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LOPES, Laryssa de Oliveira. Praticas em Quimica Farmacéutica: Ferramentas de Ensino e
Contextualizacdo do Planejamento Racional de Farmacos. 58p. Trabalho de Concluséo de
Curso. Graduacdo em Farmacia, Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
de Janeiro (IFRJ), Campus Realengo, Rio de Janeiro, RJ, 2023.

RESUMO

A Quimica Farmacéutica abrange diversos aspectos relacionados as bases moleculares da
atividade biol6gica dos farmacos, sendo a modelagem molecular uma ferramenta importante
para a compreensdo dos aspectos relacionados a essa atividade. A modelagem molecular pode
ser compreendida como um conjunto de ferramentas utilizadas para a analise, na integra, de
sistemas moleculares complexos, sendo util para o planejamento racional de farmacos. Dentre
os parametros avaliados na modelagem molecular, destaca-se o docking molecular ou
ancoramento molecular. Através do docking molecular, é possivel avaliar o perfil
farmacodindmico de determinada molécula, bem como sugerir alteracdes estruturais que
modifiquem a interacdo farmaco-receptor, aperfeicoando, assim, a resposta terapéutica. A
Quimica Farmacéutica, enquanto disciplina de graduacdo em Farmacia, possui uma base
essencialmente tedrica, mas que € passivel de ser complementada através de um eixo pratico.
A incorporacdo de aulas praticas neste dominio € uma perspectiva recente, a qual se encontra
em ascensdo atualmente e, ao mesmo tempo, tem revelado eficiéncia no processo ensino-
aprendizagem. Nesse contexto, as aulas praticas de quimica farmacéutica — com foco em
modelagem molecular — permitem que os alunos compreendam plenamente as bases
moleculares das interacdes farmaco-receptor e se tornem capazes de planejar novos candidatos
a farmacos, a partir de estratégias de modificacdo molecular. Uma opg¢éo vidvel para o sucesso
do eixo pratico dessa disciplina € o emprego de softwares gratuitos, cujos acessos aos
programas sejam livres. Sendo assim, este trabalho tem por objetivo apresentar um roteiro,
facilmente executéavel para a realizacdo de aulas préaticas de Quimica Farmacéutica, tendo como
principal caracteristica a manipulacdo de softwares gratuitos e acessiveis. Dessa forma, €
possivel criar medidas que contribuam para o ensino efetivo da disciplina, permitindo a
ascensdo de alunos e de trabalhadores com potencial diferenciado no mercado.

Palavras-chave: Modelagem Molecular; Planejamento de Farmacos; Quimica Medicinal;
Reconhecimento Molecular.



LOPES, Laryssa de Oliveira. Practices in Pharmaceutical Chemistry: Teaching Tools and
Contextualization of Rational Drug Planning. 58p. Undergraduate Thesis. Pharmacy
Graduation, Federal Institute of Education, Science, and Technology of Rio de Janeiro (IFRJ),
Realengo Campus, Rio de Janeiro, RJ, 2023.

ABSTRACT

Pharmaceutical Chemistry covers several aspects related to the molecular bases of the
biological activity of drugs, being molecular modeling an important tool for understanding
aspects related to this activity. Molecular modeling can be understood as a set of tools used for
the complete analysis of complex molecular systems, being useful for the rational planning of
drugs. Among the parameters evaluated in molecular modeling, molecular docking or molecular
anchoring stands out. Through molecular docking it is possible to evaluate the
pharmacodynamic profile of a determined molecule, as well as suggest structural changes that
modify the drug-receptor interaction, thus improving the therapeutic response. Pharmaceutical
Chemistry, as an undergraduate discipline in Pharmacy, has an essentially theoretical basis, but
which can be complemented through a practical axis. The incorporation of practical classes in
this domain is a recent perspective, which is on the rise nowadays and, at the same time, has
revealed efficiency in the teaching-learning process. In this context, practical pharmaceutical
chemistry classes — with a focus on molecular modeling — allow students to fully understand
the molecular bases of drug-receptor interactions and become capable of planning new drug
candidates, based on molecular alteration strategies. A viable option for the success of the
practical axis of this discipline is the use of free software, whose access to the programs is free.
Therefore, this work aims to present an easily executable script for carrying out practicals in
Pharmaceuticals Chemistry classes, with the main characteristic being the manipulation of free
and accessible softwares. In this way, it is possible orkerse measures that contribute to the
effective teaching of the subject, allowing the rise of students and workers with differentiated
potential in the market.

Keywords: Molecular Modeling; Medication Planning; Medicinal Chemistry; Molecular
Recognition.



“O homem ndo teria alcangado o possivel se,

repetidas vezes, ndo tivesse tentado o impossivel.”

Max Weber
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1 INTRODUCAO

A Quimica Farmacéutica ou Medicinal (QF) é uma disciplina baseada na quimica, que
envolve aspectos das ciéncias bioldgicas, médicas e farmacéuticas. Ela est4 fundamentada na
invencdo, no descobrimento, no planejamento, na identificacdo e na preparacdo de compostos
biologicamente ativos, além da interpretacdo de seu mecanismo de agdo a nivel molecular, da
construcao das relac@es estrutura-atividade e do estudo de sua farmacocinética (IUPAC, 1997).
No contexto do planejamento racional de farmacos, tendo como intuito respostas terapéuticas
mais satisfatorias somadas a um maior nivel de seguranca, os conhecimentos de Quimica
Farmacéutica séo de grande relevancia.

De acordo com Amaral et al (2017), a Quimica Farmacéutica (ou Medicinal) tem
evoluido positivamente no cenario brasileiro, permitindo que as pesquisas desenvolvidas no
pais tenham destaque em contexto nacional e internacional. Um dos pilares associados a esses
trabalhos contempla a temética do ensino da disciplina, a qual é obrigatoria na graduacdo em
Farmacia do Brasil (Ministério da Educacéo, 2017).

O ensino de Quimica Farmacéutica, no Brasil, ¢ fundamentalmente tedrico e
expositivo. Contudo, o emprego de novas metodologias didaticas e ativas para o ensino dessa
disciplina vem resultando em melhorias no processo de ensino-aprendizagem dos cursos de
Farméacia (RODRIGUES et al, 2021). Uma dessas novas metodologias ¢ a realizagdo de aulas
praticas e experimentais em concomitancia ao contetdo teérico.

O ensino tedrico de Quimica Farmacéutica explora recursos estritamente expositivos
para viabilizar o ensino das interacbes do farmaco com seu biorreceptor, das propriedades
fisico-quimicas, das farmacocinética e farmacodindmica e das estratégias de modificacdo
molecular. Por outro lado, o ensino pratico emprega ferramentas tecnoldgicas e
computacionais, com recursos de modelagem e visualizagdo molecular, os quais permitem que
o0 aluno apligue o conteudo aprendido na teoria.

Para a conducdo das aulas praticas de Quimica Farmacéutica, € necessaria a utilizacdo
de determinados softwares para calculos de estrutura molecular e energia, fundamentados nas
leis da mecanica molecular e da mecanica quantica. Este segundo, em particular, ramifica-se
em metodos chamados de ab initio, semi-empirico, e da Teoria do Funcional da Densidade
(DFT, do inglés Density Functional Theory).

O método de mecénica molecular é baseado na visdo classica da estrutura da
molécula. Ele considera que os dtomos se comportam como esferas unidas por molas, com

constantes de forcas caracteristicas, as quais podem ser obtidas por dados espectroscopicos.
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Para estabelecer o campo de forca associado a molécula e sua respectiva energia, é preciso
realizar o somatorio das diferentes constantes de forcas envolvidas nas posicGes de equilibrio
dos atomos nas moléculas, tais como distancias e angulos de ligacdo, interacdes eletrostaticas,
ligacBes de hidrogénio, angulos diedros, distancias de van der Waals, dentre outras. E
importante ressaltar que cada software possui seu préprio conjunto algébrico, ou seja, possui
leis matematicas proprias, para realizar o somatério dessas forgas e, assim, fornecer a energia.
Em geral, o método de mecéanica molecular é Util para avaliar sistemas moleculares complexos.
No entanto, este método ndo faz o tratamento explicito dos elétrons para a realizacdo de seus
calculos, o que pode levar a resultados menos precisos em relacdo aos métodos de mecénica
quantica (BARREIRO; RODRIGUES, 1996).

Ja os métodos de mecénica quantica — dividido em ab initio, semi-empiricos e da
Teoria do Funcional da Densidade (DFT) — consideram a interacdo especifica internuclear,
intereletrénica e nucleo-elétron para célculos de estrutura molecular, eletrdnica e de
propriedades de interesse, utilizando as leis da mecénica quantica, como, por exemplo a
equacdo de Schroédinger (RODRIGUES, C., 2001).

Os métodos ab initio, do latim "desde o principio”, utiliza as leis fundamentais da
mecanica quantica para calcular as energias de sistemas moleculares, abrangendo desde
moléculas organicas simples até substancias moleculares complexas. Este método prescinde de
premissas ou dados empiricos em seus célculos, 0 que onera 0s computacionais e prolonga o
tempo para a obtencdo dos resultados. Por outro lado, métodos semi-empiricos partem de
parametros empiricos, derivados de dados experimentais ou de valores tedricos muito precisos,
para calcular a energia do sistema molecular, proporcionando uma reducao no tempo necessario
para obtencdo dos dados. No entanto, sua precisao é inferior em comparacdo ao metodo ab
initio, ja que emprega aproximagdes experimentais para produzir os resultados. Finalmente, a
Teoria do Funcional da Densidade, fundamentada no Teorema de Hohenberg e Kohn,
estabelece que a energia total de uma molécula pode ser obtida por calculos que operam sobre
a densidade eletronica do sistema. Conhecendo a densidade eletrénica associada ao seu menor
estado de energia, é possivel extrapolar esses dados para a equagdo de Schrodinger,
simplificando, assim, sua resolucéo em relacao aos calculos ab initio (TANTILLO, D. J., 2018).

Na Quimica Computacional, os métodos de mecanica molecular e de mecanica
quantica sao aplicados para a otimizacdo das geometrias das moléculas e para o calculo de suas
respectivas energias. Uma das aplica¢fes dos programas que realizam tais calculos de estrutura
e energia é o docking molecular — ou ancoramento molecular. O docking molecular pode ser

definido como um conjunto de técnicas computacionais utilizadas para a exploracdo dos
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possiveis modos de ligacdo de um substrato a um determinado receptor, enzima, ou outro sitio
de ligacdo (WERMUTH, 1998). Através do docking molecular, é possivel identificar as
interacGes intermoleculares estabelecidas entre os ligantes (que podem ser moléculas
potencialmente ativas, ou substancias em que haja interesse de avalia¢do da atividade biologica)
e 0s residuos de aminoacidos de seu receptor, ou seja, de seu alvo biomacromolecular. Além
disso, a otimizacdo da geometria da molécula, realizada na molécula antes de prosseguir com
seu respectivo docking molecular, é crucial para determinar a conformacdo e orientacdo do
ligante, bem como avaliar a afinidade de ligacéo, sendo essas variaveis Uteis no planejamento
de novas moléculas ativas (SILVA et al, 2023).

Outro ponto a ser destacado acerca da aplicacéo destes calculos € simulagédo de reacbes
quimicas, as quais compdem as bases moleculares do metabolismo dos farmacos no organismo.
Mariano et al (2008), utilizou da Quimica Computacional para descrever os mecanismos de
reacdes organicas classicas, avaliando os aspectos eletrénicos e conformacionais dos produtos,
reagentes e solventes envolvidos. Tendo em vista os meios bioldgicos e os aspectos eletrénicos
dos farmacos e das enzimas metabolizadoras - sobretudo as CYP - é possivel verificar
tridimensionalmente 0s metabdlitos a serem formados por meio da modelagem molecular.
Além disso, o trabalho de Mariano teve por objetivo relacionar estes aspectos ao ensino da
disciplina quimica orgéanica, verificando que a utilizacdo destes softwares em sala de aula
fomenta um aprendizado mais eficiente.

A Quimica Computacional é util, também, na avaliacdo das propriedades fisico-
quimicas do farmaco, sendo aplicado também em estudos de ADME (administracéo,
distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo) da molécula. Através da anélise critica das
caracteristicas fisico-quimicas do ativo é possivel prever sua forma de administracdo, o
compartimento corp6reo em que este farmaco serd mais absorvido, em qual 6rgdo este farmaco
estara ionizado, além de comparar dois medicamentos de mesma classe segundo sua natureza
quimica (RODRIGUES, G. et al, 2021).

Finalmente, os métodos utilizados pela Quimica Computacional também se integram
ao planejamento racional de farmacos, um dos pilares da Quimica Farmacéutica (GUIDO;
ANDRICOPULO, 2008). A integracdo desses métodos ao trabalho quimico e bioldgico
experimental é um requisito essencial para a geragdo de novas moléculas bioativas qualificadas,
com propriedades multiplas otimizadas (HOLBROOK; SANSEAU, 2007). Por verificarem as
bases moleculares das agdes dos farmacos, a Quimica Computacional permite a identificacéo
da interacdo entre um ligante (que pode ser um farmaco ou uma molécula a qual se deseja

determinar a atividade bioldgica) e seu alvo biomacromolecular (ou seja, seu receptor), o que é
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atil para determinar, qualitativa e quantitativamente a relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade bioldgica (LOPES et al, 2019).

A relacdo quantitativa e qualitativa, existentes entre a estrutura e a atividade bioldgica,
permite a definicdo de alguns parametros utilizados na Farmacologia. As avaliagdes
quantitativas estdo associadas as forcas de interacdo entre o ligante e seu alvo
biomacromolecular e séo Uteis para estabelecer a curva dose e efeito. Nessa conjuntura, €
possivel determinar a poténcia de um farmaco, ou seja, a concentragdo minima de substancia
ativa necessaria para produzir 50% de seu efeito maximo, além de sua eficdcia maxima, ou seja,
o percentual de resposta farmacoldgica atingida (ZASTROW, 2016, p. 30).

Ja as avaliacOes qualitativas envolvem os tipos de interagdo intermolecular existentes
entre o ligante e seu receptor e nos efeitos de transdugéo de sinal que essas interagdes causam.
Assim, quando um farmaco interage com determinado alvo molecular ativando sua resposta de
forma direta, ele é dito agonista do receptor; por outro lado, se a interacdo interrompe os efeitos
de transducdo de sinal, o ligante é designado antagonista do receptor (ZASTROW, 2016, p. 15).
Além disso, as avaliacdes qualitativas permitem definir quais os sitios da molécula sdo
farmacoféricos e auxoféricos. Os grupamentos farmacofdricos sao responsaveis por promover
reconhecimento celular para promover o0 agonismo ou antagonismo do receptor, enquanto 0s
auxoforicos sdo grupamentos capazes de apresentar sitios de interacdo com o biorreceptor,
sendo capazes de se somarem ao reconhecimento priméario do grupo farmacofoérico, sem no
entanto serem 0s responsaveis pela resposta observada (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Uma vez entendidas as aplicacdes dos calculos realizados pelos softwares que regem
a Quimica Computacional, é possivel estabelecer uma correlagdo entre a utilizacdo desses
programas e a tematica do ensino da Quimica Farmacéutica. Segundo Tavares et al (2015) o
ensino convencional, de carater expositivo, nem sempre é capaz de atingir o aluno com a mesma
intensidade da vivéncia experimental. Dessa forma, o emprego de novas metodologias ativas
de ensino, como a realizagdo aulas praticas que utilizam ferramentas computacionais, pode ser
atil em tornar o aprendizado de Quimica Farmacéutica mais eficiente. Nessa conjuntura, 0s
softwares empregados permitem a plena compreensédo do docking molecular, tornando os
alunos aptos para sugerirem modificacOes estruturais em uma molécula, a fim de trazer
melhorias em seus aspectos farmacocinéticos ou dindmicos.

No contexto atual, existem diversas ferramentas computacionais cujos acessos sao
gratuitos, as quais sdo Uteis para contextualizar o ensino de Quimica Farmacéutica, por meio de
aulas experimentais. Elas séo capazes de realizar os célculos de energia e a otimizagdo da

molécula estudada, além de fornecer suas propriedades fisico-quimicas, o que traz
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complementaridade ao entendimento do aspecto teérico da disciplina. A seguir, serdo
apresentados alguns softwares, bancos de dados e plataformas virtuais que foram empregados

para o desenvolvimento deste trabalho.

1.1 FERRAMENTAS COMPUTACIONAIS UTILIZADAS PARA A ELABORACAO
DAS AULAS PRATICAS

1.1.1 MarvinSketch

O MarvinSketch é um editor molecular, criado pela empresa CHEMAXON, capaz de
construir formulas moleculares e estruturais de acordo com os termos da IUPAC. Este software
é capaz de fornecer formulas estruturais planas (bidimensionais) e tridimensionais, realizar
calculos de formula e massa molecular, prever o grau de ionizacdo da molécula em pH
especifico, a partir de informacgdes de pKa de grupos funcionais obtidas na literatura e da
atribuicdo de uma forca ibnica ao meio analisado, além corrigir erros de ligacdo, dentre outras
funcBes (CHEMAXON, 2014). Uma das vantagens desta ferramenta € a possibilidade de

insercdo do cddigo SMILES da molécula no programa, reduzindo o tempo para desenha-la.

1.1.2 Avogadro

O Avogadro é um software que utiliza métodos de mecanica molecular para a
realizacdo dos célculos de energia da molécula. Ele também permite a criacdo de codigos input,
0s quais sdo utilizados por outros softwares para a realizacao de calculos por meio dos métodos
semi-empiricos, DFT e ab initio. Assim como o Marvinsketch, o Avogadro também permite a
criacdo de estruturas tridimensionais. Dessa forma, ele é bastante utilizado nas areas de Quimica
Computacional, Modelagem Molecular, Bioinformatica e areas afins (AVOGADRO, 2008).
Este software é capaz de otimizar uma estrutura tridimensional, fornecendo conformacdes

estaveis.

1.1.3 SwissADME e vNN-ADMET

SwissADME (cujo acrénimo significa Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e
Excrecdo) e VNN-ADMET (cujo acronimo significa Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo,

Excrecdo e Toxicologia) séo sites de livre acesso, capazes de indicar importantes aspectos
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acerca de propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de farmacos ou candidatos. O
SwissADME fornece descritores fisico-quimicos Uteis na previsao dos parametros de absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo e excre¢do de farmacos, como por exemplo, solubilidade, peso
molecular, violacdes da regra de Lipinski, dentre outros (SWISS INSTITUTE OF
BIOINFORMATICS, 2022). Para essa previsdo, esta plataforma utiliza treinamento de
modelos, baseado nas técnicas de fingerprint molecular. Nessa técnica, uma sequéncia de bits
padronizada codifica caracteristicas estruturais e topoldgicas da molécula analisada.
Posteriormente, a plataforma realiza comparacdes, para verificar a similaridade bidimensional
entre a molécula analisada e aquelas presentes em seu banco de dados. Com base na
similaridade observada, é possivel realizar a previsdo farmacocinética (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017).

De modo analogo ao SwissADME, o vNN-ADMET também evidencia os aspectos
farmacocinéticos de farmacos, utilizando a mesma abordagem de similaridade bidimensional.
No entanto, este apresenta a vantagem em relacdo ao primeiro pois aponta riscos de
citotoxicidade, cardiotoxicidade, mutagenicidade, interacbes com enzimas metabolizadoras,
dentre outros (SCHYMAN et al, 2017).

1.1.4 Protein Data Bank

Protein Data Bank (PDB) € um banco de dados que fornece dados moleculares
estruturais de proteinas. Foi criado em 1971, sendo disponibilizadas, naquela época, apenas sete
estruturas. Posteriormente, a cada ano, novas estruturas foram adicionadas a plataforma, sendo
hoje disponibilizadas mais de 200.000, as quais contemplam moléculas biol6gicas como DNA,
RNA e proteinas. Assim, esse banco de dados é uma peca essencial nas pesquisas e nas areas
educacionais, sobretudo aguelas que envolvem a biologia, a saude, a energia e a biotecnologia
(BURLEY et al., 2022).

Das técnicas experimentais empregadas para elucidacdo estrutural dos alvos
disponibilizados pela plataforma, destacam-se a cristalografia, espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear (RMN) e microscopia eletrénica. A cristalografia de raios-X, além de
fornecer resultados mais precisos, exibe ainda a possibilidade de explicitar o sitio-ativo. Uma
proteina, quando preparada para a analise, pode ser cristalizada juntamente a uma substancia
molecular, denominada ligante cristalografico. Se essa estrutura for um agonista ou antagonista

do alvo biomolecular, a localizacdo espacial do sitio-ativo torna-se conhecida. Como bénus, a
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base de dados PDB também prové a andlise qualitativa das interagfes intermoleculares do
ligante com os residuos de aminoacidos que compde o sitio-ativo, permitindo determinar blocos
moleculares contidos no agonista/antagonista que desempenham papel fundamental na
atividade bioldgica.

Através do PDB é possivel fazer o download de arquivos contendo a informacéao para
a estrutura tridimensional de determinada proteina, os quais podem ser abertos em softwares
especificos que sdo Uteis para sua respectiva avaliacdo tridimensional (VALLAT et al., 2023).

Um ponto importante a ser destacado, € que o PDB é referéncia em escala global
enquanto banco de dados bioldgicos, sendo amplamente empregado por educadores, estudantes,
cientistas, pesquisadores e profissionais da area médica de todos os continentes. Para que seu
uso mundial se estabelecesse, foi criado o Worldwide PDB. Basicamente, representantes de
banco de dados de cada parte do planeta, sobretudo PDBe (Europa), BMRB (América Central),
EMDB (Africa), PDBj (Jap&o), se uniram para formar um nico arquivo PDB para ser utilizado,
gratuitamente, em escala mundial (VELANKAR et al, 2021).

1.1.5 Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer (DSV) consiste num software que fornece a estrutura
tridimensional de uma proteina, através da interpretacdo de seus dados moleculares (BIOVIA,
2023), os quais sdo obtidos a partir do PDB. Neste software é possivel visualizar as interacoes
intermoleculares entre xenobidticos, como farmacos e candidatos a farmacos, e suas respectivas
macromoléculas alvo, tanto de forma bidimensional, quanto de forma tridimensional.

Nas informacdes bidimensionais fornecidas pelo aplicativo, pode-se ressaltar a cria¢ao
de um diagrama em 2D, o qual disponibiliza as interagdes intermoleculares existentes entre o
ligante e seu alvo, tais como ligacGes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas, pi-stack, dentre
outras; essa representacao bidimensional pode ser verificada através da figura 1. Além disso, o
aplicativo apresenta 0os aminoacidos participantes de tais interagdes. No que tange as
informacdes tridimensionais, o aplicativo fornece a estrutura da proteina e do ligante, sendo

este ultimo visualizado em conformacao farmacoforica.
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Figura 1 - Diagrama de intera¢6es em 2D, gerado no DS Visualizer.
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DS Visualizer também é uma ferramenta tecnoldgica que pode ser Gtil na validacdo do
método de docking molecular. A validacdo do método de docking molecular € necessaria para
verificar se a (s) ferramenta (S) computacional (ais) sdo aptas e possuem acuréria para a
realizacdo deste procedimento. Apos os calculos de energia serem feitos no processo de docking
molecular, a molécula redocada é comparada, visualmente, ao ligante original, por meio do
aplicativo. A analise critica dessa visualizacdo permite avaliar a eficiéncia do método de
reancoramento empregado. Quanto maior a variacdo da estrutura conformacional da molécula

em relacdo a estrutura do ligante original, menos eficiente foi 0 método.

1.1.6 AutoDockTools e AutoDock Vina

AutoDockTools é um software largamente utilizado no docking molecular, para a
avaliagdo da interacdo entre ligante-receptor, o qual prepara a proteina e o ligante para a
ancoramento molecular, analisando cargas e propriedades geométricas (NEHME et al, 2017).
Ja o AutoDock Vina utiliza a estrutura de ancoramento, com o docking molecular previamente
realizado, para calcular a energia de afinidade de diferentes conformacdes do ligante na
interacdo com a proteina. Similarmente a variacdo da energia livre de Gibbs, quanto mais

negativa for essa energia de afinidade, melhor a interacdo entre o ligante e o receptor. Assim,
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por meio do AutoDock Vina é possivel prever, de modo significativamente preciso, a ligacdo
entre o ligante e seu alvo (TROTT; OLSON; 2009)

1.1.7 SmartCyp

SmartCyp € uma plataforma on-line que faz a previséo in silico dos sitios moleculares
mais suscetiveis as reacoes da fase 1 de metabolismo, mediadas pelas isoenzimas do citocromo
P450, especialmente as isoformas 3A4, 2D6 e 2C9. A habilitacdo computacional deste modelo
fundamenta-se em dados experimentais provenientes da interacdo entre 475 substratos,
descritos na literatura e as isoenzimas do citocromo P450 (OLSEN et al, 2019). Utilizando
essas informacodes, 0 programa estabelece padrdes de metabolismo, os quais séo extrapolados
para a analise das caracteristicas molecularessmile — como estrutura e grupos funcionais — de
diferentes estruturas em 2D, as quais podem ser carregadas no site a partir do codigo SMILES,
do desenho da estrutura por meio de ferramentas de construcdo molecular ou através de upload
de arquivo.

ApOs as estruturas serem carregadas no site, o SmartCyp interpreta seus dados
moleculares e realiza calculos de energia — por meio da mecanica quantica, sobretudo pela
DFT — a fim de determinar a energia de ativagdo de sitios especificos das moléculas. Nesse
contexto, verifica-se que o0s sitios de menores energias de ativacdo sdo mais suscetiveis ao
metabolismo das CYPs, os quais sdo indicados, visualmente, pela plataforma. Por ndo haver a
necessidade de célculos de energia de estruturas tridimensionais, os sitios de reatividade séo
mostrados num curto intervalo de tempo, 0 que torna o programa vantajoso (RYDBERG et al,
2010)

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

A autonomia no processo de aprendizagem é essencial para a constru¢do de um ensino
eficiente e libertador. Essa autonomia pode ser conquistada através do emprego de
metodologias ativas, as quais permitem que os alunos superem a memorizacdo mecanica e
apreendam, de fato, o conhecimento real de determinado objeto de estudo (FREIRE, 2004,
p.44). Nesse sentido, a realizacao de aulas experimentais de Quimica Farmacéutica possibilita

que os estudantes sejam inseridos num contexto de aprendizado libertario.
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Sendo assim, este trabalho tem por objetivo apresentar os desdobramentos da execugéo
de um roteiro — cujas bases envolvem a aplicacdo de softwares gratuitos e sites de livre acesso
— utilizado para a realizagdo de aulas préaticas de Quimica Farmacéutica no curso de Farmacia
do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro (IFRJ), no campus

de Realengo, as quais trouxeram complementariedade ao contetdo teérico.

1.2.2 Objetivos especificos

e Descrever 0s procedimentos necessarios para a utilizagdo das ferramentas
computacionais abordadas neste trabalho. Tais procedimentos estdo descritos dispostos
em um roteiro de aula que se encontra no material anexo.

e Demonstrar que, através da ministracdo de aulas préaticas de Quimica Farmacéutica é
possivel reforgar o contetdo tedrico da disciplina.

e Permitir que o aluno, ou seja, o futuro profissional, alcance um aprendizado efetivo,

tornando-se apto e diferenciado no competitivo mercado de trabalho.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 METODOLOGIA

A metodologia empregada na realizacdo das aulas praticas de Quimica Farmacéutica
no IFRJ - Realengo se baseou na execucdo de um roteiro (vide anexo), no qual estdo contidas
as descri¢fes procedimentais necessarias para a utilizacdo dos softwares e sites previamente
mencionados. Esse roteiro estd alicercado em metodologias ativas de ensino, sendo
caracterizado por ser de facil reprodutibilidade e permitir que os alunos utilizassem as
ferramentas computacionais com autonomia.

A disciplina de QF foi estruturada em dois eixos: tedrico e pratico, sendo as aulas
praticas conduzidas apds as teoricas. As aulas do eixo pratico foram realizadas no Laboratorio
de Informatica da Instituicdo de Ensino, sendo este equipado com computadores com acesso a
internet. Além disso, os softwares utilizados em cada préatica estavam previamente instalados,
prontos para serem utilizados pelos alunos. No inicio do curso, foi informado aos alunos que
alguns softwares e sites necessitavam de cadastros para serem utilizados - sobretudo o
MarvinSketch e 0 VNN-ADMET. Assim, os educandos ja iniciaram a disciplina com as contas
nos aplicativos necessarios, o que evitou os entraves na realizacdo das praticas.

No inicio do curso, a turma foi dividida em grupos, cujo nimero de integrantes variava
entre trés e quatro. Cada grupo escolheu um farmaco, ja disponivel no mercado, para ser
estudado ao longo da disciplina. Alguns exemplos dos farmacos escolhidos pelos alunos, nessa
abordagem, sdo o Enalapril, a Cefuroxima, a Donepezila, o Haloperidol, o Olmesartan, dentre
outros. Importante destacar que, a cada semestre do curso, novos farmacos sao escolhidos para
serem trabalhados na disciplina em questdo: os farmacos aqui mencionados se constituem
apenas como exemplos. Os dados moleculares do complexo ligante-proteina de cada farmaco
escolhido estavam previamente depositados no PDB. Os codigos presentes no PDB dos
farmacos aqui exemplificados sdo: 1UZE, para o Enalapril; 1QMF, para a cefuroxima; 4EY?7,
para a Donepezila; 6LUQ, para o Haloperidol; 4ZUD, para o Olmesartan. Uma vez que esses
farmacos foram escolhidos, as aulas praticas foram conduzidas a medida em que o conteudo
tedrico tivesse sido apresentado.

Os farmacos escolhidos tiveram suas propriedades estudadas ao longo da disciplina,
por meio da utilizacdo dos softwares e sites ja abordados, sendo obtidos resultados proprios —

caracteristicos da proposta de cada programa — em cada aula. Esses resultados foram utilizados
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para a construgdo de um seminério, o qual foi apresentado ao final do curso, como parte
constitutiva dos processos avaliativos da mateéria.

A proposta do seminério era que os conteldos tedricos de QF, no contexto de
planejamento racional de farmacos, fossem utilizados para promover modificac@es estruturais
no farmaco escolhido no inicio da disciplina, a fim de trazer melhorias em seus parametros,
como farmacocineticos, farmacodinamicos, toxicoldgicos ou toxicocinéticos, dentre outros.
Esses parametros seriam aqueles apontados pelos softwares e sites utilizados em aula. Nesse
contexto, o farmaco previamente escolhido por cada grupo recebeu o designio de “prototipo”,

enquanto o fAirmaco modificado foi designado “candidato a farmaco”.

2.1.1 Conducdo das Aulas Teoricas

As aulas tedricas seguiram uma ordem que convergiu para uma construcao sequencial
de aprendizado, cujo reforco se deu com a execucdo das praticas. Cada aula tedrica apresentava,
em média, uma hora e quarenta minutos de duracdo (ou seja, dois tempos de aula de 50 min).
Importante ressaltar que, dentro de cada eixo principal da disciplina, existem sub-eixos, 0s quais
foram agrupados em diferentes aulas. Sendo assim, apesar da infinidade de assuntos inseridos
no eixo principal, tendo por objetivo tornar a aula mais detalhada, eles foram agrupados e
ensinados em aulas separadas, sequencialmente. Dentro do escopo da disciplina, os eixos
tedricos sdo: os aspectos gerais de acdo dos farmacos, o metabolismo de farmacos e as
estratégias de modificacdo molecular de moléculas ativas, o qual envolve o planejamento
racional de farmacos. Toda a disciplina tem por objetivo fornecer os fundamentos quimicos
responsaveis por elucidar a farmacologia. Sendo assim, o contetdo programatico objetiva-se
caracterizar aspectos importantes acerca da farmacocinética e farmacodinamica, e em como a

modulacdo quimica da molécula ativa pode altera-las.

2.1.1.1 Aspectos gerais de agdo dos farmacos

Este tdpico foi dividido em duas aulas, sendo uma teérica e outra pratica, nas quais
foram relembrados alguns conteddos fundamentais aprendidos nas disciplinas de Quimica
Organica do curso, sobretudo aspectos estruturais que interferem na acidez e basicidade de
compostos organicos e seus graus de ionizacdo, aspectos de hidrossolubilidade e
lipossolubilidade, analise conformacional e estereoquimica. Esses aspectos sdo essenciais para

determinar e prever o comportamento Farmacocinético e Farmacodindmico do farmaco em
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sistemas bioldgicos. Assim, nessas aulas, é possivel promover a abordagem quimica da
absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrec¢éo (sistema ADME), bem como do mecanismo de
acdo dos farmacos.

Na primeira aula, foram apresentadas as interacfes intermoleculares que podem
ocorrer entre o farmaco e seu biorreceptor, como ligacfes de hidrogénio, ibnica, z-stacking,
dentre outras, 0 que esta intimamente associado a afinidade quimica existente entre eles. Essa
interacdo é importante para determinar atividade farmacol6gica, bem como a concentragdo de
farmaco necessaria para atingir o efeito desejavel (ZASTROW, 2017, p. 19). Portanto, este
conteudo estd intimamente associado a farmacodinamica, subarea da farmacologia a qual
determina o mecanismo de acdo de substancias ativas. Além disso, foram verificados aspectos
associados a solubilidade dos compostos de interesse, sendo esse fator importante na
determinacédo de seus coeficientes de particdo e, consequentemente, sua absorgdo e excrecao
(LINARDI et al, 2016, p.6). Também, em consonancia a esses aspectos cinéticos, foram
abordadas as previsdes de ionizacao de farmacos em determinado meio bioldgico, levando em
consideracdo o pH especifico daquele compartimento corporal e a natureza quimica da
molécula. Por fim, o Gltimo tépico rememorado foi a estereoquimica e a analise conformacional
de moléculas ativas. Estes sdo importantes fatores para determinar a relagéo estrutura-atividade,
uma vez que a conformacéo estrutural da molécula e a exposicao de seus sitios farmacoforicos
regem a interacdo com seu biorreceptor, determinando, assim, a atividade farmacoldgica
(ALMEIDA et al, 2010).

2.1.1.2 Metabolismo de Farmacos

As aulas de Metabolismo foram divididas em duas, com o intuito de abordar as reacdes
metabdlicas de Fase | e de Fase Il, bem como os compartimentos corporais em que elas
ocorrem. Em cada aula foram demonstrados, minuciosamente, os mecanismos referentes as
reacdes quimicas ensinadas.

As reacdes de Fase | sdo aquelas responsaveis por tornar a molécula do farmaco mais
hidrossoluvel a fim de que esta tenha sua excrecdo facilitada, sendo elas mediadas por enzimas
microssomais do citocromo P450 de células hepéticas (LINARD et al, 2016, p.13). A esse
respeito, nas aulas sdo abordadas as reacbes de oxidacéo, hidrolise, redugdo e desalquilagéo,
mediadas pelas enzimas microssomais do figado. Além disso, também sdo abordadas as reagdes
catalisadas por oxidoredutases mitocondriais ou citoplasmaticas, como MAO

(monoaminoxidase), ADH (alcool desidrogenase) e ALDH (aldeido desidrogenase).
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As reacOes de fase Il — conhecidas, também, como rea¢Bes de conjugacdo —
consistem em reacGes nas quais enzimas, do género transferases, conjugam os metabdlitos
oriundos das reacBes de fase I, ou xenobidticos ndo metabolizados, mas que tenham
originalmente em sua estrutura as funcbes -OH, NH2, -SH, -COOH, a moléculas de elevada
hidrossolubilidade, por exemplo, sulfato e acido glicurbnico, dando origem a um produto
denominado conjugado, o qual adquire maior hidrofilicidade para ser excretado por via renal.
(CORREIA, 2016, p. 53). Além disso, as reacdes de conjugacdo, sobretudo a conjugacéo a
glutationa, apresentam papel chave na protecdo celular, uma vez que séo capazes de inativar
metabolitos tdxicos, dentre eles os Oxidos de areno, que apresentam potencial de causar
toxicidade organica e carcinogénese (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

Tanto as reacOes de Fase I, quanto as de Fase Il, séo essenciais para a compreenséo de
aspectos toxicologicos. Quando algum desses mecanismos reacionais se encontram deficientes,
seja por sobrecarga de vias reacionais, seja por desencadeamento genético, o farmaco tera seu
metabolismo afetado, o que pode provocar lesdes em estruturas bioldgicas. Por exemplo, o
mecanismo de conjugacdo da glutationa é saturavel e determinado pela concentracdo de
glutationa presente no organismo. Assim, se muitos metabdlitos eletrofilicos forem gerados a
partir das reacoes de fase I, € possivel que o organismo nédo tenha capacidade de prosseguir com
as inativacdes de modo eficiente, o que pode levar ao comprometimento de estruturas corpéreas
(CORREIA, 2016, p. 54).

2.1.1.3 Planejamento racional de candidatos a farmacos a partir de estratégias de

modificacdo molecular

As aulas tedricas referentes ao planejamento racional de farmacos foram divididas em
duas e tiveram por objetivo definir o conceito do planejamento racional de farmacos, bem como
apresentar a abordagem fisioldgica na qual este se fundamenta. Em seguida, foram ensinadas
as principais estratégias de modificacdo molecular, utilizadas na atualidade para o desenho de
novas moléculas ativas.

O planejamento racional de farmacos é alicercado na Quimica Medicinal, no qual
parametros que relacionam a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica pelas origens
moleculares pelas sdo utilizados para o delineamento de novas moléculas ativas (GUIDO;
ANDRICOPULO, 2008). No contexto atual, o planejamento racional de farmacos envolve uma
abordagem fisioldgica, a qual requer o conhecimento prévio do processo fisiopatoldgico de

determinada doenca. Conhecendo tal processo, é possivel determinar corretamente o melhor
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alvo terapéutico para o medicamento desenvolvido, além de estabelecer seu respectivo
mecanismo de acao farmacoldgica (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

O alvo terapéutico escolhido para o farmaco em desenvolvimento pode ser uma enzima
ou um biorreceptor, cujas estruturas moleculares podem ser ja elucidadas ou ndo. Quando a
estrutura tridimensional do alvo molecular ja é conhecida, é possivel delinear farmacos que
inibem ou ativam enzimas, bem como agonistas ou antagonistas de receptores. I1sso se da a
partir de processos de complementaridade molecular planejada, na qual o conhecimento da
estrutura quimica e tridimensional de um alvo molecular fundamenta estratégias de modelagem
e permite a criagdo de uma molécula ativa de carater especifico (NAMBA,; DA SILVA; DA
SILVA, 2008).

Por outro lado, quando a estrutura tridimensional do alvo molecular ndo é conhecida,
0 planejamento do farmaco se baseia na estrutura da molécula enddgena envolvida na
fisiopatologia estudada. Nessa conjuntura, o substrato natural da enzima, ou o0 agonista natural
do receptor escolhido como alvo terapéutico, servem como modelos moleculares para a
estruturacdo de um novo analogo ativo (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Apo0s a apresentacdo desses conceitos, foram ensinadas as principais estratégias de
modificacdo molecular, as quais objetivam alterar a estrutura de uma molécula ativa, tendo por
finalidade alcancar melhorias aspectos farmacocinéticos ou farmacodinamicos especificos, sem
comprometer seu efeito farmacologico, ou seja, preservando seus grupamentos farmacoforicos.
As aulas abordaram as seguintes possibilidades de modificacdo: simplificacéo, hibridacdo e
latenciacdo molecular, aléem do bioisosterismo e das alteracdes baseadas nas séries congéneres.
Essas séries consistem em um sistema padronizado de moléculas, cujas semelhangas estruturais
e propriedades associadas a efeitos estéricos e eletrostaticos acarretam em similaridade
tridimensional, refletindo em atividades bioldgicas semelhantes (CORMANICH; NUNES;
FREITAS, 2012).

Com esses conhecimentos, os alunos obtiveram os embasamentos tedricos necessarios
para sugerir alteracdes estruturais em moléculas ativas ja presentes no mercado. Dessa forma,
nas aulas praticas que se prosseguiram apés as teoricas, 0s alunos foram desafiados a criar
candidatos a farmaco com melhores propriedades farmacocinéticas e/ou farmacodinamicas em
relagdo ao farmaco protétipo, utilizando para isso as estratégias de modificagdo molecular

abordadas em aula.
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2.1.2 Conducéo das Aulas Préticas

As aulas préaticas eram realizadas no terceiro tempo da disciplina, em complementacéo
ao contelido tedrico previamente exposto. O tempo de duracdo era, em média, de 50 minutos.
No planejamento da disciplina, cinco aulas praticas foram separadas para que os professores
ensinassem aos alunos como utilizar as ferramentas computacionais aqui abordadas. A primeira
aula envolveu o manuseio do MarvinSketch, do Avogadro, do SwissADME e do vNN-
ADMET. Ja na segunda aula, foi explicado o uso do SmartCyp. Por fim, na terceira, na quarta
e na quinta aulas, os alunos aprenderam a utilizar o Discovery Studio Visualizer, o
AutoDockTools e o AutoDock Vina. Conforme abordado, esse ensino foi mediado através da
execucdo de um roteiro (o qual estd disponivel no anexo deste trabalho) que continha os
procedimentos necessarios para a manipulacdo dos sites e dos softwares apresentados. Para fins
de contextualizacdo deste trabalho, serdo apresentadas as metodologias e os resultados
referentes ao farmaco Cefuroxima, estudado por um dos grupos no semestre de 2022.1, cujo

cddigo do complexo ligante-proteina depositado no PDB ¢ “1 QMF”.

2.1.2.1 Utilizacdo do MarvinSketch, Avogadro, SwissADME e VNN-ADMET

O MarvinSketch foi o programa responsavel por inaugurar a sequéncia de aulas
praticas do curso, estando no escopo da primeira aula pratica, juntamente ao Avogadro,
SmartCyp, SwissADME e VNN-ADMET. Esses programas e sites foram utilizados com o
propdsito de trazer o reforco do contetdo tedrico da aula de Aspectos Gerais de Ac¢do dos
Farmacos.

Inicialmente, o0 MarvinSketch, em sua versdo 23.16, foi utilizado para que os alunos
tivessem o primeiro contato com as ferramentas de desenho molecular disponibilizadas pelo
software, 0 que permitiu que os estudantes visualizassem a estrutura bidimensional dos
farmacos estudados. Além disso, por meio da utilizacdo de alguns recursos disponibilizados
pelo programa, verificou-se a ionizagdo do farmaco em diversos compartimentos bioldgicos, 0s
quais possuem diferentes potenciais hidrogeniénicos (pH) em seus meios. Assim, os farmacos
estudados tiveram suas estruturas analisadas nos pHs estomacal, intestinal e sanguineo.
Portanto, nessa aproximacdo inicial, foi possivel verificar o reforco das aulas tedricas em que
foram abordados como os aspectos de acidez e basicidade afetam a ionizagdo dos farmacos e,
consequentemente, sua absorcao e biodisponibilidade.

Também fazendo parte da primeira aula pratica, o0 Avogadro, em sua versdo 1.2.0, foi

utilizado para que os alunos verificassem, de modo visual, os aspectos de analise
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conformacional envolvidos na diminuicdo da energia de uma molécula para sua possivel
acomodacdo em um sitio de um alvo biomacromolecular. Mesmo levando em consideracdo 0s
valores de comprimentos de ligacdo, angulo e angulo diedro fornecidos pela literatura, a
construcao de estruturas tridimensionais nos softwares de desenho e visualizacédo dificilmente
fornece uma estrutura quimica estavel. Durante o processo de constru¢do molecular, eventuais
distorcBes na estrutura podem ocorrer. Sendo assim, com o intuito de encontrar conformacées
de menor energia, cada grupo utilizou o software Avogadro para otimizar a geometria do
respectivo farmaco no método de mecéanica molecular sob o campo de for¢ca UFF (do inglés
Universal Force Field) (RAPPE et al, 1992). Vale ressaltar que para a otimizagdo foi levada
em consideracéo a ionizacéo do farmaco em pH 7,4, conforme previsto no MarvinSketch.

Finalmente, o SwissADME e o VNN-ADMET foram utilizados para finalizar a
primeira aula pratica. Nestas plataformas, os alunos avaliaram propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas dos compostos estudados, com a diferenca de que no VNN-ADMET foram
disponibilizados alguns pardmetros de toxicidade. A prética que envolveu a utilizacdo desses
sites também se complementou ao reforco do contetido de aspectos gerais de acdo dos farmacos.

O SwissADME é capaz de fornecer parametros associados a absorcao (como o Log P,
que consiste no coeficiente de particdo 6leo em agua de dada substancia, além da superficie
polar total e seu peso molecular), metabolizacdo (como inibicdo de CYPSs) e excre¢do (como
solubilidade em agua, o que é preditivo para indicar eliminacdo por via renal) de determinada
molécula. Além disso, a plataforma disponibiliza, em forma gréafica, um radar que indica
biodisponibilidade oral de determinado farmaco, bem como sua capacidade de atravessar a
barreira hematoencefélica. J& a plataforma vNN-ADMET foi utilizada pelos alunos para fins
comparativos, sobretudo em relacdo as informacbes sobre toxicidade, ndo dispostas no
SwissADME.

Uma vez que os alunos tiveram acesso as propriedades elencadas por ambas as
plataformas, eles preencheram as tabelas disponibilizadas pelos professores no material
suplementar. O intuito do preenchimento dessas tabelas foi discutir como as propriedades
fisico-quimicas impactam nos pardmetros de biodisponibilidade, de absorc¢do e de toxicidade
apresentados pelo farmaco. Por meio da avaliagdo minuciosa dessas propriedades, os alunos
buscaram estabelecer uma relagdo entre o perfil quimico da estrutura da molécula ativa e os

padrdes fornecidos pela ferramenta digital.
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2.1.2.2 Utilizag@o do SmartCyp

Esse site foi utilizado na realizacdo da segunda aula pratica, cujo principal objetivo foi
reforcar as aulas tedricas de metabolismo dos farmacos. Como j& fora abordado, o SmartCyp
indica os sitios da molécula mais suscetiveis a sofrerem a acdo das enzimas microssomais de
fase 1, CYP3A4, 2D6 e 2C9. Por meio da utilizagdo do SmartCyp, os alunos foram incitados a
exercitar os mecanismos de reacdo aprendidos na aula tedrica, tendo como base os sitios
indicados pela ferramenta on-line, sugerindo o tipo de rea¢do a ocorrer, COmMo Seu mecanismo

se prossegue e, por fim, qual o metabdlito gerado a partir dela.

2.1.2.3 Utilizagéo do Discovery Studio Visualizer, AutoDockTools e AutoDock Vina

As aulas praticas que envolveram o uso destes softwares tiveram por finalidade realizar
o docking molecular, ou ancoramento molecular, do farmaco e dos candidatos propostos com a
proteina alvo. Esses softwares fizeram parte do escopo da terceira, da quarta e da quinta aula
pratica do curso. Na terceira, foram utilizados apenas o PDB e o Discovery Studio Visualizer,
em sua versdo 3.0. J& na quarta e na quinta aula foram utilizados todos os programas elencados
nesta se¢do, sendo o Autodock Tools empregado na verséo 1.5.7 e o Autodock Vina na versao
1.1.2. Importante ressaltar que mesmo apés terem aprendido a realizacdo do docking molecular
por meio dessas ferramentas, os alunos continuaram utilizando estes softwares para obterem os
dados necessarios para a realizacdo do seminario.

Sob uma primeira andlise, os alunos aprenderam a utilizar o banco de dados Protein
Data Bank, PDB, pesquisando o complexo proteina-ligante cristalografico. Ap6s o download
do complexo ligante-proteina, seus respectivos dados moleculares foram submetidos ao
software Discovery Studio Visualizer, no qual os alunos puderam visualizar a estrutura
tridimensional da proteina-alvo e da molécula do ligante cristalogréfico, estando este ancorado
no sitio ativo correspondente, levando em consideracdo as interacGes intermoleculares
responsaveis pela formacdo desse complexo ligante-proteina. Com o intuito de realizar o
reancoramento molecular para a validacdo da metodologia, analisar as propriedades
geomeétricas (sobreposicdo com o ligante cristalogréfico e interacbes com os residuos de
aminoacidos) e determinar a energia interacdo proteina-ligante, a proteina foi separada de seu
ligante cristalografico e ambos foram conduzidos ao AutoDockTools.

No AutoDockTools, a proteina e o ligante foram preparados para o docking molecular
através da adigédo de cargas e andlise das tor¢des do ligante. Em seguida, foi criada a Grid Box,

uma caixa tridimensional centralizada no ligante, que expressa as dimensdes e coordenadas de
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localizacdo do sitio ativo. Essa Grid Box é o espaco de varredura em que o ligante possui sua
estrutura alterada buscando interacGes com os residuos de aminoacido do sitio ativo.

Tendo o conhecimento das dimensdes e das coordenadas da Grid Box, foi possivel
utilizar o software AutoDock Vina para o reancoramento do ligante cristalografico. O software
realizou calculos de energia para diferentes conférmeros estruturais do ligante e ao fim do
processo forneceu diferentes valores de energia de interacdo referente a cada conformacéo do
ligante ancorado. A energia foi avaliada em parametros de energia de afinidade, a qual possui
associacdo a energia livre de Gibbs: quanto mais negativa a energia envolvida na ligacéo, maior
a afinidade pelo ligante.

Posteriormente, os diferentes conférmeros do ligante obtidos apos o procedimento de
docking molecular, foram direcionados ao Discovery Studio Visualizer e inseridos no sitio ativo
do complexo proteina-ligante cristalografico, onde foi qualitativamente avaliada a sobreposicéao
entre atomos e ligacGes de ligante reancorado-ligante cristalogréfico.

A metodologia foi validada pela obtencdo de um ligante reancorado e devidamente
sobreposto ao ligante cristalografico, nas dimensdes e coordenadas do espaco de varredura para
a ancoragem molecular (Grid Box) utilizada. Além da validagdo do método, foram observadas
se as interacdes intermoleculares entre ligante redocado e proteina se assemelhavam as
interagdes entre ligante cristalogréfico e os aminoécidos presentes no sitio ativo.

Vale ressaltar que a mesma Grid Box foi utilizada nas etapas posteriores para
ancoramento dos candidatos. Nessa conjuntura, os alunos puderam relembrar alguns assuntos
verificados nas aulas de aspectos gerais de acdo dos farmacos, sobretudo as interacdes
intermoleculares responsaveis pela acomodacgdo do farmaco no sitio ativo de sua proteina. As
informac@es obtidas através dessa aula foram utilizadas nas aulas subsequentes, sobretudo nas
aulas praticas que visavam a realizacdo das estratégias de modificacdo molecular para a

construcao do candidato.

2.2  RESULTADOS E DISCUSSAO

Como ja abordado, no inicio do curso os alunos escolheram um farmaco para ser
estudado ao longo da disciplina, tendo por objetivo avaliar suas propriedades fisico-quimicas e
estruturais através das ferramentas computacionais aqui elencadas. Posteriormente, 0s
resultados desse estudo foram utilizados para a elaboracdo de um seminario, apresentado no

final do periodo. Nesse sentido, para fins de contextualizacéo, os resultados aqui apresentados
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sdo referentes aqueles obtidos pelo grupo cujos alunos escolheram a Cefuroxima, cujo cédigo
depositado no PDB ¢ 1QMF.

2.2.1 Interpretacdes Feitas Pelos Alunos: O Caso da Cefuroxima

A Cefuroxima é um antimicrobiano pertencente a classe das cefalosporinas de segunda
geracdo, sendo amplamente prescrita para o tratamento de infeccdes do trato respiratorio
superior. Estruturalmente, as cefalosporinas sao classificadas como beta-lactamicos (Conforme
indicado nos anéis A e B, demonstrados na figura 2) e sdo derivadas do acido 7-
aminocefalosporanico. O anel beta-lactdmico é o grupamento farmacoférico dessa classe de
medicamentos, sendo responsavel por mediar os efeitos terapéuticos (DECK; WINSTON,
2016).

Figura 2 - Estrutura do Acido 7- aminocefalosporanico

Cefalosporina

COOH

Acido 7-aminocefalosporinico substituido

Fonte: KATZUNG (2016, p. 791).

A Cefuroxima é comercializada na forma de pro-farmaco. Estes se constituem como
compostos farmacologicamente inativos que, ao serem metabolizados, produzem metabdlitos
com potente acdo farmacologica (LINARDI et al 2016). Em geral, as cefalosporinas a partir da
segunda geracdo apresentam elevada hidrossolubilidade, o que prejudica sua absorcdo
gastrointestinal e torna a administracdo oral dificultada (PATRICK, 2005). Nesse sentido,
foram sintetizados indmeros pro-farmacos da classe das cefalosporinas, tendo como
caracteristica comum sua esterificacio em esteres duplos, conforme indicado na
Axetilcefuroxima, na Cefpodoxima proxetil e no Cefetamet pivoxil (Fuchs, 2007). Em geral,

essas esterificacdes trouxeram aumento de lipofilia para as moléculas, o que permitiu
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otimizagdo de sua biodisponibilidade por via de administragéo oral (PARISE et al, 2010). Para
que a Cefuroxima fosse reestruturada na forma de pro-farmaco, o &cido carboxilico presente no

anel A (vide figura 3), foi esterificado. A molécula esterificada é a Axetilcefuroxima.

Figura 3 - Estrutura do pro-farmaco axetilcefuroxima

Fonte: LGC (2023).

Por se tratar de um pro-farmaco, para que a Axetilcefuroxima se converta em sua forma
ativa, ela sofre a acdo de enzimas denominadas esterases as quais podem estar presentes no
intestino, no figado e no sangue. Com a acdo dessas esterases, a Axetilcefuroxima se converte
em sua forma ativa, ou seja, a Cefuroxima (PARISE FILHO et al, 2010). Um dos mecanismos

de acdo sugeridos para a acao dessas esterases pode ser observado na figura 4.
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Figura 4 - Conversdo da Axetilcefuroxima em sua forma ativa, a Cefuroxima, pela acdo das esterases
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Fonte: PARISE FILHO et al. (2010).

Durante a realizacéo do estudo do farmaco protdtipo, os alunos pertencentes ao grupo
que escolheu a Cefuroxima decidiram investigar, se as informacdes trazidas pela literatura, no
que diz respeito a esterificagdo com consequente biodisponibilidade desta molécula, se atrelam
aos parametros fornecidos pelas ferramentas computacionais utilizadas em aula. Assim, 0s
alunos submeteram as estruturas do farmaco e do pro-farmaco ao SwissADME e posteriormente
compararam 0s resultados. Para isso, foram utilizados os cddigos SMILES de ambas as
estruturas, os quais estéo disponiveis no PubChem. A primeira propriedade avaliada, por meio
do SwissADME, foi a biodisponibilidade das moléculas, por meio do radar fornecido pela
plataforma. Os resultados do radar obtido para a Cefuroxima e para Axetilcefuroxima estéo

demonstrados nas figuras 5 e 6, respectivamente.



Figura 5 - Resultados obtidos para a molécula de Cefuroxima néo esterificada.
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Figura 6 - Resultados obtidos para a molécula de Axetilcefuroxima.
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O radar fornecido pelo SwissADME considera 6 parametros para fornecer a predicao
da biodisponibilidade, sendo eles: o tamanho, indicado por SIZE; a polaridade, indicada em
POLAR; o numero de ligagdes rotacionaveis, indicado em FLEX; a lipossolubilidade, indicada
em LIPO; a solubilidade, indicada em INSOLU; e as ligaces insaturadas, indicadas em
INSATU. Com base nesses parametros, a plataforma constréi uma area rosa, a qual representa
a predicdo de uma faixa ideal para que o farmaco possua biodisponibilidade adequada. O
tamanho é avaliado em funcéo do peso molecular, o qual deve variar entre 150 e 500g/mol. A
polaridade € avaliada em funcao da area de superficie polar total, a qual deve variar entre 20 e
130 A2, A lipossolubilidade, dada em func&o dos valores de XLOGP3 deve estar entre -0,7 e
+5,0. O nimero de ligacdes rotacionaveis nao deve ultrapassar 9 e a solubilidade da molécula,
expressa em termos de LogS, ndo deve ser maior que 6. Por fim, os valores de insaturacdo sao
expressos na fracdo de carbonos sp3 na molécula, os quais ndo devem ser inferiores a 0,25. A
violagdo de algum desses valores confere a saida da area rosa do radar, o que prediz impactos
negativos na biodisponibilidade da molécula avaliada (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Conforme observado em seu respectivo radar da biodisponibilidade, a molécula da
Cefuroxima viola a polaridade méaxima permitida pelos pardmetros de predicdo do
SwissADME, o que a faz sair da area do radar, indicando baixa biodisponibilidade por via oral.
A molécula de Axetilcefuroxima também apresenta violaces deste radar, mas por dois fatores:
polaridade e nimero de ligacdes rotacionaveis, indicados em FLEX. Nesse sentido, de acordo
com a indicacao da plataforma, esperaria-se que a biodisponibilidade da molécula esterificada
fosse menor. No entanto, a biodisponibilidade oral da Axetilcefuroxima é maior em relacéo ao
seu composto de origem (LANG; MORELAND; DAVEY, 1990). Além disso, ndo existem
evidéncias de que a Cefuroxima, néo esterificada, possua absorcdo oral (FOORD, 1976). Nesse
sentido, os alunos depreenderam que, por se tratar de uma ferramenta de predi¢do, nem sempre
é possivel correlacionar seus resultados com aquilo verificado em estudos experimentais, uma
vez que as predigdes utilizam célculos e algoritmos baseados em modelos pré-estabelecidos.

Como o SwissADME ndo trouxe as respostas esperadas para 0s parametros de
biodisponibilidade, os alunos decidiram avaliar os valores de lipossolubilidade fornecidos pela
plataforma, uma vez que esta estd atrelada a absorcdo, que por sua vez determina a
biodisponibilidade do xenobidtico administrado, sobretudo em via oral (COZZOLINO, 1997).
A esterificacdo culminou em diferentes valores de Log P para as moléculas analisadas, os quais
estdo indicados nas figuras 7 e 8, pertencentes a Cefuroxima e a Axetilcefuroxima,
respectivamente. No caso da Axetilcefuroxima, houve um aumento do Log P, o que indica que

houve aumento de sua lipofilicidade. Conforme visto nas aulas tedricas de aspectos gerais de
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acdo dos farmacos, a lipofilicidade é um importante fator nos processos absortivos, uma vez
que permite a solubilizacdo do farmaco na camada lipidica e facilita a passagem pelas
membranas celulares (LINARDI et al, 2016, p.6). Dessa forma, os alunos concluiram que a
esterificacdo foi realizada para aumentar a lipossolubilidade da Cefuroxima, otimizando sua

absorcéo intestinal.

Figura 7 - Log P da Cefuroxima

Lipophilicity
Log P, (LOGP) 2.04
Log P, (XLOGP3) -0.16
Log P, (WLOGP) -0.92
Log P, (MLOGP) 1.27
Log Py, (SILICOS-IT) -0.97
Consensus Log Py, -0.25

Fonte: A Autora (2023).

Figura 8 - Log P da Axetilcefuroxima

Lipophilicity
Log Py, (ILOGP) 277
Log P, (XLOGP3) 0.89
Log P, (WLOGP) -0.55
Log Py, (MLOGP) -1.08
Log P, (SILICOS-IT) -0.26
Consensus Log Py, 0.35

Fonte: A Autora (2023).

Além das propriedades farmacocinéticas avaliadas no SwissADME, os alunos

verificaram os parametros do farmaco prototipo fornecidos pelo VNN-ADMET e pelo
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SmartCyp. No VNN- ADMET, foram fornecidos pardmetros associados a lesfes hepaticas,
inibicdo de enzimas microssomais, interacdo com transportadores de membrana, dentre outros.
Ja no SmartCyp, foram indicados os sitios moleculares mais suscetiveis ao metabolismo das
enzimas do citocromo P450. A Figura 9 mostra o resultado fornecido pelo VYNN-ADMET para

o farmaco protétipo Axetilcefuroxima.

Figura 9 - Predicdo fornecida pelo vYNN-ADMET

« ADMET PREDICTIONS
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Fonte: A Autora (2023).

A predicdo fornecida pelo VNN-ADMET indicou que o protdtipo apresenta
possibilidade de causar danos hepaticos, conforme visto na cor vermelha e na palavra “yes”,
que significa “sim”, indicada em DILI (do inglés Drug-Induced Liver Injury). Clinicamente, as
Cefalosporinas de segunda geracdo tém sido associadas a recorréncia de danos hepéticos, sendo
comum o aparecimento desses efeitos apds 3 semanas da exposi¢do aos medicamentos da classe
(SIPOS et al, 2021). Segundo Zhang et al (2013), a toxicidade das Cefalosporinas — como a
Axetilcefuroxima — esta associada aos grupos funcionais do Carbono 3 e 7 do acido 7-
aminocefalosporanico. Apds analisarem a estrutura da molécula, os alunos verificaram a
presenca de um grupamento furano. Conforme elencado na aula de metabolismo dos farmacos,
o furano pode sofrer rea¢Ges de oxidagdo por meio das enzimas do citocromo P450, originando
um composto aldeidico insaturado, o qual apresenta capacidade de causar danos hepéticos
(GATES; PETERSON, 2012). Nesse sentido, os alunos associaram a hepatotoxicidade induzida
ao carater eletrofilico da molécula possivelmente formada a partir do metabolismo do furano.
Apesar dessa associacdo realizada pelos estudantes, na literatura ainda ndo é descrito o

mecanismo molecular responsavel pelos danos hepéticos causados pela Axetilcefuroxima.
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O SmartCyp foi utilizado para a previsdo dos sitios moleculares do protétipo em que
existem as maiores probabilidades de metabolizacdo pelas CYPs 3A4, 2D6 e 2C9. Esse
resultado pode ser observado na figura 10. Ao analisarem as probabilidades indicadas pelo site,
os alunos notaram que o0s atomos com maiores chances de metabolizacdo possuiam
caracteristicas favordveis a oxidacdo. Isso foi observado na existéncia de heterodtomos em
anéis, os quais apresentam pares de elétrons livres suscetiveis a oxidagdo. Além disso, um dos
atomos evidenciados se encontrava na extremidade da molécula. Assim, houve a associacao de
que as caracteristicas eletronicas favoraveis e areducdo do impedimento estérico nessas regides
facilitaria a interacdo entre a enzima metabolizadora e a molécula analisada.

Além disso, os estudantes também utilizaram esses resultados para exercitarem 0s
mecanismos de acdo das reagdes de metabolismo, aprendidos nas aulas tedricas. Com base no
sitio indicado pelo SmartCyp, os alunos presumiram que o carbono 25, indicado pela cor
amarela, poderia sofrer O-desalquilacéo. O carbono 29, em laranja, seria passivel de sofrer uma
oxidacao e o enxofre, indicado na posicdo 13 em vermelho, poderia sofrer S-oxidacdo. Embora
o SmartCyp descreva suscetibilidade de metabolizacdo em determinados sitios da molécula, a
Cefuroxima, originada a partir do pro-farmaco Axetilcefuroxima, é excretada de forma

inalterada pela urina (American Society of Health-System Pharmacists, 2013).

Figura 10 - Ordem de reatividade dos sitios para 0 metabolismo da CYP3A4
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Legenda: Nessa imagem é possivel verificar que, para essa isoforma da CYP, o enxofre é o atomo preferencial de
metabolismo, seguido do C29 e do C25. Fonte: A Autora (2023).

Apos a avaliacdo das propriedades do protétipo, os alunos iniciaram o delineamento
das modificacdes estruturais a serem realizadas. Essas modificacGes foram realizadas tanto na

molécula ativa, ou seja, a Cefuroxima, quanto na molécula esterificada, ou seja, a



36

Axetilcefuroxima. A Cefuroxima é a forma ativa do farmaco, responsavel por interagir com a
proteina e desempenhar a resposta farmacoldgica. Sendo assim, as modificacdes realizadas na
molécula ativa visavam sua posterior comparacdo, em termos de ancoramento, com o ligante
original (protdtipo). Nesse contexto, a utilizacdo da molécula esterificada traria interagdes
intermoleculares que prejudicariam a andlise dos aspectos que regem a farmacodinamica.
Apesar disso, em termos de avaliacdo farmacocinética, manter a esterificacdo foi importante,
uma vez que esta esterificacdo tem um papel importante associado a biodisponibilidade do
prototipo, propriedade a qual teve de ser extrapolada para o candidato.

Para as modificacOes realizadas, foi considerado, primeiramente, propriedades
farmacocinéticas. Foi verificado que a molécula de partida, apesar de estar em sua forma
esterificada, apresentava lipossolubilidade muito baixa, o que reduz sua biodisponibilidade.
Isso € indicado em seu grafico Boiled Egg, fornecido pelo SmartCyp, o qual estd demonstrado
na figura 11. Sendo assim, uma das alteragcdes sugeridas pelos alunos envolveram o aumento
da lipofilicidade da molécula, a qual poderia acarretar em melhorias nos padrBes

farmacocinéticos que se atrelam a absorcdo e a biodisponibilidade.

Figura 11 - Grafico Boiled Egg da Axetilcefuroxima
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Legenda: Sua biodisponibilidade oral é infima ao ponto de ndo assumir valores mensuraveis pelas coordenadas
deste grafico, indicado pelo SwissADME. Fonte: A Autora (2023).
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Embora as modificagdes estruturais na Axetilcefuroxima objetivassem melhorias em
suas propriedades farmacocinéticas que envolvem a absorcdo e biodisponibilidade, elas
deveriam ser realizadas sem impactar no comprometimento da atividade farmacodinamica.
Nesse sentido, os alunos tiveram de avaliar aspectos importantes que regem essa atividade,
sobretudo em relacdo a forma ativa da Axetilcefuroxima: a Cefuroxima. Os aspectos analisados
envolveram a acomodacdo do farmaco no biorreceptor e as intera¢fes intermoleculares de
grupos farmacofdricos e auxoforicos com a proteina alvo. Para avaliarem essas propriedades
atraves das ferramentas computacionais, os alunos tiveram de realizar, primeiramente, a
validagdo do procedimento de docking molecular para molécula de Cefuroxima. A andlise da
atividade farmacoldgica da molécula ativa foi feita com base na Grid Box e no diagrama de
interacdes em 2D gerado para a Cefuroxima a partir de seu docking molecular, disponibilizado
pelo DS Visualizer.

Para iniciarem o procedimento, o complexo ligante-proteina da Cefuroxima, oriundo
do PDB, foi alocado no DS Visualizer e em seguida o ligante foi separado da proteina. O ligante
extraido foi submetido ao Autodocktools, para que se escolhesse a opcdo do ligante rigido, e
posteriormente foi salvo em arquivo PDBqt. No mesmo programa, as dimensdes do ligante
foram avaliadas através da construcdo da Grid Box. Como esta caixa indica as dimensfes do
sitio da proteina responsavel pela acomodacdo do ligante, o candidato a farmaco, desenhado
pelos alunos a partir do prototipo, teve de manter volume adequado, para que coubesse no sitio
da molécula alvo, uma vez que a ndo conformidade aos padrdes da caixa indicariam que a
molécula sugerida ndo se acomodaria ao biorreceptor. As dimensdes da Grid Box construida

para o ligante Cefuroxima podem ser observadas na figura 12.
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Figura 12 - Dimensdes da Grid Box obtida para a molécula da Axetilcefuroxima
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Fonte: A Autora (2023).

Uma vez obtidas as dimensdes da Grid Box, os alunos realizaram os célculos de
energia do ligante através do Autodock vina. Esses calculos geraram um arquivo de saida, em
formato PDBqt, o qual foi convertido em formato PDB e, por fim, foi aberto no Discovery
Studio Visualizer. Nesse programa, os alunos visualizaram se o procedimento de docking
molecular foi bem sucedido, tendo em vista a sobreposi¢do do ligante original ao ligante
redocado. Na figura 13 pode ser observado o resultado do docking molecular para o ligante
Cefuroxima. Nesse resultado, o ligante redocado que teve melhor sobreposi¢do com o ligante
original foi o quarto conférmero fornecido pelo Autodock vina, marcado em amarelo no canto

esquerdo da figura 13.
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Figura 13 - Sobreposicéo do ligante redocado, em amarelo, comparado ao ligante original, colorido
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Fonte: A Autora (2023).

Além da validacdo do procedimento de docking molecular, os alunos obtiveram, a
partir do DS Visualizer, as informacfes que correspondem as interacdes intermoleculares
responsaveis pela atividade farmacologica da Cefuroxima, bem como sua afinidade com o seu
biorreceptor. Isso foi verificado através do diagrama de interagdes intermoleculares em 2D,
gerado no aplicativo, o qual esta expresso na figura 14. Segundo o Diagrama 2D gerado pelo
DS Visualizer, o anel beta-lactdmico (grupo farmacoférico) da Cefuroxima interage com
residuos de valina (A:423), treonina (A:665) e arginina (A:426), através de interacGes z-alquil,
alquil e ponte salina, respectivamente. Ja os grupos auxoféricos incluem o furano, o qual
interage com o aminoacido leucina (A437) por meio de uma interacdo pi-alquil, e a amida
presente na extremidade, que interage com o aminoacido prolina (A:424) através de uma

ligacdo de hidrogénio.



Figura 14 - Diagrama de intera¢cdes em 2D da Cefuroxima e sua molécula alvo
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Fonte: A Autora (2023).

Apdbs o entendimento das interagdes intermoleculares e os aspectos espaciais que
regiam a farmacodindmica envolvida no processo de interacdo da Cefuroxima com seu
biorreceptor, além da compreensdo dos padrdes farmacocinéticos do farmaco protétipo, os
alunos partiram para o exercicio pratico das modificagdes estruturais. Os professores sugeriram
que os alunos criassem 3 candidatos, a partir das estratégias expostas nas aulas tedricas, como
bioisosterismo classico, ndo classico, ou simplificacdo. As modificacdes estruturais sugeridas
pelos alunos para a Cefuroxima envolveram: | - substituicdo do furano pelo imidazol, o que
constitui um bioisosterismo classico entre anéis aromaticos, obtendo-se o Candidato I; Il -
substituicdo fungdo amida do carbono 7 da Cefuroxima por uma sulfonamida, que constitui um
bioisosterismo ndo classico, obtendo-se o Candidato I1; 111 - substituicdo do grupamento amida
da extremidade, do carbono 3 substituido, por uma metila, que constitui uma simplificacéo,
obtendo-se o Candidato I1l. As duas primeiras modificacdes objetivaram otimizar a interacao
do farmaco com seu biorreceptor, uma vez que ambas as estruturas sdo grupamentos

importantes para a intera¢do do farmaco com seu alvo. Ja a Gltima modificacdo teve por objetivo
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aumentar a lipofilia da molécula. Nas figuras 15, 16 e 17 estdo demonstradas as moléculas

obtidas a partir do prototipo Cefuroxima.

Figura 15 - Candidato I: substituicdo do furano pelo imidazol, o que constitui um bioisosterismo classico entre
anéis aromaticos.
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Fonte: A Autora (2023).

Figura 16 - Candidato II: substituicdo funcdo amida do carbono 7 da Cefuroxima por uma sulfonamida, que
constitui um bioisosterismo néo cléssico
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Fonte: A Autora (2023).
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Figura 17 - Candidato I11: simplificacdo molecular no grupo substituinte do carbono 3 da Cefuroxima
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Fonte: A Autora (2023).

2.2.2 Interpretagfes Acerca das Modificagfes Estruturais Realizadas na
Cefuroxima

Para realizar as modificacdes estruturais, os alunos fizeram o uso do software de
desenho molecular MarvinSketch. Nesse programa, os alunos desenharam a estrutura quimica
do proto6tipo, ou seja, o farmaco escolhido por seu respectivo grupo e, em seguida, por meio das
ferramentas disponibilizadas pelo software, realizaram as alteracdes estruturais, dando origem
aos trés candidatos, cujas estratégias de obtengdo foram mencionadas na sec¢do anterior. Apos
os candidatos serem obtidos, o MarvinSketch foi utilizado para a previsdo da ionizacdo das
estruturas recém obtidas, considerando o pH plasmaético, 7.4, sendo a estrutura do Candidato I1
a unica a sofrer ionizacao no pH especificado.

Posteriormente, as estruturas dos candidatos, desenhadas no Marvinsketch, foram
salvas em formato MDL molfile, considerando sua ionizagdo em pH plasmatico. Em seguida,
os candidatos foram submetidos ao software Avogadro, para que suas estruturas fossem
otimizadas. As estruturas dos candidatos também foram analisadas nos sites SmartCyp,
SwissADME e VNN-ADMET, a fim de verificar se as alteragbes estruturais tiveram as
melhorias pretendidas. Por fim, as estruturas dos candidatos foram submetidas aos softwares
Discovery Studio Visualizer, AutDockTools e AutoDock Vina, de modo analogo a estrutura do
farmaco prototipo, para a realizacdo do docking molecular. Para prosseguir a apresentacdo dos

resultados, serdo demonstrados aqueles referentes & modificacéo estrutural I.



43

No SwissADME foram analisados aspectos importantes quanto a farmacocinética do
Candidato 1. Importante ressaltar que, para esta analise, o Candidato | teve de ser avaliado na
forma esterificada, posto que essa esterificacdo também foi realizada no protétipo (a
Cefuroxima) para obter-se uma molécula com maior lipofilicidade, que otimiza sua absorcéao
pelo trato gastrointestinal. De modo analogo ao pré-farmaco da Cefuroxima — ou seja, a
Axetilcefuroxima — presume-se que o pré-farmaco do Candidato | é metabolizavel pelas
esterases, originando a estrutura do Candidato | ativa.

O primeiro resultado avaliado pelo Swiss ADME para o pré-farmaco do candidato,
esta demonstrado na figura na figura 18. E possivel notar uma similaridade entre os radares do
pro-farmaco do Candidato | e da Axetilcefuroxima, uma vez que ambas as estruturas violam o

radar a partir da polaridade e do nimero de ligacGes rotacionaveis.

) Figura 18 - Radar de biodisponibilidade do pr6-farmaco do Candidato |
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Fonte: A Autora (2023).

Avaliando-se a lipofilicidade do pré-farmaco do Candidato I, também indicada pela
plataforma, houve reducdo em seus valores de Log P, conforme observado na figura 19. Nessa
conjuntura, os alunos interpretaram esse fato a presenca dos dois atomos de nitrogénio no anel
imidazolico, os quais elevam sua polaridade e permitem que estes realizem fortes interaces
intermoleculares por meio de ligagOes de hidrogénio (HOFMANN, 1953). Conforme descrito

por Linardi et al (2016), a polaridade de uma molécula reduz sua lipossolubilidade, o que
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interfere negativamente em sua passagem pelas membranas plasmaticas. Sendo assim, 0s
alunos interpretaram que essa substituicdo poderia reduzir a biodisponibilidade do candidato
em relacdo ao prot6tipo. Além disso, essa baixa lipossolubilidade se associa ao pardmetro de
baixa absorcédo pelo trato gastrointestinal para o pro-farmaco do Candidato I, também indicado

pela plataforma.

Figura 19 - Parametros de lipofilicidade, obtidos a partir do SwissADME para o Candidato |

Lipophilicity
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Log Py (XLOGP3) -0.04
Log Py, (WLOGP) -1.42
Log Py (MLOGP) -1.23
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Consensus Log P, -0.30

Fonte: A Autora (2023).

O pro-farmaco do Candidato | também foi submetido & anélise pelo vYNN-ADMET.
Os parametros obtidos nesta plataforma estdo demonstrados na figura 20. E possivel notar, que
de modo anélogo a Axetilcefuroxima, o pro-farmaco do Candidato | também apresenta,
segundo o site, capacidade de induzir lesdes hepaticas, conforme indicado em vermelho na
coluna “DILI”. Nesse sentido, os alunos reconheceram que a modificagdo do grupo furano pelo
anel imidazolico ndo impactaria em ganhos que envolvem aspectos toxicologicos para farmaco

modificado.
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Figura 20 - Pardmetros fornecidos pelo vYNN-ADMET para o Candidato |
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Fonte: A Autora (2023).

Apos avaliacdo de propriedades farmacocinéticas, o Candidato | também foi estudado
em termos de propriedades farmacodinamicas, as quais envolvem interacfes intermoleculares
com seu alvo biol6gico e sua acomodacao espacial no biorreceptor. Essa anélise foi feita a partir
da molécula ativa do Candidato I, ou seja, sua forma néo esterificada. Para essa avalia¢do, apos
amolécula ter sido desenhada no MarvinSketch e sua estrutura ter sido otimizada no Avogadro,
ou seja, obtendo-se os parametros adequados de comprimento e angulos de ligacao, a estrutura
ativa do Candidato | foi submetida ao Autodocktools, Autodock vina e DS Visualizer.

No AutodockTools, foi verificado que o candidato apresentava as dimensdes de
ancoramento semelhantes as do prot6tipo, visto que foi possivel sua acomodacdo na Grid Box.
Nessa conjuntura, 0os alunos averiguaram que essa informacéo era um indicio de que em meios
bioldgicos, a molécula modificada apresentaria aspectos tridimensionais de acomodagdo no
biorreceptor semelhante a molécula prototipo. A seguir, na figura 21, esta representado um
exemplo dessa acomodacéo.
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Figura 21 - Acomodacéo do Candidato | na Grid Box, com as dimensdes do farmaco prot6tipo
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Fonte: A Autora (2023).

Posteriormente, os alunos utilizaram as dimensdes da caixa, com o protocolo de
docking molecular validado, para calcular possiveis poses da molécula no sitio ativo da proteina
e suas respectivas interagcdes com os residuos de aminoacidos no AutoDock vina. Alem disso,
as energias relativas dessas interacbes também foram comparadas. Este é um parametro
importante para selecdo da pose de menor energia, visando comparagao com as outras estruturas
ancoradas. A figura 22 demonstra a comparacao entre as energias obtidas pelo vina para o
ligante original e para o Candidato |. E possivel notar que para um mesmo conférmero, em
temos de numeracdo, a energia de afinidade do Candidato | é ligeiramente maior em relacdo ao

protétipo.
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Figura 22 - Comparacéo de valores fornecidos pelo Autodock vina para o ligante original e para o Candidato I,
respectivamente
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Fonte: A Autora (2023).

Uma vez realizados os calculos pelo Autodock vina, o arquivo de saida obtido foi
convertido para o formato PDB, para posterior analise de sua sobreposi¢do com o ligante
original, bem como de suas interacdes intermoleculares com a proteina alvo. Embora o0s
resultados para a acomodacdo tridimensional da molécula do candidato no sitio da molécula
alvo tivessem sido satisfatorios, conforme indicado na Grid Box, os resultados apresentados
pelo DS Visualizer ndo trouxeram boas sobreposi¢cdes dos grupamentos farmacoforicos
pretendida para nenhum dos conférmeros gerados a partir do Autodock vina. O conférmero com
melhor sobreposicao foi o de nimero 9, representado na figura 23, cuja energia fornecida pelo
Autodock vina foi de -5,6 Kcal/mol. Nas demais conformacdes ndo houve sobreposicdo dos

grupos farmacoforicos.
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Figura 23 - O 9° conférmero do candidato em comparacéo a estrutura do protétipo complexada a proteina
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Fonte: A Autora (2023).

Quanto ao diagrama 2D gerado para o Candidato I, foi verificada a perda da interacédo
do anel beta-lactdmico com os residuos de treonina (A:665) e arginina (A:426). Apesar disso,
a interacdo com a valina (A:423). Além disso, o anel beta-lactdmico adquiriu novas interacdes,
sendo uma ligacdo de hidrogénio com um residuo de prolina (A:424), uma interagdo com a
glicina (A:467) e uma nova interacdo com outro residuo de valina (A:662).. Quanto aos grupos
auxoforicos, o anel imidazolico ndo apresentou interagdo com o aminoacido leucina (A:437), a
qual existia no grupo furano a que substituiu. A amida presente na extremidade manteve sua
interacdo com o amino&cido prolina (A: 424) e obteve uma nova intera¢cdo com a arginina
(A:463) e com a treonina (A:425). Nessa conjuntura, os alunos presumiram que a molécula
apresentava uma conformacdo farmacoférica diferente da do ligante original, o que culminou
em diferentes interagdes com a proteina alvo. Tendo em vista a mudanca dessa conformacao,
foi discutido que isso poderia impactar na atividade farmacoldgica pretendida para o Candidato
I. Outro ponto abordado pelos estudantes € que as novas interacfes auxoforicas poderiam trazer
ganhos de afinidade para o Candidato I, se comparado ao prototipo. Na figura 24 é possivel
constatar as novas interagdes intermoleculares obtidas no DS Visualizer para o Candidato I.
Apesar disso, a modifica¢do do furano pelo anel imidazolico ndo trouxe ganhos em termos de

interacdo intermolecular na regido da molécula em que ambos os anéis estdo situados.
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Figura 24 - Diagrama 2D gerado no DS visualizer para o Candidato |
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Fonte: A Autora (2023).

2.2.3 Apresentacdo dos Seminarios

Todas as informacdes obtidas através dos softwares e sites abordados foram utilizadas
para a construgdo de um seminario, conforme j& mencionado neste trabalho. Apesar dos
resultados obtidos ndo terem sido 0 almejado para o Candidato I, uma vez que nao foi constatada
melhoria na interacdo entre o anel imidazélico com o alvo, quando comparado ao furano, as
interpretacdes realizadas durante o estudo para a construcdo da apresentacdo demonstraram que
o0s alunos possuiam o embasamento tedrico necessario para compreenderem as informacdes
transmitidas pelas ferramentas computacionais. Nesse sentido, é possivel estabelecer uma
correlacdo teorico-pratica no processo de aprendizagem dessa disciplina. Essa relacdo foi
observada na sugestdo de modificacdo realizada pelos alunos, ensinada nas aulas de estratégias
de modificagdo molecular.

Os professores realizaram a avaliacdo do seminario com base nos argumentos — de
embasamento tedrico — utilizados pelos alunos para justificar as alteracbes moleculares

realizadas na pratica. Tendo em vista as justificativas apresentadas neste trabalho, foi possivel
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notar o amadurecimento dos estudantes na disciplina. Além disso, os alunos foram co-participes
no processo de ensino-aprendizagem, uma vez que houve protagonismo tanto na escolha dos
protétipos, quanto nas modificacdes estruturais realizadas. Dessa forma, foi possivel verificar

que os conteldos tedrico e pratico se complementaram para a construcao de um ensino efetivo.

2.2.4 Estudos Extra-Académicos

A disciplina de QF, assim como todas as disciplinas de graduacdo, envolvem estudos
constantes, realizados pelos alunos além do horério de aula. Tendo em vista o estudo para a
realizacdo das avaliacbes, como as provas e 0 proprio semindrio, os alunos tiveram de dar
continuidade ao uso das ferramentas computacionais aqui elencadas para além do ambiente
académico. Assim, o roteiro disponibilizado em aula foi executado — com autonomia, por parte
dos alunos — fora do horério de aula.

Essa facilidade em executar os roteiros para além da Instituicdo de Ensino esta
associada a uma descrigdo clara das préaticas exemplificadas no material didatico. Além disso,
essa facilidade demonstra que os alunos séo capazes de utilizar as ferramentas digitais de modo
independente, o0 que esta associado a superacdo de um aprendizado passivo. Neste contexto, o
aluno se demonstrou co-participe na construgdo de seu conhecimento pratico de modo efetivo.

Esse conhecimento libertario traz ao aluno, e consequentemente, ao profissional
formado, habilitagdo para manipular ferramentas de modelagem molecular em seu respectivo
exercicio laboral. Através de um prisma estritamente capitalista, na qual grandes industrias
farmacéuticas investem em pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, aquele que possui

esse diferencial se adequa a demanda do mercado vigente (IQVIA, 2023).
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3 CONCLUSAO

Frente as adversidades no processo de constru¢do de um aprendizado verdadeiro de
Quimica Farmacéutica e Medicinal, as metodologias ativas verificadas nas aulas experimentais
associadas as teoricas, se demonstraram bastante eficientes em combaté-las. Isso é manifesto
na criticidade com que os alunos sugeriram o0s novos candidatos a farmacos, tendo em vista
suas respectivas interpretaces logicas das informacdes obtidas através dos aplicativos e a
correlacdo desses dados a criagdo de uma molécula aprimorada.

Ademais, a autonomia com que os alunos executaram 0s roteiros, para além do
ambiente estudantil revelam, que o conhecimento oriundo das aulas experimentais permitiu que
os alunos superassem uma estrutura passiva de obtencdo de conhecimento, por meio da vivéncia
pratica. Essa perspectiva pode se expandir para o contexto laboral, sobretudo em setores de
Pesquisa de Desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que o aluno que experienciou estas
modalidades de ensino serd habilitado para manipular as ferramentas de modo ativo em
qualquer ambiente. Assim, essa capacitacdo diferenciada proporcionara a valorizacdo do
profissional formado, sendo isso bastante pertinente no modelo capitalista contemporaneo.

Com base nos aspectos elencados pelos alunos durante os seminarios — desde o estudo
de delineamento das modificacOes estruturais, até a avaliacdo das propriedades do farmaco apos
as alteragdes — foi verificado que os conhecimentos tedricos da disciplina foram utilizados
como fundamentos para a construcdo de novas moléculas. 1sso demonstra que o contetdo
tedrico foi reforcado durante as execucdes da parte experimental da disciplina, ndo s6 no
contexto académico, mas também para além da Instituicdo de Ensino.

Portanto, é evidente que os aspectos experimentais da Disciplina de Quimica
Farmacéutica contribuem para a construcéo de um aprendizado mais efetivo, sendo os softwares

livres de extrema importancia na democratizagéo do ensino.
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