizando as estruturas cristalogréaficas das NAs
complexadas com seus inibidores.
O procedimento de aula envolveu a visualizagéo
e manipulacdo das estruturas tridimensionais
das NAs, a localizagcdo dos farmacos no sitio
ativo e a verificagdo das principais mutacdes
envolvidas no processo de resisténcia, dos
residuos 275 e 295 (COLLINS et al., 2008).
Este processo foi realizado na seguinte ordem:
1. Extracdo das estruturas do Protein Data
Bank (PDB);
2. Inspecao visual das estruturas,
separadamente, das NAs e localizacao
do sitio ativo e do ligante (farmaco) co-
cristalizado utilizando o
PyMOL;

3. Alinhamento das trés estruturas de NAs;

programa

Nova analise dos sitios ativos e avaliagéo
dos residuos que sofreram mutacédo, His-
275-Tyr e Ser-295-Asn;

5. Avaliacdo nas diferencas da interacao
dos farmacos, oseltamivir e zanamivir,

em relacdo aos residuos do receptor.

Os alunos localizaram e extrairam do PDB
as estruturas cristalograficas das NAs
complexadas com oseltamivir (cédigo PDB:
3CL2 e 3CLO) e zanamivir (cédigo PDB:
3CLK). Com auxilio do programa PyMOL, as
estruturas foram analisadas isoladamente,
utilizando os varios modelos de visualizagao
disponiveis no programa, de forma aos alunos
localizarem o sitio ativo e o farmaco co-
cristalizado. A cadeia linear apresentada pelo
PyMOL tem todos os aminoéacidos, ligante,
moléculas de agua e outros atomos que
compdem a estrutura cristalografica. Desta
forma, a cadeia linear foi utilizada para facil
localizagdo da molécula do farmaco co-
cristalizado. A partir da localizagdo do farmaco,
definiram-se o sitio ativo e o0s aminoacidos
importantes para interagcdo farmaco-receptor.
Essa tarefa foi feita com auxilio da literatura
que apresenta os residuos que interagem com
os dois farmacos, zanamivir e oseltamivir®.
Realizou-se também o alinhamento das trés
estruturas cristalogréficas, utilizando a opcéo
de alinhamento do PyMOL. Para melhor
visualizacdo dessas interacbes utilizamos a
superficie das NAs e as estruturas dos ligantes

co-cristalizados (Figura 6).
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Figura 6 — Estruturas sobrepostas das NAs co-cristalizadas com os inibidores zanamivir (rosa) e

oseltamivir (amarelo). Codigos PDB: 3CLK, 3CL2.

Para o entendimento das interagcfes entre
os farmacos e a NA foram medidas as
distdncias entre os principais residuos de
aminoacidos e os farmacos. Em um primeiro

estagio de reconhecimento das interacoes,

foram verificadas as interagcdes importantes do
grupo
oseltamivir, com os residuos Argll1l8, Arg292 e

acido dos farmacos, zanamivir e
Arg371. Outros dois residuos de aminoéacidos
apresentaram pontos comuns de interagdo com
os dois farmacos: Argl52 sugere interacdo com
0 grupo metil-amida dos dois farmacos; e
Glul19 sugere interagcdo com o grupo guanidina
do zanamivir e com 0 grupo amina, que se
apresenta na mesma posicdo, para O
oseltamivir. A grande diferenca na interacédo
entre os dois farmacos e o sitio receptor das
NAs esta em um grupamento glicerol do
zanamivir, que sugere ligacdo de hidrogénio
com o residuo Glu276 e o grupo pentiloxi do

oseltamivir. O grupamento glicerol foi mantido

no planejamento do zanamivir por ser comum
ao acido sidlico, e apresentar as mesmas
interagdes em estruturas de cristalografia de
raios-X (COLLINS et al., 2008). No oseltamivir
esse grupamento foi substituido por um grupo
pentiloxi, que sugere forte interagao lipofilica na
enzima NA. A caracteristica lipofilica de um
bolso acessério nas NAs se da, entre outros
fatores, pela rotacdo do residuo Glu276 que se
aproxima do residuo His275 fazendo uma
ligagdo intramolecular e expondo a cadeia
carbdnica para o interior do bolso, tornando-o
lipofilico (COLLINS et al., 2008).

A Ultima parte da aula pratica envolveu a
analise comparativa entre as trés estruturas
cristalograficas das NAs selecionadas, visando
reconhecer a influéncia das mutacbes na
interacdo entre os farmacos e o receptor. As
diferencas entre as duas estruturas cristalizadas
com o oseltamivir (3CL2 e 3CLO que apresenta
foram analisadas.

os residuos mutantes)
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Figura 7 — Estruturas dos inibidores de NA e as principais interacbes com residuos da proteina. Em

rosa zanamivir, amarelo oseltamivir e cinza residuos da neuraminidase.

A estrutura da NA 3CLO apresenta como
principais mutacdes no sitio ativo a troca de
aminoacidos nas posi¢fes His-274-Trp e Ser-
294-GIn, as quais diminuiram a lipofilicidade no
bolso de interacdo do grupo pentiloxi do
oseltamivir (Figura 8) (COLLINS et al., 2008).
Foi possivel verificar que a mutacdo no residuo
274 (His-Trp) proporcionou o deslocamento do
residuo Glu276 em cerca de 2 A,
desfavorecendo a lipofilicidade do bolso da
proteina e, concomitantemente, diminuindo a
afinidade do oseltamivir, que teve um
deslocamento na interacdo de cerca de 2 A
(Figura 8A). Para o zanamivir, a mutacdo nos
residuos 274 (His-Trp) da NA nao proporcionou
grande mudanca visto que o grupo glicerol
continua apresentando uma distancia favoravel
a ligacdo de hidrogénio (2,53 A) com o residuo

Glu276 (Figura 8B).

Hipnoanalgésicos

Os hipnoanalgésicos sdo farmacos que
deprimem seletivamente o sistema nervoso
central (SNC) e sdo empregados para aliviar
dores moderada a grave (tanto aguda quanto
cronica) de etiologias diversas. Estes farmacos
atuando em

agem no cérebro, receptores

estereoespecificos (receptores u, Kk, 0,
acoplados a proteina G), elevando o limiar da
dor e, diminuindo a

resposta cerebral de dor (PATRICK, 2009).

conseqlientemente,

A morfina é o analgésico mais eficaz disponivel
na terapéutica. Sua estrutura (Figura 9) possui
cinco anéis rigidos, nomeados de A-E, dispostos
em uma conformacdo perpendicular em forma
de “T".

A nalorfina é€ um hipnoanalgésico
agonista parcial e a naloxona é um antagonista
(Figura 9) (Patrick, 2009).
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Figura 8 - Estruturas dos inibidores complexados com a NA de virus influenza mutante. A)
Estruturas do oseltamivir complexada com a NA (verde) que nao apresenta resisténcia e NA
resistente ao oseltamivir (amarelo). B) Estrutura do zanamivir com a neuraminidase reistente

(cinza) e néao resistente ao oseltamivir.
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Figura 9 — Estruturas dos hipnoanalgésicos morfina, nalorfina e naloxona.
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Nesta aula pratica, a aplicagdo da MM

permitiu aos alunos a Vvisualizagdo das
principais diferencas entre farmacos agonistas e
antagonistas hipnoanalgésicos, utilizando as
estruturas da morfina (agonista), nalorfina
(agonista parcial) e naloxona (antagonista).
Com o modelo CPK ou preenchido (Figura 10),
€ possivel comparar os trés farmacos, e
visualizar a presenca de grupos volumosos e
pontos adicionais de interagcdo com o receptor
no agonista parcial e antagonista. A condicdo
de agonista parcial €& caracterizada pela
flexibilidade do grupamento alila da nalorfina, o
que permite que o grupo fique tanto na posicéo
axial quanto na equatorial, que correspondem,
respectivamente, a regido de ligacdo agonista e
antagonista, e assim o farmaco se comporte
tanto como antagonista quanto como agonista.
Ja a naloxona possui uma hidroxila na posicéo
Cl1l4, que promove impedimento estérico e
rigidez ao grupamento alila, forcando que o
substituinte permaneca na posicdo equatorial,
impedindo assim a sua interacdo com o sitio
agonista.

A tabela 2

apresenta alguns dos

nalorfinay

J
/ e ‘\ 4 4
! naloxona

b

N
1

N

pardmetros obtidos na andlise comparativa

entre os farmacos hipnoanalgésicos. A
interpretacdo destes dados contribui para o
entendimento dos alunos como, por exemplo, a
observacdo do aumento de volume molecular,
caracterizando a presenca de grupos volumosos
nos antagonistas. Além disso, propriedades
importantes como a lipofilicidade foram
calculadas (ClogP) e observadas (Tabela 2).

Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos sdo farmacos
utilizados como ansioliticos, hipnéticos, pré-
anestésicos, anticonvulsivantes e relaxantes
musculares. Possuem alta eficacia e relativa
seguranca. Grande

parte das acoes

benzodiazepinicas (anticonvulsivantes e
miorelaxantes) resulta da sua capacidade em
potencializar a acdo inibidora neuronal mediada
pelo acido gama-aminobutirico (GABA).

Ja o

antagonista  benzodiazepinico

flumazenil bloqueia a acdo sedativa de
substancias que agem nos receptores dos
benzodiazepinicos, e pode ser util na reversao
da superdosagem por

(STERNBACH, 1979).

benzodiazepinicos

Figura 10 - Representacdo dos conférmeros de energia minima dos hipnoanalgésicos nos modelos tubo (A) e

CPK (B). A nalorfina é representada nos dois conférmeros de menor energia (conférmeros 1 e 2).
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Tabela 2 - Parametros obtidos para analise comparativa dos farmacos hipnoanalgésicos.

Férmula Energia Volume Area ClogP
Hipnoanalgésicos | molecular Total Molecular | Superficial | (Crippen)
(Kcal/mol) (A% (A?)
morfina Ci17/H10NO3 | -65,9364 281,91 279,60 1.48
nalorfina 1" Ci19H23NO3 | -46,6416 314,22 311,24 1.41
nalorfina 2" Ci19H23NO3 | -46,1836 314,22 311,24 1.41
naloxona CioH21NO, | -91,9887 320,46 315,75 1.32

* Dois conférmeros de menor energia da nalorfina (conférmeros 1 e 2).

GHa 0

O N\g
Cl =N

diazepam

N CHs

d "CHs

flumazenil

Figura 11 — Estruturas dos benzodiazepinicos diazepam (agonista) e flumazenil (antagonista).

Nesta aula pratica, semelhancas e diferencas

estruturais entre agonista e antagonista

benzodiazepinicos puderam ser observadas,

além da \visualizagdo das -caracteristicas
geométricas e moleculares essenciais para a
atividade biologica dessa classe de farmacos,
tais como a conformagcdo dos anéis A e B,
semelhante para ambos agonista e antagonista.
Foi também calculada a distancia entre o anel A
e a carbonila de C2, que define o carater
agonista ou antagonista (Figura 12 e Tabela 3).
A tabela 3 apresenta os parametros obtidos na
analise comparativa entre os benzodiazepinicos.
Assim estudado farmacos

como para o0Os

hipnoanalgésicos, foram observadas diferencas

entre agonistas e antagonistas, como o
aumento de volume molecular, caracterizando
0s antagonistas. Além disso, propriedades
fisico-quimicas como a lipofilicidade (ClogP) e o
momento dipolar foram calculadas e analisadas
(Tabela 3). O momento dipolar, calculado para
os farmacos benzodiazepinicos, traduz o carater
polar das moléculas, uma vez que representa a
somatéria de vetores das forcas de polarizacdo
exercida pelos grupos funcionais presentes. De
acordo com os dados calculados e apresentados
na Tabela 3, foi possivel comprovar o maior
carater polar do antagonista benzodiazepinico

flumazenil.
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Anti-inflamatdrios ndo esterdides (AINES)
Os anti-inflamatérios ndo esterdides

(AINES) sdo uma importante classe terapéutica

que exerce seus efeitos devido ao blogueio do

Figura 12 — Representacdo em tubo dos benzodiazepinicos (A) diazepam e (B) flumazenil.

Distancias entre o carbono C7 do anel A e o carbono C2 da carbonila, calculadas no programa DS

Visualizer.

sitio cicloxigenase (COX) da enzima
prostaglandina endoperé6xido sintase (PGHS).
Tal inibicdo bloqueia a sintese de
prostaglandinas, as quais estdo envolvidas em
diversos processos fisioldgicos e patolégicos®”.

A introducdo dos inibidores seletivos da
cicloxigenase tipo 2 (COX-2), conhecidos como
“coxibs”, merece destaque porque resultou na
maior utilizacdo de novos farmacos de todos os
tempos. Os “coxibs” foram desenvolvidos com
base na hipdtese de que a inibicdo seletiva da
COX-2 resultaria na manutencdo dos efeitos
terapéuticos dos AINEs com restricdo de seus
efeitos adversos tradicionais (EMERY, 2001).

A aula préatica de AINES foi dividida em
duas partes: na primeira abordaram-se o0s
aspectos essenciais a atividade biologica dos
AINES, analisando trés diferentes farmacos:
acido acetilsalicilico, flurbiprofeno e celecoxibe
(Figura 13). Os alunos realizaram a visualizacdo
calcularam

do grupo farmacofarico,

propriedades como
(MEP),

semelhancas e

mapas de potencial

eletrostatico assim como suas

diferencas com o acido
araquiddénico. Ademais, nesta aula o aluno teve
a oportunidade de observar
tridimensionalmente as semelhancas e
diferencas estruturais e eletrbnicas entre os
inibidores ndo-seletivos e seletivos da COX-2
(Figura 14 e Tabela 4).

Na segunda parte da aula pratica de
AINES, as interacdes entre farmacos e receptor
foram estudadas, utilizando o programa DS
(SANT'ANNA, 1997).

possivel proporcionar uma comparacao entre as

Vizualizer Assim, foi

semelhancas e diferencas estruturais e
espaciais entre os sitios ativos das duas
isoformas COX-1 e COX-2 complexadas com
diferentes inibidores.

Nesta aula, realizou-se essencialmente a
visualizacdo e manipulacdo das estruturas

cristalograficas das enzimas COX-1 complexada



Andrade, C. H., Trossini, G. H. G., Ferreira, E. I./Revista Eletrénica de Farmacia Vol 7 (1), 1-23,

2010.

com o acido acetilsalicilico (cédigo PDB: 1PTH);
COX-2 complexada com o inibidor nao-seletivo
flurbiprofeno (cédigo PDB: 3PGH) e COX-2
complexada com o inibidor seletivo SC-558
(cédigo PDB: 1CX2), o protétipo dos “coxibs”.
Ap6s o download das estruturas do PDB, os
alunos iniciaram a visualizacdo das estruturas e
realizaram o reconhecimento das interacfes

moleculares entre os farmacos e as enzimas

apresenta os residuos de aminoéacidos dos sitios
ativos (FITZDEALD, 2003). Além disso, o0s
distdncias entre os

alunos calcularam as

aminoacidos e os farmacos, propondo os
possiveis tipos de interacdo farmaco-receptor.
Foi possivel a visualizagdo do residuo Ser530
acetilado, no caso da COX-1 complexada com o
AAS, uma vez que o mecanismo de acdo deste

farmaco envolve a ligacdo covalente do grupo

COX-1 e COX-2, com o auxilio da literatura que acetila do AAS na Ser530.
Tabela 3 - Parametros obtidos para analise comparativa dos benzodiazepinicos.
Volume Distancia entre o Momento ClogP
Benzodiazepinico Férmula Molecular | anel A e carbonila | dipolar (Debye) | (Crippen)
molecular A3 c2 (A
diazepam C16H13N-OCI 246,5 5,12 1,80 3,32
flumazenil Ci16H16N302F 268,4 7,76 3,47 2,37
@]
HZN\“
7,
CHy 0 \©\N'N\ CFs
®) OH —

g

O

acido acetilsalicilico flurbiprofeno

Figura 13 — Estruturas dos AINES.

O CO,H

CHs

celecoxibe

Tabela 4 — Parametros obtidos para a analise comparativa entre os AINES.

Férmula Volume Area ClogP
AINES molecular Molecular | Superficial | (Crippen)
A% (A%
acido acetilsalicilico CgHgO4 149,76 188,04 -0,26
flurbiprofeno C15H1305F 214,93 248,28 1,48
celecoxibe C17H14N30,SF3 288,25 340,01 1,02
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Figura 14 — Representacdo dos conférmeros de energia minima nos modelos tubo (A) e CPK (B)

dos AINES estudados: AAS, flurbiprofeno e celecoxibe. Em (C) tem-se os MEPs destes conférmeros

na faixa de -65 (vermelho intenso) a +40 (azul intenso) kcal/mol.

Por essa razéo, na estrutura
cristalografica o AAS esta representado como
acido salicilico. Observaram-se as ligagbes de
hidrogénio entre o AAS e os residuos Arg120 e
Tyr355 (Figura 15A) assim como entre o
e os residuos de

flurbiprofeno mesmos

aminoacidos (Figura 15B). Ja o inibidor seletivo
da COX-2 realiza ligagdes de hidrogénio com
varios residuos, entre eles: GIn192, Phe518,
Ser353, Leu352 e Tyr355 (Figura 15C).

Dentre as principais mudancas de aminoacidos

entre as isoformas COX-1 e COX-2, tém-se a
substituicdo da isoleucina nas posicdes 434 e
523 por valina na COX-2. Esta mudanca
permite acesso a regido hidrofébica proxima a
entrada e adjacente ao canal central hidrofébico
do sitio ligante, aumentando muitas vezes o
volume do sitio ativo ligante da COX-2, o que
resulta numa influéncia do volume molecular do
inibidor sobre a seletividade & isoforma da
enzima (Tabela 4). Essas substituicbes de

aminoacidos entre as isoformas COX-1 e COX-2
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também foram observadas pelos alunos,

através da sobreposicdo das duas enzimas.

CONCLUSOES

As aulas praticas apresentadas neste
trabalho foram aplicadas aos alunos do quinto
periodo do curso de Farmacia da FF-UFG, com
turmas de 12 a 15 alunos e duragdo de uma
hora e quarenta minutos. As aulas foram
ministradas no contexto da disciplina de

Quimica Farmacéutica Medicinal,

contextualizando o0s conteudos das aulas
tedricas com as praticas.
Os alunos, que realizaram desde o

desenho 2D e 3D até a andlise das

conformagdes de moléculas com atividade
biologica, além de estudos da interagdo entre
farmaco-receptor, desenvolveram as atividades
com éxito e demonstraram maior sedimentacéao
dos conhecimentos da disciplina. Com a
aplicacao deste trabalho, pode-se concluir que a
utilizacdo da modelagem molecular nas aulas
praticas proporcionou contribuicbes
significativas ao ensino de QF.

As atividades realizadas, com o uso de
ferramentas tecnoldgicas e computacionais,
surgem como uma alternativa educacional
visando atender as necessidades atuais e
individuais dos estudantes, uma vez que a

aprendizagem ¢é fundamentalmente ativa,

integrativa e reflexiva.
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Val434

Figura 15 — Estruturas dos AINES ligados a COX: (A) estrutura do AAS (azul ciano) ligado a COX-1
(1PTH), evidenciando as liga¢cdes de hidrogénio realizadas com os residuos Arg120 e Tyrl55; (B)
estrutura do flurbiprofeno (azul ciano) complexada com a COX-2 (3PGH); e (C) estrutura do
inibidor seletivo SC-558 (azul ciano) com a COX-2 (1CX2) mostrando suas principais intera¢gfes. As

ligagBes de hidrogénio estdo representadas em linhas azuis pontilhadas.
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