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1 INTRODUCAO
1.1 Bioconversao e biotransformacao de farmacos

Desde que Smith e Rosazza (Smith & Rosazza, 1975) introduziram o conceito
de “Modelos Microbianos do Metabolismo Mamifero de Farmacos”, na década de
1970, diversos estudos tém demonstrado a relevancia do emprego de organismos
eucariéticos e bactérias pertencentes aos Actinomicetos na elucidagdo do
metabolismo de diversos compostos, dentre eles os farmacos. Sistemas menos
complexos que os utilizados nos estudos tradicionais de biotransformag¢do, como os
fungos filamentosos, tém sido utilizados como catalisadores de reagdes importantes
encontradas em mamiferos (Griffiths et al., 1991; Holland, 1991; Moussa et al., 1997;
Azerad, 1999).

Antes da aprovacao de uma nova substancia ativa para o uso em humanos,
diversos estudos devem ser realizados a fim de comprovarem sua eficacia e
seguranca. Esta preocupacao se iniciou a partir dos anos 1960, com o advento da
talidomida, quando milhares de criangas foram acometidas por malformagdes
provocadas por este sedativo e antiinflamatério, prescrito como antiemético a
gestantes, aumentando a exigéncia durante o processo de desenvolvimento de
farmacos. Um estudo posterior demonstrou que a talidomida era comercializada sob
a forma de mistura racémica, sendo o enantibmero de orientagcao absoluta (R) o
eutbmero, enquanto o enantibmero (S) estava envolvido com os efeitos
teratogénicos (distbmero) (Lima, Fraga & Barreiro, 2001).

Outro fator que tem sido observado antes da aprovacao de um farmaco é o
seu destino metabdlico no organismo. Apesar de as reacgdes de biotransformagéo
geralmente conduzirem a sua detoxificacdo, algumas vezes podem ser formadas
substancias mais ativas que o composto original, ou mesmo téxicas. As reacdes de
biotransformag@o em mamiferos ocorrem principalmente em células do figado e rins,
e sao responsaveis pela transformacdo dos farmacos em substancias mais
hidrofilicas, facilitando sua eliminagdo. Este processo envolve dois tipos de reacgao,
sendo classificadas como reacdes de Fase | ou funcionalizagao, e reagdes de Fase
Il ou conjugagéo. As reagdes de Fase | sdo representadas por reagbes de oxidagao,
reducdo e hidrélise, enquanto as reacbes de Fase Il sdo responsaveis pela
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sulfato, glicina, acetato, grupos metila e acidos inorganicos, contribuindo para o
aumento de sua hidrofilicidade e, conseqlientemente, eliminacao (Azerad, 1999).

Durante as reacbes de Fase |, o aumento da hidrofilicidade dos farmacos
ocorre devido a introducdo de grupamentos polares, ou através da modificacdo de
grupamentos ja existentes na molécula, como ocorre durante as reagbes de
hidrélise. A oxidacdo € a reacdo de Fase | mais importante, e é catalisada por
oxidases de funcdo mista ou por monoxigenases, as quais sdo encontradas
principalmente no reticulo endoplasméatico liso do figado (microssoma hepético).
Exemplos de enzimas que catalisam reac¢des de oxidacao envolvem a familia do
citocromo P-450 (CYP450), as flavina monoxigenases (FMO), a monoamino oxidase
(MAO), a alcool desidrogenase e a xantina oxidase. As reagdes de reducao ocorrem
com aldeidos, cetonas, alcenos, grupamentos nitro, grupamentos azo e sulféxidos.
As enzimas que catalisam reac¢des de redugado geralmente séo especificas, como as
nitro redutases sollUveis, responsaveis pela reducao de grupamentos nitro, e as aldo-
ceto redutases, que catalisam as reacdes de reducdo de aldeidos e cetonas. As
reacoes de hidrolise, que consistem na clivagem de uma ligagdo com a participacao
de agua, ocorrem com ésteres, através das enzimas esterases ndo-especificas e
das pseudocolinesterases do plasma, e com amidas, também pela atividade das
esterases nado-especificas, assim como pelas amidases néao-especificas,
carboxipeptidases, aminopeptidases e deciclases (Thomas, 2002).

As reacoes de Fase Il, por sua vez, realizam a conjugacao do proprio farmaco
ou de seus metabdlitos produzidos por reacdes de Fase | com substéncias
enddgenas, levando a formagao de compostos muito polares, geralmente inativos, e
que sao rapidamente excretados na urina ou nas fezes. No entanto, alguns
metabdlitos ativos formados através de reagdes de conjugacdo sdo conhecidos,
como a morfina-6-glicuronideo, que possui atividade analgésica superior a da
morfina (Ritter, 2000), e o minoxidil-sulfato, um metabdlito ativo do anti-hipertensivo
minoxidil (Anderson, Kudlacek & Clemens, 1998). As reacbes de Fase Il séo
catalisadas por enzimas transferases. No caso da glicuronidacéo, as enzimas uridina
dinucleotideo fosfato (UDP) glicuronosiltransferases (UGT) sdo responsaveis pela
transferéncia do grupo glicuronosil do acido UDP-glicurdnico para alcoodis aromaticos
e alifaticos, e acidos carboxilicos, além de aminas e grupos sulfidrila livres, para
formar, respectivamente, O-, N- e S- glicuronideos. A reacao de sulfatacéo, por sua
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fosfossulfato para grupamentos hidroxila de fendis e alcooéis alifaticos. A conjugagao
com o aminoacido glicina ocorre com acidos carboxilicos aromaticos, arilalifaticos e
heterociclicos, e tem a acil CoA N-aciltransferase como enzima catalisadora. Ja as
enzimas N-acetiltransferases sa@o responsaveis pela conjugagdo de aminas,
hidrazinas e sulfonamidas com o acetato. A metilagdo ocorre sobre grupamento
hidroxila e aminas mediante atividade das metiltransferases, enquanto a glicosilacao
ocorre sobre grupamento hidroxila, acido carboxilico e grupos sulfidrila livres, e é
catalisada pela UDP-glicosiltransferase. Por fim, as enzimas glutationa-S-
transferases sdo responsaveis pela conjugacéo de farmacos com glutationa, através
do ataque nucleofilico a carbonos eletrofilicos contendo grupos de saida, como
halogénio, sulfato e grupos nitro, e abertura de pequenos éteres ciclicos (e.g.
epoxidos, B-lactonas) (Williams, 2001).

A maioria das rea¢des metabodlicas que ocorrem em mamiferos € catalisada
pelo sistema enzimatico citocromo P-450, juntamente com as enzimas UGT,
presentes principalmente no figado (Figura 1). Cerca de 90% das catalises mediadas
pelo CYP450 séo realizadas por cinco isoformas humanas: CYPs 1A2, 2C9, 2C19,
2D6 e 3A4 (Guengerich, 2006). Elas estdo envolvidas em reag¢des de oxidagéao,
como hidroxilagdo aromatica, hidroxilagdo alifatica, N-oxidacdo, deaminacao,
dealquilagéo oxidativa, sulfoxidacdo e formacao de epdxido (Omura, 1999). Assim
como as enzimas CYP450, a UGT também ¢é apresentada sob diversas isoformas,
as quais sao responsaveis pela transferéncia do grupo glicuronosil do acido UDP-
glicurdnico para diversos xenobidticos (substancias estranhas ao organismo),
inclusive farmacos (Trapnell et al., 1998). As enzimas UGT s&o divididas em duas
familias: UGT1 e UGT2. Acredita-se que as enzimas UGT1A estejam envolvidas
principalmente com o metabolismo da bilirrubina e de diversos farmacos, aléem de
horménios esterdides. A familia UGT2 é dividida em duas subfamilias: UGT2A e
UGT2B, e esta ultima esta presente em vérios tecidos, como rins, figado, pele,
cérebro e prostata, apresentando diversas isoformas (Barbier et al., 2000; Turgeon
et al., 2003).



Figura 1: Estruturas cristalograficas do citocromo P-450 CYP3A4 (adaptado de Yano et al.,
2004) (a esquerda) e da UDP-glicuronosiltransferase UGT2B7 (adaptado de Miley et al.,
2007) (a direita), retiradas do Protein Data Bank (pdb).

Varios exemplos de metabdlitos ativos, obtidos, principalmente, por reacbes
de Fase | catalisadas por enzimas CYP450, implicaram na necessidade de estudos
de metabolismo e farmacocinética, in vivo e in vitro, 0s quais sdo requeridos como
parte do processo de desenvolvimento de farmacos, uma vez que estes metabdlitos
contribuem ndo somente para os efeitos terapéuticos, mas também para os efeitos
adversos, podendo provocar toxicidade. Apesar de as enzimas de Fase | serem as
principais responsaveis pela formagao de metabdlitos ativos, as enzimas de Fase Il
também contribuem para a ativacdo de farmacos. Algumas reacbes de
biotransformagéo, tanto de Fase | como de Fase ll, envolvidas neste processo de
ativagdo, incluem hidroxilagdo de carbono alifatico e aromatico, N-, O- ou S-
dealquilacdo, epoxidacdo, oxidacdo de heteroatomo, reducdo, glicuronidacéo,
sulfatacao e acetilagcdo. Como exemplos de reagdes de Fase |, podem ser citadas
aquelas responsaveis pela ativagdo da atorvastatina e da bupropiona (Fura, 2006). A
atorvastatina (Figura 2a), uma estatina indicada para a reducdo do colesterol e que,
em 2002, foi o farmaco mais vendido, movimentando US$ 8 bilhdes com a venda do
Lipitor® (Campo, 2007), produz dois metabdlitos ativos, a 2-hidroxi-atorvastatina e a
4-hidroxi-atorvastatina, através de hidroxilagao aromatica. A bupropiona (Figura 2b),
um antidepressivo, também produz um metabdlito ativo por hidroxilacao, e dois por
reducdo da carbonila. A glicuronidacédo e a sulfatacdo da morfina e da codeina
(Figura 3), por sua vez, sdo exemplos de reagdes de Fase Il responsaveis pela

formagédo de metabdlitos ativos. Outros exemplos incluem as biotransformagdes da



amitriptilina, do clordiazep6xido, da venlafaxina, da clomipramina, do propranolol, e
da sinvastatina (Fura, 2006).

OH

(a) R
Ry =H, R, = H (Atorvastatina)

Ri = H, R, = OH (2-hidroxi-atorvastatina)
R; = OH, R; = H (4-hidroxi-atorvastatina)

Cl

(b)

R = COCH(CH3)NHC(CHjs)3 (Bupropiona)
R = COHCH(CH3)NHC(CH3)3 (Treo- e eritro-bupropiona)
R = COCH(CH3)NHC(CH3),CH,OH (Hidroxi-bupropiona)

Figura 2: Metabdlitos ativos do hipocolesterolémico atorvastatina (a) e do antidepressivo
bupropiona (b), obtidos através de reacdes de Fase | (adaptado de Fura, 2006).

F§1O (0] OR2

Ry=H, R, =H (Morfina)

Ri=H, Ry = CgHgOg (Morfina-6-glicuronideo)
R;{=H, R, =S03 (Morfina-6-sulfato)

R;{=CHj, Ry, =H (Codeina)

R1= CHs, Ro = CgHgOg (Codeina-6-glicuronideo)
R1= CHj, Ry = SO3 (Codeina-6-sulfato)

Figura 3: Metabdlitos ativos da morfina e da codeina, obtidos através de reagdes de Fase I
(adaptado de Fura, 2006).



Os estudos de biotransformacdo sao realizados tradicionalmente in vivo,
utilizando sistemas animais. O uso de animais de laboratério (e.g. rato, camundongo,
coelho, cachorro) envolve a administracdo do farmaco, seguida da andlise dos
fluidos corporais (plasma, urina) para a identificagdo dos metabdlitos humanos
esperados. No entanto, as diferencas fisioldégicas entre as espécies devem ser
consideradas, tendo-se em mente que ndo existe um modelo animal ideal para a
extrapolagdo ao modelo humano. Para isso, os estudos in vitro e ex vivo,
empregando perfusdo de 6rgaos, cultura de células e tecidos, e preparacoes
microssomais, sao geralmente utilizados como complemento ao uso de animais, e
auxiliam na elucidacao de processos que nao podem ser bem estudados in vivo
(Collins, 2001).

A perfusédo de figado de rato, por exemplo, é interessante devido a maior
facilidade de controle dos fluxos sanguineo e biliar, e da manipulagdo do meio de
composicao da perfusdo, além do grande numero de amostras que podem ser
coletadas e do menor numero de interacdes com substancias enddgenas (Meijer &
Swart, 1997). As prepara¢des microssomais, por sua vez, sao derivadas do reticulo
endoplasmético ap6s sua homogeneizacado e centrifugagcéo, e contém CYPs e
UGTs. Elas tém sido desenvolvidas para auxiliar na previsao de possiveis variacoes
no clearance metabdlico in vivo e de interagdes entre farmacos, para uma variedade
de compostos, e sdo as técnicas mais utilizadas nos estudos in vitro do metabolismo
de farmacos (Wynalda et al., 2003).

Exemplo destas duas técnicas esta presente no estudo da biotransformacgao
do flavonéide apigenina (Figura 4), utilizando tanto prepara¢cdées microssomais como
perfusdo de figado de rato, que fornecem novos dados sobre o seu metabolismo e
complementando os experimentos in vivo. Durante o emprego das preparagdes
microssomais, foram identificados trés metabdlitos monohidroxilados produzidos por
reacbes de Fase |, mediadas por enzimas do CYP450, além de metabdlitos
produzidos por reacdes de Fase IlI, dos quais foram isolados trés conjugados
monoglicuronideos e um monossulfatado. Com a perfusdo de figado isolado, foram
identificados, além dos conjugados monoglicuronideos e do conjugado
monossulfatado, dois novos derivados: um conjugado diglicuronideo e um

glicuronossulfatado (Gradolatto et al., 2004).



OH 0}
Apigenina

PN

Fase | Fase ll

UGT
Cy &r

Monoglicuronideo
Diglicuronideo
Monossulfatado
Glicuronossulfatado

OH O

Ry =0H, Ry =H, R3=H (Scutellarein)
Ry=H,R,=0H, R3z=H (Iso-scutellarein)
R{=H,Rs=H,R3=0H (Luteolina)

Figura 4: Metabdlitos do flavonoide apigenina obtidos através de reagdes de Fase | e Fase
II, em estudo utilizando preparagdes microssomais e perfusdo de figado de rato (adaptado
de Gradolatto et al., 2004).
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Outra técnica in vitro bastante empregada é a linhagem de hepatécitos
humanos, em suspensdo ou cultura em monocamada, que tem como vantagens o
fato de estas células apresentarem todas as enzimas de Fase | e Fase Il, de
permanecerem vidveis por um longo periodo de tempo, de serem um étimo modelo
para o estudo de biotransformac¢des mediadas pelos CYPs, e permitirem uma boa
correlagdo com os estudos in vivo. Por outro lado, a baixa disponibilidade de tecidos
hepaticos pode limitar o uso de hepatocitos primarios. Em um estudo utilizando
cultura de hepatdcitos suinos, Hosagrahara e colaboradores (Hosagrahara, Hansen
& Remmel, 1999) identificaram metabdlitos hidroxilados do benzodiazepinico
midazolam (Figura 5), através da inducao do citocromo P-450 (CYP3A). A inducao
enzimatica do CYP450 é interessante, pois, além de aumentar a capacidade
metabolizadora, fornece dados sobre a diferenca metabdlica entre as espécies.

QOutra técnica in vitro utilizada no estudo do metabolismo de farmacos é a cultura de



células utilizando linhagens como a HepG2 e a BC2 (figado), além da A549
(pulmao), que apresentam a desvantagem de expressarem poucas enzimas,
restringindo sua capacidade metabdlica. No entanto, uma nova linhagem de células,
denominada HepaRG, demonstrou possuir fungdo e morfologia semelhantes as dos
hepatdcitos (Pelkonen et al., 2005). Quando comparados com as células HepG2, os
hepatocitos sao preferidos como modelo para a biotransformagao hepatica humana,
uma vez que o0 nivel de expressao dos genes codificadores das enzimas do
citocromo P-450 nos hepatocitos humanos é similar ao de amostras de figado
humano, ao contrario do que acontece com as células HepG2, que sao mais Uteis no
estudo da regulacdo das ezimas envolvidas no metabolismo de farmacos (Wilkening
et al., 2003).
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Figura 5: Metabdlitos hidroxilados do benzodiazepinico midazolam, obtidos através de
estudos utilizando cultura de hepatécitos suinos, com indugao do citocromo P-450 (CYP3A)
(adaptado de Hosagrahara, Hansen & Remmel, 1999).



Além dos estudos in vivo, in vitro e ex vivo, 0s métodos computacionais tém
sido desenvolvidos como estratégia para a previsdo do metabolismo humano nos
primeiros estagios do desenvolvimento de farmacos. Para tal finalidade, modelos do
metabolismo in silico (em um computador) sdo utilizados para avaliar uma série de
compostos, com vantagens como: maior rapidez, menor custo e maior facilidade de
operacao, quando comparados com o0s modelos tradicionais (Moda et al., 2008),
além de reduzir a demanda de animais (Azerad, 1999). Programas como
MetabolExpert , META, Meteor, MetaDrug (Testa et al., 2004), e PK/DB (Moda et al.,
2008), utilizam bancos de dados a fim de determinar a natureza de metabdlitos, bem
como sua importancia e reatividade, predizendo as possibilidades metabdlicas de
diversos compostos através de suas estruturas quimicas (Testa et al., 2004). A
modelagem molecular é uma ferramenta que tem sido bastante utilizada neste
sentido, e contribui para os estudos do metabolismo através de experimentos in
silico com estruturas tridimensionais de citocromo P-450 e de seu ligante,
determinadas por difracao de raios-X (Julsing et al., 2008).

A bioconversao também constitui uma alternativa ou complemento ao uso de
sistemas animais. Esta técnica in vitro utiliza organismos eucariéticos para a
produgao de metabdlitos similares aos de mamiferos, pois baseia-se na semelhanca
de seus sistemas enzimaticos, principalmente aqueles que catalisam reacbes de
Fase I, como o CYP450. Como vantagens, apresenta a facilidade e o menor custo
de manuseio, a producdo de metabdlitos em grande quantidade, permitindo facil
identificagdo estrutural, e catdlise de reacbes de formas regio-, quimio- e
estereoespecificas, o que tem provocado um crescente aumento na exploragao de
modelos microbianos para estudos do metabolismo de mamiferos. Além disso, os
novos metabdlitos podem apresentar maior atividade ou menor toxicidade que os
compostos de origem, ou ainda novas atividades biolégicas (Abourashed et al.,
1999).

1.1.1 Modelos microbianos para o metabolismo de farmacos

A possibilidade de obtencdo de compostos de forma regio-, quimio- e

estereoespecificas através de reacdes catalisadas por enzimas, utilizando condi¢des

brandas como pH préximo a neutralidade e temperatura ambiente, representou uma
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alternativa a sintese orgéanica classica nos casos em que esta ndo era viavel. No
entanto, algumas limitagbes como a necessidade de cofatores, a dificuldade de
purificacdo destas enzimas e sua alta especificidade aos substratos, conduziram ao
uso de organismos eucarioticos como fonte de novos compostos, técnica que pode
ser denominada bioconversao. Fungos filamentosos foram inicialmente reconhecidos
por serem capazes de realizar hidroxilagbes em grupos esterdides, e esta
capacidade deu inicio a sintese e comercializacdo dos corticosterdides
farmacologicamente ativos, na década de 1950, e ao interesse da industria
farmacéutica pelo uso de microrganismos para a sintese de novos compostos ativos
(Figura 6). Desde entao, diversas reagdes como hidrélise, oxidacdo, condensagéo e
reducao tém sido relatadas utilizando esta técnica, incluindo aquelas que nao sao
obtidas através de enzimas isoladas, como ocorre com os esterbides (Peterson &
Murray, 1952; Holland, 1991).

HO
////,///
Aspergillus ou

Rhizopus

Progesterona 11-a-hidroxi-progesterona

Figura 6: Bioconversao da progesterona em 11-a-hidroxiprogesterona por espécies fungicas
de Aspergillus e Rhizopus (adaptado de Peterson & Murray, 1952).

Em tais estudos, pode-se notar a grande similaridade entre as reagdes
encontradas em mamiferos e em microrganismos, principalmente as que envolvem
reacdes de Fase |, justificando o interesse pelo uso da bioconversdo para o estudo
da biotransformacgéo de farmacos. Alguns exemplos desta similaridade incluem a N-
demetilagcdo e a hidroxilagdo na posi¢cao C-3 do benzodiazepinico diazepam (Figura
7a), catalisadas por Aspergillus terreus e Beauveria bassiana; a N-dealquilagdo do
diurético furosemida (Figura 7b), utilizando Cunninghamella elegans; e a
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deaminacao oxidativa do antimalarico primaquina (Figura 7c) por Aspergillus flavus.
Além dos fungos filamentosos, bactérias pertencentes aos Actinomicetos, como as
dos géneros Streptomyces e Nocardia, também sao utilizadas nos processos de
bioconversédo, por apresentarem sistemas enzimaticos semelhantes aos fungicos.
Atualmente, empregam-se, ainda, algas unicelulares e cultura de células de plantas,
demonstrando a infinidade de reagdes que podem ser realizadas durante as
bioconversdes. Para a comprovacao da producado de metabdlitos semelhantes aos
de mamiferos em tais experimentos, estudos de biotransformacdo de farmacos
utilizando animais podem ser realizados em paralelo ao estudo microbiano, para a
comparacao dos metabdlitos produzidos (Azerad, 1999).

A habilidade dos fungos filamentosos em adaptar seu metabolismo a
diferentes fontes de nutrientes esta relacionada com sua capacidade em produzir
uma grande quantidade de enzimas intra- e extracelulares. Diversos estudos
identificaram que a maioria das reagOes de bioconversdo ocorre mediante a
atividade das monoxigenases do citocromo P-450. Tais estudos foram inicialmente
realizados de forma indireta utilizando inibidores especificos do CYP450, devido as
dificuldades de purificagdo enzimatica e, posteriormente, através da clonagem dos
genes que expressam o citocromo P-450. Exemplos da participacdo comprovada
deste sistema enzimatico em reagdes de biotransformacao catalisadas por fungos
sdo as hidroxilagbes de esterdides, como a progesterona (Figura 6), e de
hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs), conhecidos poluentes ambientais, alguns
com potente atividade carcinogénica. Além do CYP450, outras enzimas também séo
responsaveis por reagdes de oxidagdo, como as lacases, as ligninases e as
peroxidases (van den Brink et al., 1998).
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A seletividade das reagdes catalisadas pelas enzimas microbianas é, sem
ddvida, uma das maiores vantagens da bioconversao, quando comparada com a
sintese quimica. Microrganismos sao capazes de biotransformar diversos compostos
de forma regiosseletiva, quimiosseletiva e estereosseletiva (Abourashed et al.,
1999). A regiosseletividade € definida como a discriminagao entre grupos funcionais
idénticos localizados em posicoes diferentes, a exemplo do que ocorre durante a
sintese do anti-histaminico fexofenadina através da oxidacdo regiosseletiva da
terfenadina, utilizando o fungo Cunninghamella blakesleeana como alternativa a
sintese quimica de baixo rendimento (Schmitz et al., 2000). Ja a quimiosseletividade
consiste na selecdo de grupamentos quimicos especificos, e pode ser observada
durante a acetilagdo do &lcool 2-hidroxi-benzil no grupamento hidroxila alifatico, por
lipase de Fusarium globulosum, nao ocorrendo acetilagdo da hidroxila aroméatica
(Gulati et al., 2001). A estereosseletividade esta relacionada com a discriminagao
entre estereoisbmeros, e ocorre durante a sintese da naftoquinona (S)-4-hidroxi-a-
lapachona a partir do 1-metoxi-2-naftol, utilizando Mortierella isabellina como
catalisador (Holland, Qi & Manoharan, 1995).

Antes que um microrganismo apropriado seja escolhido para catalisar
determinado tipo de reacédo desejada, um screening deve ser realizado com cepas
de diferentes géneros, com o objetivo de determinar qual a cepa mais adequada
para a biotransformagdo do substrato utilizado. Diversos compéndios e relatos na
literatura contém informacdes sobre os tipos de reacdes mais comuns realizadas por
determinada espécie fungica, e auxiliam na escolha dos géneros mais provaveis
para a bioconversao pretendida. Apesar de um tipo de reagdo quimica ser mais
comum para determinada cepa, reagdes paralelas podem ocorrer em menor
proporgao (Holland, 1991).

Exemplo de screening pode ser observado em um estudo utilizando cinglenta
fungos e duas espécies de bactérias pertencentes ao género Streptomyces, a fim de
avaliar a capacidade destes em metabolizar cinco provaveis substratos (aminopirina,
diazepam, testosterona, teofilina e warfarina), de estruturas e propriedades
farmacoldgicas diferentes. Griffiths e colaboradores (Griffiths et al., 1991) relataram a
capacidade de diversas cepas em biotransformar tais compostos, com produgéo de
metabodlitos semelhantes aos de mamiferos (Figura 8) através de reagbes de
oxidacdo, tais como hidroxilacbes aromatica e alifdtica, e N-demetilacéo,

caracteristicas de CYP450. Ao final deste estudo, Beauveria bassiana, responsavel
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por metabolizar a maioria dos substratos, foi a cepa escolhida para novos estudos
de caracterizacdo de seu sistema enzimatico, a fim de defini-la como modelo

microbiano para o metabolismo de farmacos.
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Figura 8: Exemplos de reagdes de bioconversao semelhantes as de mamiferos, realizadas
durante um screening com diversos microrganismos e diferentes substratos (adaptado de
Griffiths et al., 1991).

1.1.1.1 Cunninghamella elegans

Dentre as cepas de fungos filamentosos, as que pertencem ao género
Cunninghamella sao as mais estudadas, € as que apresentam maior similaridade de
reagcoes com os mamiferos. Este género, pertencente ao filo Zygomycota e a ordem
Mucorales, consiste em 14 espécies, encontradas no solo e em plantas de regides
subtropicais e do Mediterraneo, sendo C. bertholletiae, C. elegans e C. echinulata as
mais comuns. Destas, C. elegans e C. echinulata sao extensivamente utilizadas em
estudos de bioconversédo, e apresentam diversos relatos na literatura de reagdes
com uma variedade de compostos (Asha & Vidyavathi, 2008). Exemplos de reacdes

de biotransformacao catalisadas pela Cunninghamella elegans, com suas
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respectivas condi¢cdes de incubagado (temperatura, agitacdo e concentragdo do

substrato), estao presentes na Tabela 1.

Tabela 1: Exemplos de reagdes de biotransformagdo catalisadas por Cunninghamella

elegans, utilizando diferentes substratos.

Condicoes _ B o
Substrato L Biotransformagéo Referéncias
reacionais
Dado ndo _ . B Pothuluri et al.
Acenafteno hidroxilacao; reducao
apresentado (1992)
26°C; 128 rpm; _ L B Choudhary et al.
Adrenosterona hidroxilacao; reducao
450 mg/115 mL (2007)
25°C; 150 rpm;
o 5,10, 15, 20, hidroxilagcao; N- Zhang et al.
Amitriptilina o L
40 e 80 mg/35  demetilagdo; N-oxidagao  (1995)
mL
_ 25°C; 150 rpm; _ o ~_ Moody et al.
Amoxapina hidroxilacao; N-formilacao
10 mg/35 mL (2000)
. . 29°C; 220 rpm; .
Cinobufagin hidroxilacao Qiao et al. (2008)
250 mg/250 mL
hidroxilacao; N-
. 26°C; 125 rpm; o ~_ Moody et al.
Doxepina demetilacao; N-acetilacao;
10 mg/30 mL o o (1999)
N-oxidacao; N-formilagao
Williams et al.
Flumequina 28°C; 125 rpm  hidroxilacao; reducao
(2007)
Dado néo _ o _ Sayed et al.
Jervina hidroxilacao; reducao
apresentado (2000)
. .. 28C;180rpm; o
Metilprotodioscina hidroxilacao; oxidagao He et al. (2005)
5 mg/60 mL
Pearce &
25°C; 150 rpm; _ o o _
Omeprazol hidroxilagdo; demetilagdo  Lushnikova
10 mg/35 mL
(2006)
25°C; 150 rpm;  reducao; N-demetilacao;

Verde Malaquita

10 mg/35 mL

N-oxidacao

Cha et al. (2001)
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Zhang e colaboradores (Zhang et al., 1996d) demonstraram que a
versatilidade apresentada por C. elegans em metabolizar xenobidticos deve-se a
presencga de enzimas tanto de Fase | como de Fase Il. Através da analise de fracoes
citosélicas e microssomais, foram detectadas atividades de monoxigenases do
citocromo P-450 para hidroxilagdo e N-dealquilacao (Fase |), além de atividades de
enzimas de Fase |Il, como UDP-glicuronosiltransferase (UGT), UDP-
glicosiltransferase, aril-sulfotransferase e glutationa S-transferase (GST), as quais
catalisam, respectivamente, reagdes de glicuronidagéo, glicosilacdo, sulfatacdo e
conjugacédo com glutationa. As reagdes enzimaticas envolvidas neste estudo estao
representadas na Figura 9. Em um screening com 20 espécies fungicas, C. elegans
foi a que apresentou metabolismo de Fase | mais eficiente.

O citocromo P-450 da C. elegans foi recentemente caracterizado através da
clonagem e expressdo dos genes de CYP450 em Escherichia coli, e apresentou
semelhancas com a familia CYP51 e com alguns citocromos de mamiferos, sendo
denominado CYP509A1. Este resultado contribui para a elucidacao dos processos
de biotransformacao catalisados por C. elegans, e justifica seu uso como modelo
microbiano para estudos do metabolismo (Wang et al., 2000). Em um estudo
semelhante, enzimas GST de C. elegans foram caracterizadas e designadas de
GSTG-1 e GSTG-2, pertencentes a uma nova classe de GSTs Gama, e forneceram
dados que auxiliam na compreensdo da evolugdo destas enzimas, principalmente
frente ao contato com substancias quimicas téxicas presentes no meio ambiente
(Cha et al., 2002).

Dentre as classes de compostos utilizados em estudos de bioconversdo com
C. elegans, os antidepressivos triciclicos, os anti-histaminicos e os hidrocarbonetos
aromaticos sdao os mais relatados na literatura, com formagdo, inclusive, de
metabolitos semelhantes aos de mamiferos, alguns com atividade biol6gica. A
amitriptilina (Figura 10), por exemplo, € um antidepressivo triciclico que, quando
incubada com C. elegans, é metabolizada em nortriptilina por N-demetilagéo,
principal metabdlito formado em humanos e que também possui atividade
antidepressiva, além de derivados hidroxilados e obtidos por N-oxidacao, tendo sido
comprovada a participacdo de monoxigenases do CYP450 nestas rea¢des (Zhang et
al., 1995). Outros exemplos pertencentes a esta classe incluem a amoxapina (Moody
et al., 2000b), a ciclobenzaprina (Zhang et al., 1996a), e a doxepina (Moody et al.,
1999).
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Figura 9: Reacbes enzimaticas catalisadas por C. elegans (adaptado de Zhang et al.,
1996d).
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Figura 10: Reacbes de biotransformagédo do antidepressivo triciclico amitriptilina utilizando
Cunninghamella elegans (adaptado de Zhang et al., 1995).
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C. elegans também é capaz de biotransformar anti-histaminicos, com
producao de metabdlitos semelhantes aos de mamiferos, sendo util no isolamento
de tais derivados para posteriores ensaios de toxicidade. A azatadina (Figura 11),
por exemplo, é biotransformada através de reagdes de hidroxilagdo e N-demetilagéo,
enquanto a difenidramina produz derivados por N-demetilacdo, oxidacdao e N-
acetilacdo (Zhang et al., 1996¢; Moody et al., 2000a).
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9-hidroxi-azatadina 8-hidroxi-azatadina

Figura 11: Reagbes de bioconversao catalisadas pela C. elegans, utilizando o anti-
histaminico azatadina (adaptado de Zhang et al., 1996c).

Os hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs) sdo compostos formados a partir
da fusa@o de dois ou mais anéis aromaticos, e sao conhecidos poluentes ambientais
resistentes a degradagcdo microbiana, cujo metabolismo em mamiferos €

responsavel pela formacdo de intermedidrios mutagénicos. No entanto, a
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capacidade de fungos filamentosos, como C. elegans, em biotransforméa-los sem
produzir tais intermediarios, tem sido observada em diversos trabalhos. Cerniglia e
Yang (Cerniglia & Yang, 1984) documentaram o metabolismo estereosseletivo do
antraceno e do fenantreno, com obtengdo de trans-1,2-dihidroxi-1,2-
dihidroantraceno, trans-1,2-dihidroxi-1,2-dihidrofenantreno e trans-3,4-dihidroxi-3,4-
dihidrofenantreno, demonstrando a importancia desta cepa na detoxificagcdo e
eliminacdo de polihidrocarbonetos aromaticos do meio ambiente. O fluoreno, outro
composto pertencente aos PAHSs, é biotransformado em 9-fluorenona, 9-fluorenol e
2-hidroxi-9-fluorenona quando incubado com C. elegans (Pothuluri et al., 1993). Em
outro estudo, a participacdo do CYP450 de C. elegans foi sugerida durante a

biotransformagéo do fenantreno (Lisowska & Dlugonski, 2003).

1.1.1.2 Beauveria bassiana

As cepas de fungos filamentosos pertencentes ao género Beauveria, como a
B. bassiana, sao amplamente distribuidas em diversas regiées do mundo, podendo
ser isolados de insetos, solo e plantas, além de apresentarem uma grande variagao
genética (Alves et al., 2002). Varios estudos relatam a capacidade de Beauveria
bassiana em catalisar diversos tipos de reagéo, entre oxidacao, redugao e hidrélise,
de uma variedade de substratos, contribuindo para os estudos de biotransformacao
de farmacos (Grogan & Holland, 2000).

Ainda segundo Grogan e Holland (Grogan & Holland, 2000), as reagbes mais
comuns catalisadas por B. bassiana incluem hidroxilagdes, tendo sido bastante
exploradas aquelas que envolvem produtos naturais, compostos aromaticos e
hidrocarbonetos. Alguns exemplos de reacdes estudadas na presenca de B.
bassiana incluem as hidroxilagbes da quercetina, do diazepam, da fenciclidina, do
praziquantel e da warfarina (Azerad, 1999).

1.1.1.3 Otimizacao dos processos de bioconversao

Apesar dos varios tipos de reacdes que determinados microrganismos podem

catalisar, muitas vezes o rendimento € baixo, necessitando de estudos de otimizacao
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para a melhor aplicagcdo do processo de bioconversao, pois maiores quantidades de
metabolitos desejados sdo necessarias, por exemplo, para posteriores estudos
farmacoldgicos e toxicolégicos. Diversos autores relacionam a eficiéncia das
bioconversdes com a morfologia dos microrganismos em meio de cultura e com as
condigbes (parametros) de incubacao. Gibbs e colaboradores (Gibbs et al., 2000)
defendem a influéncia da morfologia fungica sobre a capacidade metabolizadora
destes microrganismos através da alteracdo da viscosidade do meio. A morfologia
em massa amorfa (micélios dispersos) geralmente é mais viscosa devido as
interagbes entre os seus filamentos, enquanto a morfologia em pellets (massas
miceliais esféricas densamente entrelacadas) apresenta menor viscosidade e,
consequentemente, menor influéncia sobre as propriedades de fluxo. Uma maior
viscosidade do meio implica em uma menor distribuicdo de nutrientes, dependendo
da agitacao, sendo a distribuicdo de oxigénio particularmente importante para os
fungos aerdbicos. O oxigénio deve ser transferido a partir do gas disperso no
ambiente de incubacao para o meio de cultura liquido e, finalmente, para os sitios no
interior das células que necessitam da demanda metabdlica de oxigénio, e sua
limitagdo pode resultar na supressao total da producdo metabdlica por estes
microrganismos. Além dos nutrientes, uma maior viscosidade do meio também pode
impedir a transferéncia de calor, dificultando o controle da temperatura.

Ainda segundo Gibbs e colaboradores (Gibbs et al., 2000), cada morfologia
apresenta suas vantagens e desvantagens e, sendo assim, uma morfologia
particular pode ser requerida para cada tipo de reacao catalisada por determinado
microrganismo. Apesar de a morfologia em pellets apresentar menor viscosidade, a
difusdo de oxigénio para seu interior pode ser menos eficiente quanto maior for o
seu diametro. A regido central de pellets largos sofre autdlise devido a limitagdo de
nutrientes, diminuindo sua atividade metabdlica e a sintese de produtos.
Consequentemente, pellets pequenos sao desejaveis durante o desenvolvimento
fungico destinado a biotransformacgao.

Alguns parametros de bioconversdao, como composicao e pH do meio de
cultura, temperatura, agitacdo e concentracdo do substrato, exercem influéncia
sobre a morfologia fungica e sobre a produtividade, e devem ser monitorados e
alterados a fim de que as condigdes responsaveis por melhores rendimentos e pela
producdo de metabdlitos desejados sejam determinadas. Além do oxigénio, fontes

de carbono, hidrogénio, nitrogénio, fésforo, potassio, enxofre e magnésio sao
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necessarias em grande quantidade para promover o crescimento fungico e a
formacdo de produtos, além de influenciarem na morfologia. O pH do meio tem
influéncia sobre o transporte e a solubilidade dos nutrientes e sobre as reacgdes
enzimaticas, e sua influéncia sobre a morfologia fungica é controversa. Para as
reagdes de bioconverséo, alguns microrganismos toleram valores de pH entre 4 e 9,
mas o ideal € que o pH esteja na faixa da neutralidade, condicdo em que o

crescimento e a atividade metabdlica dos fungos sao melhores (Papagianni, 2004).

1.2 Modelagem molecular e o planejamento racional de farmacos

Dentro do conceito de Quimica Farmacéutica Medicinal, que consiste no
estudo da relagdo entre a estrutura quimica de determinada substancia e sua
atividade farmacoldgica, bem como no planejamento racional de novos farmacos, a
modelagem molecular utilizando meétodos computacionais representa uma
alternativa interessante na avaliagdo estrutural de substancias de interesse. O
planejamento de novos farmacos auxiliado por computador (CADD, do inglés
Computer-Assisted Drug Design), deve-se, em grande parte, aos avangos nos
recursos computacionais em termos de hardware (velocidade de calculo) e software
(programas de modelagem molecular), e permite uma analise da atividade biolégica
versus propriedades fisico-quimicas com maior velocidade e precisao (Rodrigues,
2001). A difragcéo de raios-X € uma técnica eficiente na elucidagéo estrutural atraves
da analise de substancias em fase cristalina e, com isso, tem disponibilizado a
estrutura tridimensional de um nimero cada vez maior de moléculas em bancos de
dados, como o Protein Data Bank, um repositério de estruturas de macromoléculas
que auxilia nos métodos utilizados em modelagem molecular (Barreiro & Rodrigues,
1997).

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés
International Union of Pure and Applied Chemistry), modelagem molecular é a
investigagdo das estruturas e das propriedades moleculares pelo uso de quimica
computacional e técnicas de visualizagdo grafica, e que visa fornecer uma
representacao tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias (Sant’Anna,
2002).
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As industrias farmacéuticas tém voltado seu interesse nos estudos de
modelagem molecular para o planejamento racional de farmacos. Esta metodologia
estd relacionada com o desenvolvimento de farmacos baseando-se numa
abordagem fisiopatolégica, envolvendo um composto-protétipo e seu alvo
terapéutico. Desta forma, a modelagem auxilia no processo de descoberta de novos
farmacos através do fornecimento das propriedades da molécula em estudo, tais
como potencial eletrostatico, densidade eletrdnica, calor de formacgao, energia de
ionizacao, energia dos orbitais de fronteira HOMO (Highest Occupied Molecular
Orbital) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), as quais podem estar
envolvidas em sua interacdo com o receptor, além de proporcionar uma visualizagao
tridimensional do sistema farmaco-receptor. A otimizagao de um protétipo existente
também pode ser realizada, e a comparagdo estrutural entre moléculas diferentes
fornece a similaridade relacionada com determinada atividade biol6gica (Rodrigues,
2001; Carvalho et al., 2003).

Ainda neste sentido, com a modelagem molecular é possivel calcular as
propriedades e as energias de moléculas associadas, como as envolvidas em uma
solvatagdo ou em uma interagdo farmaco-receptor. A descoberta do farmacoforo,
grupo de atomos que é essencial a resposta biolégica do farmaco, também é um dos
principais objetivos da modelagem molecular. Ela ainda é usada para estudar as
mudancas conformacionais sofridas pela molécula do farmaco frente ao sitio
receptor, definindo as conformacdes potencialmente bioativas (Silva, 2002).

As técnicas de modelagem molecular sdo baseadas tanto em métodos
mecanico-quanticos e de mecanica molecular, como em dados experimentais,
servindo de ligacdo entre teoria e experimento quando se quer, por exemplo,
comparar resultados experimentais de um sistema, comparar previsdes teoricas para
determinado modelo ou fornecer informacdées nao disponiveis a partir de
experimentos reais (Tsai, 2002). Tais métodos sao tradicionalmente fundamentados
na equagao de Schrbedinger, baseada em fun¢des de onda. A resolugdo desta
equacao fornece informacdes sobre como uma molécula ira reagir ao estresse, tanto
in vitro como in vivo. No entanto, o tempo computacional aumenta quanto maior for o
numero de atomos. Uma teoria mais recente, denominada “teoria da densidade
funcional”’, é baseada ndo em fung¢des de onda, mas na densidade eletrbnica, e
considera a energia de um sistema como sendo uma fung¢do Unica de densidade

eletrénica (Darden & Pedersen, 1993).
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O estudo de modelagem molecular pode ser realizado de forma indireta ou
direta. No primeiro caso, quando a estrutura do receptor é desconhecida,
desenvolve-se um modelo hipotético do sitio receptor (modelo farmacoférico)
utiizando o conceito de complementaridade, comparando-se estruturas de
moléculas ativas. Apds a identificacdo de um protétipo, a modelagem molecular
pode ser util no desenho estrutural de novas moléculas ativas. Quando necessario a
otimizacdo da atividade destas, técnicas de modificagdo molecular, como
bioisosterismo, latenciacdo, hibridacdo molecular e simplificagdo molecular, podem
ser aplicadas em seguida. Outra técnica utilizada na modelagem molecular indireta é
a modelagem por homologia, que consiste na obtencdo de um modelo tedrico de
receptor baseando-se na sequéncia primaria de enzimas da mesma familia. Ja no
estudo de modelagem molecular de forma direta, quando a estrutura do receptor é
conhecida seja através de dados de difracdo de raios-X ou de ressonancia
magnética nuclear (RMN), a molécula é ligada ao receptor utilizando-se docking, e
as interacoes do complexo ligante-receptor sdo observadas. O equilibrio do sistema
macromolecular também € estudado, por meio da dinamica molecular (DM), que
permite a observa¢cdo do movimento de cada atomo e a forma como estes interagem

entre si (Barreiro & Rodrigues, 1997; Barreiro & Fraga, 2001).

1.2.1 Métodos de calculo

Diversos métodos de célculo podem ser utilizados durante os estudos de
modelagem molecular, diferindo-se quanto ao tipo de campo de forga (conjunto de
funcbes de energia e parametros numéricos associados) e quanto a relagéo entre
velocidade de calculo e precisdo. Eles podem ser classicos, como a mecanica
molecular, ou quanticos, como os métodos ab initio e semi-empirico. Os campos da
mecéanica molecular sdo totalmente empiricos, enquanto o método ab initio é
essencialmente teérico e o semi-empirico apresenta parte de seus parametros

ajustados a dados experimentais (Barreiro & Rodrigues, 1997).



25

1.2.1.1 Mecanica molecular

Os métodos da mecéanica molecular, também denominados “métodos de
campo de forga”, descrevem as interagdes entre atomos através da mecéanica
Newtoniana (ou mecanica classica), e considera que as moléculas consistem em um
conjunto de particulas (atomos) que se mantém unidas através de for¢cas harmonicas
ou eléasticas, ou seja, um conjunto de esferas (atomos) unidas por molas (ligacoes).
A mecanica molecular determina a estrutura e a energia moleculares com base no
movimento dos nucleos, e as propriedades eletrénicas ndo sao consideradas neste
estudo, pois, uma vez que a massa do nucleo é muito maior que a massa dos
elétrons, estes se encontrariam em uma distribuicdo 6tima (aproximacédo de Born-
Oppenheimer). Desta forma, a distribuicdo das cargas se ajusta instantaneamente
durante as mudancgas de posi¢ao dos nucleos (Abraham, 2003).

O campo de forga é utilizado na mecanica molecular para calcular a energia
de uma geometria de uma molécula e contém diferentes tipos de atomos,
parametros e equagdes, necessarios ao calculo de sua energia. As forgcas de
interagdo entre os atomos sdo descritas por fungdes de energia potencial de
caracteristicas estruturais, como comprimentos e angulos de ligacdo, angulos
diedros, ligagbes de hidrogénio, distdncias de van der Waals e interagbes
eletrostéticas. A energia total de uma molécula € a soma de cada uma destas
funcbes (equacodes) potenciais. Tais equacdes definem a “superficie de energia
potencial” de uma molécula, que consiste na dependéncia da energia desta
molécula com suas coordenadas atdbmicas, sendo importante para a visualizagao da
relagdo entre energia potencial e geometria molecular, bem como na compreensao
sobre como os programas de quimica computacional localizam estruturas de
interesse. Em outras palavras, a superficie de energia potencial € um conjunto de
pontos que representam as geometrias € as correspondentes energias de uma
colegdo de nucleos atébmicos (Rodrigues, 2001). Diferentes funcdes de energia
potencial sao utilizadas pelos pacotes de mecanica molecular (AMBER, CHARMM,
MM2/MMP2 e PCMODEL-MMX), mas geralmente todos eles apresentam pelo
menos estes quatro componentes em seu campo de forga: deformagédo no
comprimento de ligagdo (estiramento), deformagcdo angular, rotagbes
intramoleculares (angulos de torséo), e interagbes de van der Waals e eletrostéaticas.

Uma caracteristica do campo de forca € a “transferabilidade”, que consiste em
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utilizar o mesmo conjunto de parémetros atébmicos como modelo para diversas
moléculas relacionadas, permitindo a modelagem realizar previsdes (Leach, 2001).

A principal vantagem da mecénica molecular é a rapidez durante o estudo de
sistemas complexos, com menor tempo de calculo, quando comparada a mecanica
quantica. No entanto, ela ndo pode ser aplicada quando a determinagdo de
propriedades relacionadas com efeitos eletrénicos € requerida (Silva, 2002).

A geometria de uma molécula esta relacionada com suas coordenadas
atdbmicas e pode ser otimizada através da minimizagdo de energia potencial. A
otimizag@o busca pelas geometrias do sistema que correspondem a energia minima
na superficie de energia potencial, situacdo em que o sistema se encontra em sua
forma mais estavel. A minimizagao geralmente leva ao minimo local mais préximo da
estrutura de partida e ndo ao minimo global, devido a presenca de barreiras de
energia entre os dois estados, sendo necessario o desenvolvimento de algoritmos
capazes de promover minimizagdes subseqientes a partir da estrutura inicial.
Também € do interesse da modelagem molecular estudar como um sistema muda
de um minimo de energia para outro (estados de transigéo), ou como as posicoes
relativas dos atomos podem variar durante uma reagdo, por exemplo. A analise
conformacional é responsavel por estudar as conformacdes que uma molécula pode
assumir apés deformagdes de comprimentos e angulos de ligagcao, e as influéncias
destas sobre suas propriedades. A exploragdo do espago conformacional com o
objetivo de identificar as conformacdes “preferidas” de determinada molécula é
denominada de “busca conformacional”, e requer conformacdes que estejam
localizadas nos pontos de minimo de energia presentes na superficie de energia,
visando a determinagdo do minimo global. Esta informacdo pode ser util, por
exemplo, para determinar qual a orientagdo dos grupamentos funcionais de
determinada molécula e como esta pode interagir com seu receptor. Deve-se
ressaltar, no entanto, que nem sempre a conformagao mais estavel € a conformacao
bioativa, uma vez que mudangcas conformacionais podem ocorrer durante a
interacao da molécula com o receptor (Leach, 2001; Silva, 2002).

Os meétodos mais comuns de andlise conformacional incluem: busca
sistematica, fragmentos moleculares, busca aleatoria, critérios de distancia (RMN),
simulacao (Monte Carlo e Dindmica Molecular), algoritmos evolutivos, simulated
annealing, e sobreposi¢do (similaridade) molecular. A simulagdo gera ndo apenas

estruturas localizadas no minimo de energia, mas sim uma totalidade de estados
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que também as inclui, sendo eficiente na transposi¢do de barreiras de energia. A
dinamica molecular € amplamente utilizada e comumente trabalha com temperaturas
altas, provocando um incremento de energia cinética que permite ao sistema

explorar a superficie de energia, superando barreiras de energia (Leach, 2001).

1.2.1.1.1 Dinamica molecular

As simulacbées de DM sao importantes no fornecimento de detalhes sobre o
movimento de particulas individuais em funcéo do tempo, sendo bastante utilizadas
para o estudo da estrutura e da fungdo de biomacromoléculas de interesse. Desde
gue estes sistemas nao se apresentem de forma rigida, mudang¢as conformacionais
provocadas pelo movimento de suas particulas internas sao mais facilmente
estudadas por dinamica molecular do que por ensaios experimentais, pois fornecem
informagbes importantes sobre as propriedades do sistema, servindo como auxilio
na compreensdo de processos bioquimicos complexos. Para isto, durante as
simulagdes de DM, as equacgdes classicas do movimento (equacgdes de Newton) séo
resolvidas para cada atomo, determinando sua posicéo e velocidade, e usando um
pequeno incremento de tempo, correspondendo ao tempo fisioldgico. As simulagdes
de dindmica molecular também podem ser utilizadas para descrever um sistema em
equilibrio, incluindo suas propriedades estruturais e de movimento, além da
determinacao de parametros termodinamicos (Karplus & McCammon, 2002).

A dindmica molecular é capaz de prever o estado do sistema em qualquer
tempo futuro ou passado, a partir de seu estado atual. A energia total do sistema é a
soma da energia potencial e da energia cinética e as simulagbes operam sob
condicbes constantes de nimero de atomos, volume e temperatura. Além disso,
podem ser calculadas propriedades termodinamicas e informagdes estruturais como
a trajetoria que descrevem com o tempo (Abraham, 2003).

O primeiro trabalho publicado utilizando DM para sistemas biolégicos foi o
estudo de um inibidor da tripsina pancreatica bovina, utilizando uma escala de tempo
de 9,2 ps (picosegundos), e um sistema contendo aproximadamente 500 atomos, na
auséncia de moléculas de solventes devido as limitagbes do poder computacional
(Karplus & McCammon, 2002). Com 0s avangos nos recursos computacionais,

sistemas contendo 10* até 10° atomos podem ser estudados hoje, incluindo
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moléculas de solvente e ambiente membranar, utilizando escalas de tempo de mais
de 10 ns (nanosegundos) (Sanbonmatsu & Tung, 2007). Diversos campos de forca
sao relatados na literatura para dinamica molecular, sendo que os mais comumente
utilizados sdo CHARMM (MacKerell & Karplus, 1998), AMBER (Cornell, 1995),
GROMOS (Ott & Meyer, 1996) e OPLS (Jorgensen et al., 1997).

1.2.2 Métodos in silico aplicados ao estudo do metabolismo humano

O conhecimento das propriedades farmacocinéticas e da toxicidade de
determinado xenobidtico, envolvendo absorg¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecao (ADME), é importante durante o estégio inicial do desenvolvimento de um
novo candidato a protétipo de farmaco, permitindo que candidatos potencialmente
téxicos sejam eliminados antes dos estagios clinicos avangados (Korolev et al.,
2003). Estudos com enfoque no destino metabdlico de determinada substancia sao
capazes de prever as subunidades da molécula que sao suscetiveis ao
metabolismo. Para isto, metodologias in silico tém sido desenvolvidas para o estudo
do perfil farmacocinético e das propriedades toxicolégicas de moléculas de interesse
(Langowski & Long, 2002; Zhou et al., 2006).

As ferramentas utilizadas na previsdo de tais propriedades envolvem os
estudos da relacao estrutura-atividade quantitativa (QSAR), o uso de programas
contendo banco de dados e a modelagem molecular. Os estudos de QSAR utilizam
ferramentas estatisticas para pesquisar a correlacdo entre as propriedades da
molécula em estudo e de diversas moléculas que tiveram suas propriedades obtidas
através de dados experimentais. Outro método utilizado para prever provaveis sitios
metabolicos € o uso de programas, como o MetabolExpert, o Meteor, 0 META e o
MetaDrug, que utilizam bancos de dados contendo informagdes metabdlicas a partir
de uma variedade de espécies de mamiferos, prevendo as possibilidades
metabolicas para determinado xenobiético. Sendo assim, algumas questdes devem
ser levadas em consideragdo durante este estudo, como a variabilidade no destino
metabdlico entre individuos da mesma espécie, dependendo do nivel de expressao
de determinada enzima e dos polimorfismos durante a codificagdo enzimatica, e da
variagdo entre dados de estudos in vivo e in vitro (Korolev et al., 2003; Van de
Waterbeemd & Gifford, 2003).



29

Jad os estudos de modelagem molecular sdo baseados na estrutura
cristalografica de enzimas envolvidas no metabolismo, como as do citocromo P-450,
durante os quais informagdes importantes como distancia de ligacdo e aspectos
estruturais envolvidos na interagdo entre os residuos da enzima e o ligante, bem
como a orientacdo do substrato dentro do sitio ativo da enzima, sdo fornecidos
através do docking de tais moléculas (Julsing et al., 2008).

1.2.2.1 Sistema enzimatico citocromo P-450 (CYP450)

O citocromo P-450 (CYP450) é uma hemeproteina que, quando em sua forma
reduzida e complexada com monéxido de carbono, apresenta um unico pico de
absorbancia em 450 nm (pico de Soret), dai sua denominagdo. Sua primeira
evidéncia foi relatada em microssomas hepaticos de rato, em 1958, e sua fungao foi
descoberta em 1963, durante o estudo da hidroxilagdo na posicao C-21 da 17-
hidroxi-progesterona, catalisada por microssomas do cértex adrenal. Este sistema
enzimdtico representa uma das maiores familias de proteinas enzimdticas, e esta
presente nas membranas de reticulo endoplasmatico (microssoma) e de mitocdndria
de todos os organismos eucaridticos (animais, plantas e fungos), e em alguns
organismos procariéticos (bactérias) na forma solavel. O primeiro citocromo
purificado e cristalizado foi o da bactéria Pseudomonas putida, complexado com
canfora e denominado P450cam, o qual foi responsavel por auxiliar na compreensao
do ciclo catalitico e da estrutura do complexo substrato-sitio ativo destas enzimas,
aplicando-se este resultado a outros CYPs (Omura,1999).

O grupo heme é a protoporfirina 1X, contendo o atomo de ferro como centro
ativo das catalises, o anion tiolato (S) de um residuo de cisteina conservado
(residuo 442) como quinto ligante do ferro e uma molécula de solvente como sexto
ligante axial. Quando ligado ao oxigénio e em sua forma ativa, o grupo heme é
denominado Compound I. As catalises do CYP450 sédo responsaveis, basicamente,
pela insercdo de um atomo de oxigénio na molécula de seu substrato, tendo a
hidroxilagdo como principal exemplo de reagdo. No entanto, podem ocorrer, ainda,
reacoes de dealquilagdo, desidrogenagao, dimerizagao, clivagem de ligagdo C-C,
além de reacbes menos comuns, como reducao e isomerizacado, apresentando uma

grande variedade de substratos. Tais reag¢des se iniciam com a ligacdo do substrato
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ao sitio ativo, préximo ao grupo heme, com deslocamento do sexto ligante
(solvente), seguida da redugdo do CYP450 da forma férrica (Fe®**) para a forma
ferrosa (Fe?), através do recebimento de um elétron vindo do NAD(P)H,
transportado pelo NAD(P)H-citocromo P450-redutase. Em seguida, uma molécula de
oxigénio se liga ao ferro-heme formando o complexo oxigénio-citocromo-substrato, e
o recebimento de outro elétron provoca reducdo e ativacao do oxigénio. A reacao é
finalizada pela transferéncia de um atomo de oxigénio ao substrato, e pelo
recebimento de dois prétons pelo segundo atomo de oxigénio, resultando na
liberacdo de agua e substrato oxidado (produto) (Werck-Reichhart & Feyereisen,
2000; Guengerich & Isin, 2008).

Em mamiferos, o CYP450 apresenta as funcdes de esteroidogénese, estando
presente nas génadas e na glandula adrenal. Além disso, participa da cascata do
acido aracdoénico, produzindo prostaglandinas, e € um dos principais responsaveis
pela detoxificagdo de xenobidticos, a qual ocorre primariamente no figado. Desta
forma, cada CYP450 apresenta substratos preferidos, como esterdides,
hidrocarbonetos poliaromaticos e acidos graxos, podendo-se concluir que existe um
método unico de reconhecimento de substrato para cada isoforma, apesar de suas
estruturas semelhantes. As enzimas que metabolizam farmacos também sao
capazes de oxidar compostos quimicamente diversos, apresentando, ainda, régio- e
estereosseletividade (Peterson & Graham, 1998; Stout, 2004).

As enzimas do citocromo P-450 sdo nomeadas e classificadas com base na
sequéncia de aminoacidos. Seus genes sdo identificados pela abreviacdo CYP,
seguida de um numero para as familias (grupo de proteinas com mais de 40% de
identidade na sequéncia de aminodacidos), uma letra para as subfamilias (mais de
55% de identidade), e um numero para o gene, como, por exemplo, CYP106A2
(Hannemann et al., 2007). Apesar de suas sequéncias de aminodcidos serem
extremamente diversas, com niveis de identidade de apenas 16%, em alguns casos,
e de suas estruturas secundaria e tercidria também serem variaveis, existe um
padrdo estrutural compartilhado entre todos os P450s, contendo regides
conservadas e nao-conservadas. As enzimas geralmente apresentam quatro folhas
B e treze hélices a, podendo ou ndo haver a presenca da hélice J’ e da folha 5 em
algumas isoformas. A regido conservada consiste nas hélices D, E, I, J, K e L, duas
folhas B, e uma espiral denominada “meandro”. A regido central da hélice |, que

contém um residuo de treonina altamente conservado, corresponde ao caminho de
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transferéncia de préton na porcao distal do grupo heme. A hélice K também contém
uma sequéncia totalmente conservada, a qual estad localizada na subunidade
proximal do grupo heme, e esta provavelmente envolvida na estabilizacdo da
estrutura do ndcleo enzimatico. As folhas B1 (com cinco fitas) e B2 (com duas fitas)
também sao conservadas, e ajudam a formar um canal hidrofébico de acesso do
substrato. Existe, ainda, uma sequéncia conservada na regiao proximal do grupo
heme, contendo o residuo de cisteina altamente conservado, o qual representa o
quinto ligante (axial) do ferro-heme (Stout, 2004).

As regides ndo-conservadas ou variaveis geralmente estdo associadas com a
ligacdo e reconhecimento dos substratos e dos grupos doadores de elétrons. As
primeiras estao localizadas préximo ao canal de acesso do susbstrato e do sitio
catalitico, e foram identificadas por Gotoh (Gotoh, 1992) através de comparagdes de
sequéncias entre membros da familia CYP2 e o P450cam de Pseudomonas putida,
sendo denominadas de SRS (Substrate Recognition Site). Estas regides sao
flexiveis e se movem a favor da ligagcdo do substrato e da reacao catalitica. Elas
consistem nos loops B-B’ e B’-C (SRS-1), que estao alinhados com o sitio ativo; as
hélices F e G, e a alca F-G (SRS-2 e SRS-3), formando parte de um canal de
acesso; a regiao entre a hélice K e a folha B1(SRS-5); o final da folha B4 (SRS-6),
localizado dentro do sitio ativo; e a regido N-terminal da fita 4 da folha $1. A porgao
central da hélice | (SRS-4) também esté relacionada com a ligagédo do substrato e é
importante para o mecanismo de acdo, sendo, no entanto, uma regido conservada
(Stout, 2004; Fishelovitch et al., 2007).

1.2.2.1.1 CYP3A4

A isoforma CYP3A4 (Figura 12) consiste na principal isoforma humana
pertencente as enzimas do CYP450 e a mais abundante nos microssomas hepaticos
humanos, sendo responsavel por metabolizar mais de 50% dos farmacos em uso.
Sua estrutura cristalogréafica foi publicada pela primeira vez em 2004, por dois
grupos independentes (Williams et al., 2004; Yano et al., 2004), observando-se
grande semelhanca entre elas. A principal caracteristica do CYP3A4 sao as hélices
curtas F e G, com sequéncias longas entre elas e que parecem interagir com a

membrana, e um centro hidrofébico formado por residuos de fenilalanina,
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compreendendo a parte superior do sitio ativo. Diferencas significativas entre esta
isoforma e outros CYP’s estao relacionadas com as regides das hélices DaH,e B a
C. Além disso, CYP3A4 apresenta um sitio ativo relativamente grande quando
comparado com outras isoformas, como CYP2C8, apesar de ele ser menor que o
esperado na auséncia de substrato ligado, sugerindo que ocorra uma mudanga
conformacional na presencga de ligantes. Tal fato é reflexo de diferengas significantes
nas conformacdes das regides SRS-1, SRS-2 e SRS-5, sendo consistente com a
oxidacdo de alguns dos maiores substratos reconhecidos pelo CYP450, como a
ciclosporina, a bromocriptina e os macrolideos, ou com a presenga simultanea de

dois ou mais ligantes pequenos no sitio ativo (Ekroos & Sjégren, 2006).

Figura 12: Duas representagoes das estruturas secundaria e terciaria do CYP3A4
(adaptado de Yano et al., 2004).

Um sitio ativo largo também €& consistente com as cooperatividades
homotrépica e heterotrépica observadas durante 0 mecanismo de acao da isoforma
CYP3A4. Sabe-se que a enzima apresenta atividade cinética atipica para diversos
substratos, incluindo testosterona, estradiol, progesterona, carbamazepina,
diazepam, e midazolam. Isto significa que, neste caso, dois substratos sao

requeridos para a formacdo de um complexo com a enzima, para que a reacao
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oxidativa aconteca. Desta forma, duas moléculas do mesmo substrato
(cooperatividade homotrépica) ou de dois substratos diferentes (cooperatividade
heterotropica) podem se ligar simultaneamente a enzima, permitindo a oxidagéo de
um deles (Park et al., 2005; Fishelovitch et al., 2007).

1.2.3 O programa NAMD

NAMD é um programa desenvolvido para a realizagdo de simulagdes de DM com
sistemas biomacromoleculares, e, juntamente com o programa de visualizacao
grafica, VMD, permite a obtencdo de informagcbes sobre estruturas contidas em
ambientes realisticos de 100000 atomos ou mais. Através das estruturas
cristalograficas do sistema em estudo, as simulagdes, com controle de temperatura e
pressdo, geram trajetérias, e dados das propriedades envolvidas com a
movimentacdo dos atomos sdo obtidos. O programa NAMD também permite a
transposicao de barreiras de energia entre diferentes estados de equilibrio, como a
gue ocorre durante a ligacao e a dissociacdo de um substrato, através da aplicagéo
de uma forgca constante externa ao sistema para a indugdo de seu movimento,
utilizando a ferramenta Steered Molecular Dynamics (SMD), sem a qual seria dificil
reproduzir tais eventos nas escalas de tempo da dinamica molecular atual (Phillips et
al., 2005).

1.3 Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

A AIDS (do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome) é uma doenca
pandémica que foi reconhecida pela primeira vez em 1981 através da identificacao
de casos de infecgbes oportunistas severas raras em homens homossexuais, como
a pneumonia por Pneumocystis carinii, que acomete principalmente pacientes
imunodeprimidos (Gottlieb et al., 1981). A causa da infecgdo foi atribuida,
inicialmente, ao citomegalovirus (CMV), devido as altas taxas deste virus presentes
em todos 0s casos e, apenas dois anos depois, seu verdadeiro agente etiolégico foi
isolado de um paciente infectado (Barre-Sinoussi et al., 1983). Em 1984, o virus foi

reconhecido por um grupo francés e pesquisadores do US National Institute of
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Health, liderados por Robert C. Gallo, como sendo o agente causador da AIDS
(Fauci, 2003). Ele foi originalmente denominado de HTLV-IIl (Human T-Lymphotropic
Virus) e LAV (Lymphadenopathy Associated Virus), sendo hoje oficialmente
denominado de HIV (Human Immunodeficiency Virus) (Horwitz, 1993).

Segundo a Organizagcao Mundial de Saude (OMS), o nimero estimado de
pessoas portadoras do HIV em todo o mundo foi de 33,2 milhdes em 2007, das
quais 67% viviam na Africa subsaariana (UNAIDS, 2007). Menos de 5% dos que
poderiam se beneficiar com a terapia por combinacdo de anti-retrovirais esta
recebendo a mesma. Estes farmacos tém a capacidade de melhorar
substancialmente a qualidade da saude humana e produzir expectativas de vida
proximas do normal para alguns pacientes (Lee et al., 2001). No Brasil, foram
notificados 474.273 casos de 1981 a junho de 2007, com um total de 192.709 ébitos
até 2006 (Boletim epidemiolégico, 2007). As estimativas apontam para um aumento
no numero de portadores do HIV em todo o mundo. No entanto, deve-se ressaltar
que parte deste aumento esta relacionada com os avangos no diagnéstico e, no
futuro, com um maior nimero de pessoas tendo acesso a terapia anti-retroviral e
vivendo por mais tempo portadoras do virus (World Health Organization, 2008).

O HIV é um retrovirus (composto de acido ribonucléico, RNA) (Gallo, 1988),
pertencente a subfamilia Lentivirinae, e que se desenvolve em mamiferos causando
infecgao crénica persistente com inicio gradual dos sintomas clinicos. Existem duas
familias principais do virus: HIV-1 e HIV-2. A maioria das epidemias envolve o HIV-1,
enquanto o HIV-2 est4d concentrado na Africa ocidental. Ambos tém similar
sensibilidade in vitro para a maioria dos farmacos antivirais, embora os inibidores da
transcriptase reversa nao-nucleosidicos (NNRTIs) sejam especificos para HIV-1 e
nao possuam atividade contra HIV-2 (Flexner, 2006). O HIV-1 & geneticamente
diverso, sendo dividido em trés grupos (M, O e N). Dentro do grupo M, sao
conhecidos pelo menos nove subtipos geneticamente distintos (A, B, C, D, F, G, H, J
e K), sendo que a maioria das infecgdes por HIV-1 envolve os subtipos B e C
(Barret, 2007).

O HIV apresenta um pequeno genoma RNA, sendo que duas cépias estdo
contidas em um nucleocapsideo circundado por uma bicamada lipidica, ou envelope,
o qual € derivado da membrana plasmética da célula hospedeira. O genoma viral
codifica todas as proteinas necessarias a sua replicagdo: o gene gag codifica uma

poliproteina que é processada para originar a maioria das proteinas estruturais dos
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virus, como p17 (matriz), p24 (capsideo), p7 (nucleocapsideo) e p6; pol codifica trés
atividades enzimaticas importantes — uma DNA (acido desoxirribonucléico)
polimerase RNA-dependente ou transcriptase reversa com atividade sobre RNA, a
protease, e a integrase viral; e env codifica as proteinas transmembranar (gp41) e
superficial (gp120) do envelope, responsaveis pela ligagdo e entrada na célula
hospedeira. Muitos genes pequenos codificam proteinas regulatérias que
intensificam a produgéo do virion ou combatem as defesas dos hospedeiros. Estes

incluem tat, ver, nef, e vpr (Greene & Peterlin, 2002).

1.3.1 Ciclo da replicacao viral

O tropismo do HIV é controlado pela proteina do envoltério gp160 (env). O
alvo principal para a ligacdo do env € o receptor CD4 presente nos linfocitos e
macréfagos, embora a entrada na célula também necessite da ligagdo a um co-
receptor, geralmente o receptor CCR5 ou CXCR4 (Greene & Peterlin, 2002). O
CCR5 esta presente na linhagem de células macrofagas. A maioria das pessoas
infectadas abriga predominantemente o virus CCR5-trépico; acredita-se que este
seja o0 responsavel pela transmissdo sexual do HIV e que as primeiras células
infectadas neste caso expressem esse co-receptor. A troca do CCR5 pelo CXCR4
esta associada com o avango da doenca, e a afinidade do HIV-1 pelo CXCR4
permite a infeccao dos linfocitos T (Berger et al., 1999).

O dominio gp41 de env controla a fusdo da bicamada lipidica do virus com a
célula hospedeira. Apds a fusdo, todo o RNA viral entra no citoplasma, onde sofre
replicacdo para uma fita dupla de RNA-DNA de vida curta; o RNA original é
degradado pela Rnase H para permitir a criacao de uma copia em fita dupla do DNA
completo do virus. Devido ao fato de a transcriptase reversa do HIV ser predisposta
a erros e nao possuir a fungdo de revisdo, mutagdes sao muito frequentes (Coffin,
1995). O DNA do virus é transportado para dentro do nacleo, onde é integrado a um
cromossomo hospedeiro através da integrase viral (Greene & Peterlin, 2002),
resultando na transcricdo do RNA e na tradugéao das proteinas virais, as quais sao
produzidas na forma de precursores de poliproteinas. As poliproteinas, juntamente
com o RNA viral, movem-se para a superficie celular e formam novas particulas

virais, levando parte da membrana da célula hospedeira. Estas novas particulas
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tornam-se infectantes quando a enzima viral protease cliva suas poliproteinas,

produzindo as proteinas e enzimas virais estruturais (Souza & Almeida, 2003).

1.3.2 Terapia anti-retroviral

Segundo Tierney e colaboradores (Tierney et al., 2006), existem quatro
categorias de tratamento contra a infeccdo por HIV: terapia para infecgdes
oportunistas; tratamento anti-retroviral; fatores estimulantes hematopoiéticos; e
profilaxia para as infeccoes oportunistas. No periodo anterior ao uso dos anti-
retrovirais, 0s pacientes necessitavam de tratamento durante toda a vida contra
véarias infecgdes, incluindo retinite por citomegalovirus, meningite criptocécica e
toxoplasmose. Hoje, no entanto, essa terapia de manutencao contra as infecgdes
oportunistas pode ser limitada em pacientes que tém uma boa resposta aos anti-
retrovirais.

A terapia anti-retroviral se iniciou com a aprovacdo da zidovudina (3’-azido-
2’,3’-didesoxitimidina ou AZT), um analogo nucleosidico que foi originalmente
sintetizado por Horwitz, da Fundacgéao contra o Cancer de Michigan, com o objetivo
de avaliar sua atividade antitumoral (Horwitz et al., 1964). Apenas em 1985,
comprovou-se sua atividade anti-HIV in vitro durante uma triagem utilizando vérios
compostos anteriormente sintetizados para outras finalidades (Fauci, 2003). Seu
mecanismo de agao esté relacionado com a inibicdo, pela sua forma trifosfato, da
enzima viral transcriptase reversa (TR) de HIV-1, por competicdo com o nucleotideo
enddgeno, timidina-5-trifosfato (Mitsuya et al., 1985). J& em 1987, o AZT foi
aprovado pela agéncia norte-americana responsavel pelo controle sobre produtos
farmacéuticos e alimenticios FDA (Food and Drug Administration), baseado em um
pequeno experimento clinico (Fischl et al., 1987), e comercializado pelos laboratérios
Burroughs-Wellcome (hoje GlaxoSmithKline, GSK). A rota sintética utilizada para a
comercializacdo do AZT foi a de Horwitz, tendo a timidina como substancia de
partida e rendimento global de 30% (Souza & Almeida, 2003).

Ainda segundo Souza e Almeida (Souza & Almeida, 2003), os estudos de
estrutura-atividade que se seguiram apés a aprovagdao do AZT determinaram os
grupos farmacoforicos e toxicoféricos dos analogos nucleosidicos inibidores da TR

(NRTIs), sendo decisivos para a descoberta de novos compostos pertencentes a
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esta classe, como estavudina (d4T), zalcitabina (ddC) e didanosina (ddl), além de
outros que também estdo no mercado hoje, como lamivudina (3TC), abacavir (ABC),
e tenofovir.

Até 1998, novos farmacos anti-retrovirais foram aprovados, dentre eles os
NNRTIs e os inibidores de protease (Pls). Os NNRTIs sao inibidores da transcriptase
reversa nao-competitivos, que ndo necessitam da fosforilagdo intracelular para se
tornarem ativos, e que foram identificados através de screenings repetitivos
utilizando a enzima viral purificada. Sao eles: nevirapina, delavirdina e efavirenz
(Flexner, 2006). Os Pls, por sua vez, foram descobertos através de estudos de
biologia estrutural moderna, tendo o saquinavir como primeiro representante. O
indinavir € outro composto pertencente a esta classe de anti-retrovirais, cujo
desenvolvimento foi baseado em estudos de modelagem molecular através da
purificacao e determinacédo da estrutura cristalografica do complexo enzima-inibidor.
Estes farmacos sao ativos contra HIV-1 e HIV-2, e atuam inibindo a protease viral, a
qual é responsavel por clivar as poliproteinas a fim de produzir proteinas maduras,
provocando, desta forma, a formagao de particulas virais defeituosas e imaturas.
S&o representados também pelo ritonavir, nelfinavir, amprenavir, fosamprenauvir,
lopinavir e atazanavir (Fauci, 2003).

Apesar do grande avango no combate ao HIV, alguns problemas tém sido
observados durante o tratamento, como os riscos de toxicidade devido a
quimioterapia combinada em longo prazo, a necessidade de adesdo total aos
regimes prescritos, € o alto custo da terapia por longos periodos, provocando, desta
forma, a necessidade de uma relagdo custo-beneficio, que favorece apenas os
pacientes com baixas contagens de CD4 e/ou alta carga viral (Tierney et al., 2006).

A resisténcia viral a terapia empregada é outro problema sério. Existe uma
grande probabilidade de alguns individuos infectados hospedarem virus que
apresentem mutacdo simples de aminoacidos, conferindo-lhes algum grau de
resisténcia a alguns anti-retrovirais conhecidos, devido ao alto indice de mutacdes
pelo HIV e ao grande numero de virions infecciosos (Coffin, 1995).
Consequentemente, o tratamento com apenas um composto anti-retroviral provoca a
formagéo de virus resistentes, em alguns casos dentro de poucas semanas (Wei et
al., 1995). Para prevenir tais resisténcias, € necessaria uma combina¢do dos
agentes ativos. Atualmente, todas as terapias anti-retrovirais usam combinacdes de

tais agentes. Modelos matematicos da replicacdo do HIV sugerem que trés é o
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numero minimo de farmacos necessarios para garantir supressao efetiva da
replicacdo do HIV, por muito tempo, sem causar resisténcia (Muller & Bonhoeffer,
2003).

1.3.2.1 Estavudina

A estavudina (2’,3-didesidro-2’,3-didesoxitimidina ou d4T) (Zerit®) é um anti-
retroviral pertencente a classe dos NRTIs, sendo um analogo nucleosidico da
desoxitimidina cujo grupo 3’-hidroxila foi substituido por uma dupla ligacao entre os
carbonos C-2° e C-3 da pentose. Assim como o AZT, a d4T foi primeiramente
sintetizada por Horwitz e colaboradores. A primeira etapa deste processo envolveu o
tratamento da desoxitimidina com excesso de cloreto de metanosulfonil (MsCl), em
piridina, produzindo o 3’,5-mesil-2’,3’-didesoxitimidina. Em seguida, este reagiu com
hidroxido de sbédio, em agua ou etanol, gerando 2,3-anidrotimidina, o qual, em
contato prolongado com a base, foi convertido no correspondente oxetano.
Finalmente, o tratamento com tert-butilato de potassio (--BuOK) em dimetilsulféxido
(DMSO) resultou na obtencao da estavudina (Figura 13) (Horwitz et al., 1966).

A atividade anti-HIV da estavudina foi comprovada simultaneamente por
grupos nos Estados Unidos, na Bélgica e no Japdo (Hamamoto et al., 1987; Riddler
et al., 1995), e comparada a atividade do AZT (Horwitz, 1993), sendo aprovada pelo
FDA para o tratamento contra o HIV em 1994, e comercializada pelos laboratérios
Bristol-Myers Squibb, sob 0 nome comercial Zerit® (Riddler et al., 1995).
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Figura 13: Sintese da estavudina (adaptado de Horwitz et al., 1966).

Assim como os outros analogos nucleosidicos inibidores da transcriptase
reversa, d4T necessita ser primeiramente fosforilada no meio intracelular para
tornar-se ativa. Tal processo inicia-se com a formacao de estavudina-5-monofosfato
(d4T-MP), através da enzima timidina quinase, sendo novamente fosforilada pela
timidilato quinase, produzindo estavudina-5’-difosfato (d4T-DP). Finalmente,
estavudina-5’-trifosfato (d4T-TP) é obtida pela fosforilacdo da d4T-DP através da
nucleosideo difosfato quinase, sendo incorporada pela transcriptase reversa no DNA
viral e, desta forma, inibindo o término de sua elongacao por competicdo com a
desoxitimidina-5'-trifosfato, ja que a ligagcdo 3’-5-fosfodiéster com o nucleotideo
seguinte nao é formada devido a perda do grupo 3’-hidroxil (Balzarini et al., 1989;
Riddler et al., 1995).

A estavudina é bem absorvida, e sua ligacdo as proteinas plasmaticas é
menor que 5% (Hurst & Noble, 1999). Ela penetra bem no liquido cefalorraquidiano,

e atravessa facilmente a placenta humana (Odinecs et al., 1996). Apds fosforilagao
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intracelular, aproximadamente metade da d4T administrada € eliminada na urina sob
forma inalterada, enquanto 3% sdo degradados em timina e acido beta-
aminoisobutirico (BAIBA), ndo se sabendo o destino metabdlico do restante (Cretton
et al., 1993). A presenga de um conjugado glicuronideo da estavudina, detectada na
urina de macacos Rhesus por Schinazi e colaboradores (Schinazi et al., 1990),
permanece, ainda, controversa (Figura 14). O destino metabdlico de outros
inibidores de transcriptase reversa nucleosidicos € apresentado na Tabela 2 (item
1.3.3).

A principal toxicidade provocada pela d4T € a neuropatia periférica,
caracterizada por inflamacao dos nervos periféricos, e que provavelmente é
provocada pela inibicdo da sintese do DNA mitocondrial (toxicidade mitocondrial),
sendo exacerbada pelo aumento da concentracdo do anti-retroviral (Riddler et al.,
1995; Cherry et al., 2003). A toxicidade mitocondrial também estd envolvida com a
acidose latica e a esteatose hepatica, principalmente quando a estavudina esta

associada com a didanosina (Miller et al., 2000).



Timidina qiy ) l
o

‘ NH

o
i

d4T-MP

Timidilato quinasel

Tr,

Nucleosideo
difosfato quinase

Por o e
HO—P—0—F—0—P—0 o
OH OH OH _
H H
d4T-TP

HO

d4T

UGT
o)
T T

o” “NH o N

OOH

0 o)
H -
) H H

OH
d4T-glicuronideo (?)

Timina

Diidropirimidina
desidrogenase

Diidropirimidinasel

Beta-
ureidopropionase

HO%/
NHj

BAIBA

Figura 14: Metabolismo proposto para a estavudina (adaptado de Schinazi et al., 1990;

Cretton et al., 1993).



42

1.3.3 Metabolismo de farmacos anti-HIV

Desde a descoberta dos anti-retrovirais, estudos que envolvem o seu
metabolismo tém sido realizados, principalmente na tentativa de explicar os
mecanismos téxicos relacionados com estes farmacos que revolucionaram o
tratamento contra o virus HIV (Li & Chan, 1999). Com a busca por novos agentes
terapéuticos, o numero de estudos do metabolismo desta classe de farmacos
também tem aumentado como parte de seu desenvolvimento, garantindo sua
seguranca e eficacia, como pode ser observado graficamente (Figura 15) através do
numero de publicacdes desde 1987, obtido pela busca no programa “SciFinder”,
utilizando a expressdo “antiretroviral metabolism”. Os destinos metabdlicos dos
inibidores de transcriptase reversa nucleosidicos (ISTRN), classe a que pertence a

estavudina, estdo apresentados na Tabela 2.

150

Publicacoes

100

50

Periodo

Figura 15: Representagdo grafica do nimero de publicagbes sobre metabolismo de anti-
retrovirais, no periodo de 1987 a 2008, obtido através de busca no SciFinder utilizando a
expressao “antiretroviral metabolism”.
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Tabela 2: Destinos metabdlicos dos inibidores de transcriptase reversa nucleosidicos.

Nome Destino metabdlico Referéncias

Inibidores de transcriptase reversa nucleosidicos
Cretton et al. 1991;
Veal & Back, 1995;
Li & Chan, 1999;
Nunes, 2008
Kaul et al., 1993;

fosforilag&o intracelular;
Zidovudina (AZT) glicuronidacao; reducao do grupo
azido; hidroxilagao; glicosilagéao

Didanosina (ddl) fosforilagao intracelular; hidrélise ]

Navé et al., 1994
Zalcitabina (ddC) fosforilagao intracelular Li & Chan, 1999
Lamivudina (3TC) fosforilagéo intracelular Johnson et al., 1998

o Faletto et al., 1997;
_ fosforilagao intracelular;
Abacavir (ABC) L ' L McDowell et al.,
carboxilacéo; glicuronidacéao 1999

Os NRTIs sao pro-farmacos didesoxinucleosideos, analogos de nucleosideos
endoégenos, que necessitam ser primeiramente fosforilados dentro da célula
hospedeira para se tornarem ativas contra a enzima transcriptase reversa. A
fosforilacdo ocorre em trés etapas: fosforilacdo pela nucleosideo quinase para
formar didesoxinucleosideo monofosfato; fosforilagdo pela nucleosideo monofosfato
quinase para formar didesoxinucleosideo difosfato; e fosforilagdo pela nucleosideo
difosfato quinase para formar didesoxinucleosideo trifostato, sendo este o
responsavel pela atuagdo sobre a enzima transcriptase reversa por competicado com
0 nucleotideo enddgeno, impedindo o término da elongagédo do DNA viral (Li &
Chan, 1999).

A zidovudina é o agente anti-HIV com maior enfoque nos estudos do
metabolismo. Existem trés destinos metabdlicos principais da zidovudina:
fosforilagdo intracelular, glicuronidagdo e redugao (Figura 16). Seu metabolismo
intracelular, envolvendo a formacao de zidovudina-5'-trifosfato (AZT-TP), é limitado
nas duas ultimas etapas de fosforilagdo devido a uma ineficiéncia da enzima timidina
quinase em formar zidovudina-5’-difosfato (AZT-DP), causando acumulo de
zidovudina-5’-monofosfato (AZT-MP) dentro da célula, e servindo como depdésito
para formagéo de AZT-TP. As altas concentra¢cdes de AZT-MP inibem a timidilato
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quinase, provocando diminuicdo da concentracdo intracelular de desoxitimidina-5'-
trifosfato e aumento da atividade anti-retroviral. Por outro lado, o acumulo de AZT-
MP intracelular pode estar relacionado com a toxicidade observada durante o uso da
zidovudina, representada principalmente por toxicidade hematoldgica, provocada,
provavelmente, pela inibigdo da ADN polimerase mitocondrial y (Veal & Back, 1995).

A zidovudina sofre rapido metabolismo hepatico de primeira passagem, com
formacgao de zidovudina-5’-glicuronideo (GAZT), um metabdlito inativo (Li & Chan,
1999). A enzima UGT2B7 é uma das responsaveis pela conjugacao da zidovudina, e
esta presente no figado, em sua maioria (Barbier et al., 2000; Turgeon et al., 2003).
Em estudos utilizando preparacbes microssomais humanas, concluiu-se que a
glicuronidacdo da zidovudina néo depende do sexo ou da idade, mas o polimorfismo
apresentado pela isoforma UGT2B7 pode contribuir para as variagbes
interindividuais observadas na concentragao plasméatica do AZT e de seu metabdlito
conjugado. No entanto, ndo se deve descartar que tais variagcbes podem estar
envolvidas com a glicuronidacdo catalisada por outras isoformas, bem como com a
etapa de fosforilagdo intracelular da zidovudina, a qual implica em uma maior ou
menor disponibilidade do substrato para o metabolismo hepatico. Ainda segundo os
estudos com microssomas hepaticos, a extensao do metabolismo do AZT pela UGT
pode variar de 60 a 75% em humanos, enquanto em ratos ela é de apenas 10%
(Naritomi et al., 2003), devido a maior eficiéncia catalitica desta enzima nos
primeiros (Veal & Back, 1995).

O terceiro destino metabdlico da zidovudina consiste na redugéo de seu grupo
azido, provavelmente mediado tanto por isoenzimas do citocromo P450 como pela
NADPH-citocromo P450 redutase e pela citocromo b5 redutase, resultando na
formagéo de 3’-amino-3’-desoxitimidina (AMT). Em estudos utilizando hepatocitos de
ratos e microssomas hepaticos de ratos e humanos, observou-se a participacao das
subfamilias CYP2B, CYP3A e CYP4A nesta reacdo, comprovada através do
aumento da formacdo do AMT com o uso de indutores destas enzimas. A isoforma
CYP2C9 também parece estar envolvida neste processo. Estes estudos indicaram,
ainda, que o AMT €& de cinco a sete vezes mais téxico para as células
hematopoiéticas que o AZT, comprovando seu papel na citotoxicidade deste anti-
retroviral, observada em pacientes. Em outro estudo semelhante, foi encontrado o

conjugado glicuronideo do AMT (GAMT), formado a partir da redug¢ao da zidovudina-
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5’-glicuronideo, descartando o AMT como sendo um substrato da UGT (Cretton et
al., 1991).
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Figura 16: Principais destinos metabdlicos da zidovudina em mamiferos (adaptado de
Cretton et al. 1991; Veal & Back, 1995; Li & Chan, 1999).
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O estudo do metabolismo da zidovudina também foi realizado utilizando
modelos microbianos (Figura 17), obtendo derivados nao relatados anteriormente na
literatura. Kruszewska e colaboradores (Kruszewska et al., 2003) realizaram o
estudo de bioconversao do AZT por uma bactéria ambiental, a Stenotrophomonas
maltophilia PCM 1942. Ap6s dez dias de incubagao, um metabdlito hidroxilado na
posicdo C-2° do anel da desoxirribose foi produzido com rendimento de
aproximadamente 97%. Em nosso laboratério, a biotransformagcdo da zidovudina
também foi realizada, utilizando Cunninghamella echinulata ATCC 9244 como
catalisador. Esta cepa de fungo filamentoso é amplamente conhecida por realizar
reacdes de biotransformacdo de uma variedade de compostos, de forma semelhante
aos mamiferos, sendo bastante empregada nos processos de bioconversdo. Em
nosso experimento, C. echinulata foi capaz de produzir um metabdlito glicosilado da
zidovudina ap6s sete dias de incubagdo, utilizando condigbes brandas de
termperatura e pH (Nunes, 2008).
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Figura 17: Reacgbes de bioconversdo da zidovudina catalisadas por Stenotrophomonas
maltophilia e Cunninghamella elegans (adaptado de Kruszewska et al., 2003; Nunes, 2008).
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