ASPECTOS GERAIS DA
ACAO DOS FARMACOS

FASE FARMACODI’NAMICA: INTERACOES ENTRE MICRO
E BIOMACROMOLECULAS

As interagdes de um farmaco com o seu sitio de agdo no sistema biolégico ocorrem du-
rante a chamada fase farmacodinamica e séo determinadas pela resultante entre forcas
intermoleculares atrativas e repulsivas, isto é, interacoes hidrofobicas, eletrostaticas e
estéricas.” Considerando os possiveis modos de interacdo entre o farmaco e a biofase,
necessarios para se promover uma determinada resposta biolégica, pode-se classifica-
-los, de maneira genérica, em dois grandes grupos: farmacos estruturalmente inespeci-
ficos e especificos.’

Os farmacos ditos estruturalmente inespecificos sao aqueles que dependem Unica e
exclusivamente de suas propriedades fisico-quimicas, por exemplo, coeficiente de parti-
cao (P) e pKa, para promoverem o efeito farmacolégico evidenciado. Como esta classe
de farmacos em geral apresenta baixa poténcia, seus efeitos sdo dependentes do uso
de doses elevadas ou da acumulacao da substancia no tecido-alvo. Os anestésicos gerais
sao um exemplo classico de substancias que pertencem a esta classe de farmacos, uma
vez que seu mecanismo de acao envolve a depressao inespecifica de biomembranas, ele-
vando o limiar de excitabilidade celular ou a interacao inespecifica com sitios hidrofébi-
cos de proteinas do sistema nervoso central, provocando perda de consciéncia.*® Nesse
caso, em que a complexacao do farmaco com macromoléculas da biofase ocorre predo-
minantemente por meio de interacdes de van der Waals, a lipossolubilidade do farmaco
esta diretamente relacionada a sua poténcia, como exemplificado comparativamente
na Figura 1.1, para os anestésicos halotano (1.1), isoflurano (1.2) e sevoflurano (1 3).%7

Em alguns casos, a alteracao das propriedades fisico-quimicas em funcdo de mo-
dificacoes estruturais de um farmaco pode alterar seu mecanismo de interacao com
a biofase. Um classico exemplo diz respeito a classe dos anticonvulsivantes, como o
pentobarbital (1.4), cuja simples alteracdo de um dtomo de oxigénio por um &tomo de
enxofre, com maior polarizabilidade, confere um incremento de lipossolubilidade que
altera o perfil de atividade estruturalmente especifico de 1.4 sobre o complexo receptor
GABA iondéforo, para uma acao anestésica inespecifica evidenciada para o tiopental (1.5)
(Figura 1.2).58
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Por outro lado, durante o desenvolvimento de uma familia de antagonistas de recep-
tores de adenosina A, foi possivel identificar o protétipo imidazo[4,5-b]piridinico (1.6),
o qual, embora apresentasse a eficacia desejada nos ensaios clinicos como cardioténico,
promovia em alguns dos pacientes o aparecimento de flashes brilhantes resultantes de
suas acoes inespecificas no sistema nervoso central.’ Modificacdes estruturais visando a
reducao de sua permeabilidade pela barreira hematencefalica resultaram na descoberta da
sulmazola (1.7), analogo com o grupo sulfinila que, por apresentar reduzido valor de co-
eficiente de particao (Log P), ndo apresenta os efeitos centrais indesejaveis (Figura 1.3)."

FARMACOS ESTRUTURALMENTE ESPECIFICOS

Os farmacos estruturalmente especificos exercem seu efeito biolégico pela interacdo se-
letiva com uma determinada biomacromolécula-alvo que, na maior parte dos casos, sao
enzimas, receptores metabotrépicos (acoplados a proteina G), receptores ionotrépicos
(acoplados a canais i6nicos), receptores ligados a quinases, receptores nucleares e, ain-
da, acidos nucleicos.

O reconhecimento molecular do farmaco (micromolécula) pela biomacromolécula é
dependente do arranjo espacial dos grupamentos funcionais e das propriedades estrutu-
rais da micromolécula, que devem ser complementares ao sitio de ligacdo localizado na
biomacromolécula, ou seja, o sitio receptor.
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A complementaridade molecular necessaria para a interacdo da micromolécula com
a biomacromolécula receptora pode ser simplificada ilustrativamente pelo modelo chave-
~fechadura (Figura 1.4)."'” Neste modelo, proposto pelo quimico alemao Emil Fischer para
explicar a especificidade da interacdo enzima-substrato,'" pode-se considerar a biomacro-
molécula como a fechadura, o sitio receptor como a “fenda da fechadura”, isto é, regido
da biomacromolécula que interagira diretamente com a micromolécula (farmaco), e as
chaves como ligantes do sitio receptor. Na aplicagdo deste modelo, a acdo de “abrir a por-
ta” ou “nao abrir a porta” representam as respostas biologicas decorrentes da interagao
chave-fechadura."""? A anélise da Figura 1.4 permite evidenciarem-se trés principais tipos
de chaves: a) chave original, que se encaixa adequadamente com a fechadura, permitindo
a abertura da porta, e corresponderia ao agonista natural (endégeno) ou substrato natu-
ral, que interage com o sitio receptor da biomacromolécula localizado respectivamente
em uma proteina-receptora ou enzima, desencadeando uma resposta biologica; b) chave
modificada, que tem propriedades estruturais que a tornam semelhantes a chave original
e permitem seu acesso a fechadura e consequente abertura da porta, e corresponderia ao
agonista modificado da biomacromolécula, sintético ou de origem natural, capaz de ser
reconhecido complementarmente pelo sitio receptor e promover uma resposta bioldgica
qualitativamente similar aquela do agonista natural, mas com diferentes magnitudes; c)
chave falsa, que apresenta propriedades estruturais minimas que permitem seu acesso a
fechadura, sem, entretanto, ser capaz de permitir a abertura da porta, e corresponderia
ao antagonista, sintético ou de origem natural, capaz de se ligar ao sitio receptor sem pro-
mover a resposta biolégica e blogqueando a acao do agonista enddgeno e/ou modificado.
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Nos trés casos em questao, é possivel distinguir duas etapas relevantes desde a intera-
¢ao da micromolécula ligante com a biomacromolécula, que contém a subunidade recep-
tora, até o desenvolvimento da resposta bioldgica resultante: a) interacdo ligante-receptor
propriamente dita — expressa quantitativamente pelo termo afinidade, traduz a capacidade
da micromolécula em se complexar com o sitio complementar de interacdo; b) promocéo
da resposta bioldgica — expressa quantitativamente pelo termo atividade intrinseca, traduz
a capacidade do complexo ligante-receptor de desencadear uma determinada resposta bio-
l6gica (Figura 1.4). O Quadro 1.1 ilustra essas consideragdes com o exemplo das substan-
cias (1.8-1.11), que atuam como ligantes de receptores benzodiazepinicos, ' e incluem os
farmacos diazepam (1.8) e midazolam (1.9), que atuam como agonistas e promovem o
caracteristico efeito sedativo, hipnético e anticonvulsivante desta classe terapéutica. Cabe
destacar que as substancias (1.8-1.11) sao ligantes com afinidades distintas, uma vez que
sao reconhecidas diferenciadamente pelos sitios complementares de interacao localiza-
dos no biorreceptor-alvo. Neste caso, o composto imidazolobenzodiazepinico flumazenil
(1.10) é aquele que apresenta maior afinidade pelo receptor benzodiazepinico, seguido do
derivado B-carbolinico (1.11) e, por fim, os farmacos 1.9 e 1.8 respectivamente. Entretan-
to, uma maior afinidade nao traduz a capacidade de o ligante produzir uma determinada
resposta bioldgica, como pode-se evidenciar pela anélise comparativa dos derivados (1.9),
(1.10) e (1.11), que apresentam atividades intrinsecas distintas, isto é, agonista, antagonista
e agonista inverso, respectivamente. Considerando-se que a acao terapéutica desta classe é
devida a atividade agonista sobre os receptores benzodiazepinicos, pode-se concluir que o
derivado (1.9), apesar de apresentar menor afinidade relativa por este receptor, ¢ um melhor
candidato a farmaco ansiolitico e anticonvulsivante do que os derivados (1.10) e (1.11).

INTERACf)E'S ENVOLVIDAS NO RECONHECIMENTO MOLECULAR
LIGANTE-SITIO RECEPTOR

Do ponto de vista qualitativo, o grau de afinidade e a especificidade da ligacdo mi-
cromolécula-sitio receptor sdo determinados por interacoes intermoleculares, as quais

QUADRO 1.1 » AFINIDADE E ATIVIDADE INTRINSECA DE LIGANTES DE RECEPTORES BENZODIAZEPINICOS

c @gj

diazepam midazolam flumazenil B-CCM
(1.8) (1.9 (1.10) (1.11)

SUBSTANCIA  AFINIDADE DO LIGANTE ENSAIO DE “BINDING”, Ki (nM)  ATIVIDADE INTRINSECA DO LIGANTE

1.8 11,0 Agonista

1.9 3,1 Agonista

1.10 1.4 Antagonista
1.1 2,3 Agonista inverso

Ki = constante de afinidade pelos receptores benzodiazepinicos em preparacdes de cérebros de murinos.
Fonte: Adaptada de Ogris e colaboradores' e Fryer."
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compreendem forcas eletrostaticas, tais como ligacoes de hidrogénio, dipolo-dipolo,
fon-dipolo, ligacdes covalentes; e interacdes hidrofébicas.

FORCAS ELETROSTATICAS

As forcas de atracdo eletrostaticas sao aquelas resultantes da interacao entre dipolos
e/ou fons de cargas opostas, cuja magnitude depende diretamente da constante dielétri-
ca do meio e da distancia entre as cargas.

A agua apresenta elevada constante dielétrica (¢ = 80), devido ao seu momento de
dipolo permanente, podendo diminuir as forcas de atracao e repulséo entre dois gru-
pos carregados, solvatados. Dessa forma, na maior parte dos casos, a interacao iénica
é precedida pela dessolvatacdo dos fons, processo que envolve perdas entélpicas e é
favorecido pelo ganho entrépico resultante da formacao de uma “rede” de interacoes
entre as moléculas de agua livres (Figura 1.5). A forca da ligacao idnica, ~5 kcal/mol,
¢é dependente da diferenca de energia da interacao fon-ion versus a energia dos fons
solvatados (Figura 1.5).

No pH fisiolégico, alguns aminoacidos presentes nos biorreceptores se encontram
ionizados (p. ex., aminoacidos basicos — arginina, lisina, histidina — e aminoacidos com
carater acido — acido glutamico, &cido aspartico), podendo interagir com farmacos que
apresentem grupos carregados negativa ou positivamente. O flurbiprofeno (1.12), anti-
-inflamatério nao esteroide que atua inibindo a enzima cicloxigenase (COX),® é reco-
nhecido molecularmente por meio de interacdes com residuos de aminoacidos do sitio
receptor, dentre as quais se destaca a interacdo do grupamento carboxilato da forma io-
nizada de 1.12 especificamente com o residuo de arginina na posicao 120 da sequéncia
priméria da isoforma 1 da COX (Figura 1.6)."'® Cabe destacar que uma ligacdo i6nica
reforcada por uma ligacao de hidrogénio, como neste caso, pode resultar em expressivo
incremento da forca de interacao, isto €, ~10 kcal/mol.

Adicionalmente, as forcas de atracao eletrostaticas podem incluir dois tipos de inte-
racoes, que variam energeticamente entre 1 e 7 kcal/mol:

a) ion-dipolo, forca resultante da interacdo de um fon e uma espécie neutra polarizavel,
com carga oposta aquela do fon (Figura 1.7);

b) dipolo-dipolo, interacdo entre dois grupamentos com polarizacoes de cargas
opostas (Figura 1.7). Essa polarizacao, decorrente da diferenca de eletronegatividade
entre um heterodtomo (p. ex., oxigénio, nitrogénio ou halogénio) e um &tomo de
carbono, produz espécies que apresentam aumento da densidade eletrénica do
heterodtomo e reducao da densidade eletronica sobre o &tomo de carbono, como
ilustrado na Figura 1.7, para o grupamento carbonila.
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A interacao do substrato natural da enzima ferro-heme dependente tromboxana
sintase (TXS)," isto &, endoperoxido ciclico de prostaglandina H, (PGH,, 1.13), envolve
a formacdo de uma interacéo ion-dipolo regiosseletiva entre o 4tomo de ferro do gru-
pamento heme e o dtomo de oxigénio em C-11 da funcdo ambidente endoperoéxido,
polarizada adequadamente (Figura 1.8A). Esse reconhecimento molecular é responsavel
pelo rearranjo que permite a transformacao da PGH, (1.13) no autacoide trombogéni-
co e vasoconstritor tromboxana A, (TXA,). Essas evidéncias do mecanismo catalitico da
enzima auxiliaram o desenvolvimento de farmacos antitrombéticos capazes de atuar
como inibidores de TXS (TXSi), explorando a interacdo de sistemas heterociclicos apre-
sentando &tomo de nitrogénio basico como o fon Fe** do grupamento protético heme
(Figura 1.8B), como o ozagrel'® (1.14).
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Adicionalmente, anéis aromaticos e heteroaromaticos que estdo presentes na gran-
de maioria dos farmacos e também na estrutura dos aminoacidos naturais fenilalanina

(1.15), tirosina (1.16), histidina (1.17) e triptofano (1.18) podem participar do proces-
so de reconhecimento molecular de um ligante pelo seu biorreceptor-alvo por meio
de interacdes eletrostaticas do tipo dipolo-dipolo conhecidas como empilhamento-r,
empilhamento-T, ou alternativamente interacoes ion-dipolo denominadas de cation-r.
As interacoes de empilhamento, que apresentam magnitudes variadas dependendo da
orientacdo e variacdo dos momentos dipolo dos sistemas aromaticos, ' sao decorrentes
da aproximacao paralela (empilhamento-m) ou ortogonal (empilhamento-T) de dois sis-
temas aromaticos que apresentam densidades eletronicas opostas, como ilustrado na
Figura 1.9. Por sua vez, as interacdes cation-m sao resultado da aproximacao espacial de
um sistema aromatico rico em elétrons e uma espécie catidnica, normalmente resultante
da ionizacdo de uma amina primaria, secundéria ou terciaria (Figura 1.9).

Essas interacoes dipolares tém grande relevancia no reconhecimento molecular do
farmaco antiAlzheimer, tacrina (THA) (1.19), pelo sitio ativo da enzima acetilcolinesterase
(AChE), como ilustrado pela interacdo de empilhamento-m entre seu anel quinolinico
e os resfduos de aminodcidos triptofano e fenilalanina nas posicoes 84 (Trp84) e 330
(Phe330),%° respectivamente (Figura 1.10A). Ademais, os estudos de Zhong e colaborado-
res”’ demonstraram que as interacoes cation-m s&o importantes para o reconhecimento
molecular da acetilcolina (1.20) pelos receptores nicotinicos (NAChR), resultando na sua
ativacdo, e que variacoes eletronicas no anel inddlico do residuo de triptofano localizado
na posicao 149 da subunidade « do biorreceptor (Trp149) sao capazes de afetar a energia
da interacdo com o grupo trimetilamonio do neurotransmissor (Figura 1.10B).
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Mais recentemente, outro grupo de interacoes do tipo dipolo-dipolo vem crescendo
em importancia na compreensao dos aspectos estruturais associados ao reconhecimento
ligante-receptor e no planejamento de novos candidatos a farmacos, a saber, as intera-
coes de halogénio.” Essas interacdes nao covalentes atipicas, analogas as interacoes de
hidrogénio, sdo, em geral, decorrentes da polarizacdo de uma ligacdo carbono-halogé-
nio com a formacao de uma regido de potencial eletrostatico positivo na superficie do
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4tomo de halogénio (cloro, bromo ou iodo) do lado oposto do eixo da ligacdo carbono-
-halogénio® (Figura 1.11). Essa regiao deficiente de elétrons é capaz de interagir com
grupos funcionais capazes de atuar como bases de Lewis, com energias variando entre
1 e 5 kcal/mol, dependendo do 4tomo de halogénio envolvido (Figura 1.11). Essa intera-
cao pode ser ilustrativamente exemplificada na identificacdo do derivado halogenado™
(1.22), um potente inibidor de catepsina L, planejado pela troca de uma subunidade
metila do protoétipo precursor (1.21) por um atomo de iodo capaz de fazer ligagao de
halogénio com o oxigénio carbonilico do residuo de glicina na posicao 61 (Gly61) que
resulta em um incremento de 20 vezes na afinidade pelo biorreceptor-alvo (Figura 1.12).
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FORCAS DE DISPERSAO

Estas forcas atrativas, conhecidas como forcas de dispersao de London, tipo de interacéo
de van der Waals, caracterizam-se pela aproximagao de moléculas apolares apresen-
tando dipolos induzidos. Estes dipolos sdo resultado de uma flutuacao local transiente
(107° 5) de densidade eletrénica entre grupos apolares adjacentes, que n&o apresentam
momento de dipolo permanente. Normalmente, essas interacdes de fraca energia, isto
é,0,5a 1,0 kcal/mol, ocorrem em funcao da polarizacao transiente de ligacdes carbono-
-hidrogénio ou carbono-carbono (Figura 1.13).

Apesar de envolverem fracas energias de interacao, as forcas de dispersao sao de
extrema importancia para o processo de reconhecimento molecular do farmaco pelo
sitio receptor, uma vez que, normalmente, se caracterizam por interacdes multiplas que,
somadas, acarretam contribuicdes energéticas significativas. A losartana (1.23), farmaco
anti-hipertensivo que atua como antagonista de receptores de angiotensina Il do subtipo
1 (AT,R), faz importantes interacoes de van der Waals entre suas subunidades n-butila
e bifenila com os residuos de aminoéacidos hidrofébicos localizados na bolsa lipofilica L1
(Phe182, Phe171 e Ala163) e com o residuo de valina em posicdo 108 (Val108), respec-
tivamente”?° (Figura 1.14).

INTERACOES HIDROFOBICAS

Como as forcas de dispersao, as interacdes hidrofobicas sao individualmente fracas (cer-
ca de 1 kcal/mol) e ocorrem em funcédo da interacao entre cadeias ou subunidades apo-
lares. Normalmente, as cadeias ou subunidades hidrofébicas, presentes tanto no sitio
receptor como no ligante, se encontram organizadamente solvatadas por camadas de
moléculas de dgua. A aproximacado das superficies hidrofébicas promove o colapso da
estrutura organizada da agua, permitindo a interacao ligante-receptor a custa do ganho
entrdpico associado a desorganizacao do sistema. Em vista do grande nimero de subu-
nidades hidrofébicas presentes nas estruturas de peptideos e farmacos, essa interacao
pode ser considerada importante para o reconhecimento da micromolécula pela bioma-
cromolécula, como exemplificado na Figura 1.15, para a interacdo do fator de ativacdo
plaquetéria (PAF, 1.24) com o seu biorreceptor, por meio do reconhecimento da cadeia
alquilica C-16 por uma bolsa lipofilica presente na estrutura da proteina receptora.”’*®
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LIGACAO DE HIDROGENIO (LIGACAO-H)

As ligacdes de hidrogénio (ligacao-H) sdo as mais importantes interacdes nao covalentes
existentes nos sistemas bioldgicos, sendo responsaveis pela manutencao das conforma-
¢oes bioativas de macromoléculas nobres, essenciais a vida: a-hélices e folhas 8 das pro-
teinas (Figura 1.16) e das bases purinas-pirimidinas dos acidos nucleicos (Figura 1.17).

Essas interacoes sao formadas entre heterodtomos eletronegativos, como oxigénio,
nitrogénio, fltor, e o 4&tomo de hidrogénio de ligacdes O-H, N-H e F-H, como resultado
de suas polarizagoes (Figura 1.18). Cabe destacar que, apesar de normalmente a ligacao
C-H nao apresentar polarizacao suficiente para favorecer a formacao de ligagdes de
hidrogénio, o forte efeito indutivo promovido pela introducdo de dois atomos de fltor
pode compensar este comportamento, tornando o grupo diflurometila (F,C-H) um bom
doador de ligacoes de hidrogénio® (Figura 1.18).

Inimeros exemplos de farmacos que sao reconhecidos molecularmente por meio de
ligacbes de hidrogénio podem ser citados: dentre eles, pode-se destacar ilustrativamente
a interacao do antiviral saquinavir (1.25) com o sitio ativo da protease do virus HIV-1
(Figura 1.19).°*" O reconhecimento desse inibidor enzimatico (1.25) envolve a partici-
pacao de ligacoes de hidrogénio com residuos de aminoéacidos do sitio ativo, diretas ou
intermediadas por moléculas de dgua (Figura 1.19).

LIGACAO COVALENTE

As interagdes intermoleculares envolvendo a formacdo de ligacdes covalentes sdo de
elevada energia, ou seja, 77 a 88 kcal/mol. Considerando-se que, na temperatura co-
mum dos sistemas bioldgicos (30 a 40 °C), ligacdes mais fortes do que 10 kcal/mol séo
dificilmente rompidas em processos ndo enzimaticos, os complexos farmaco-receptores
envolvendo ligacdes covalentes séo raramente desfeitos, culminando em inibicao enzi-
matica irreversivel ou inativacdo do sitio receptor.

Essa interacdo, envolvendo a formacdo de uma ligacao sigma entre dois 4tomos que
contribuem cada qual com um elétron, eventualmente, ocorre com farmacos que apre-
sentam grupamentos com acentuado carater eletrofilico e bionucleéfilos organicos. O
acido acetilsalicilico (AAS, 1.26) e a benzilpenicilina (1.27) sdo dois exemplos de farma-
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Essa interacdo farmaco-receptor é de natureza irreversivel em funcdo da formacéo de
uma ligacao covalente resultante do ataque nucleofilico da hidroxila do aminoacido
serina-530 (Ser530) ao grupamento eletrofilico acetila presente em (1.26) (Figura 1.20),
promovendo a transacetilacao deste sitio enzimatico.®® Cabe salientar que atualmente
se considera que a inibicdo da enzima prostaglandina endoperoxido sintase (PGHS) pelo
AAS é um processo pseudoirreversivel, pois o fragmento Ser-530-OAc é hidrolisado de
forma tempo-dependente regenerando a enzima PGHS.

Outro exemplo diz respeito ao mecanismo de acao da benzilpenicilina (Penicilina G,
1.27) e outras penicilinas semissintéticas, classificadas como antibiéticos B-lactamicos,
que atuam inibindo a D, D-carboxipeptidase, enzima responsavel pela formacao de liga-
¢des peptidicas cruzadas no peptideoglicano da parede celular bacteriana, por meio de
processos de transpeptidacao™ (Figura 1.21).

O reconhecimento molecular deste farmaco (1.27) pelo sitio catalitico da enzima é
funcao de sua similaridade estrutural com a subunidade terminal D-Ala-D-Ala do pepti-
deoglicano. Entretanto, a ligacao peptidica inclusa no anel B-lactamico de 1.27 se carac-
teriza como um centro altamente eletrofilico, como ilustra o mapa de potencial eletros-
tatico descrito na Figura 1.21. Dessa forma, o ataque nucleofilico da hidroxila do residuo
serina da triade catalitica da enzima ao centro eletrofilico de 1.27 promove a abertura
do anel de quatro membros e a formacao de uma ligacdo covalente, responsavel pela
inibicao irreversivel da enzima (Figura 1.21).

Cabe destacar que, a despeito das ligacoes covalentes serem aquelas de mais alta
energia, seu uso no planejamento de farmacos de acdo dinamica, isto é, que modulam
alvos moleculares préprios do organismo humano, ndo é a mais adequada em funcdo
da potencial toxicidade oriunda da reatividade dos grupos eletrofilicos da estrutura do
farmaco com diferentes bionucleofilos organicos e também da irreversibilidade decor-
rente da interacdo com o biorreceptor-alvo. Por outro lado, é extremamente frequente a
ocorréncia desse tipo de interacdo na estrutura de farmacos quimioterapicos, incluindo
antibacterianos, antiprotozodrios, antifingicos e antitumorais, onde a inibicao irreversi-
vel de alvo molecular do patégeno causador da doenca é desejavel.
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FATORES ESTEREOQUIMICOS E CONFORMACIONAIS ENVOLVIDOS
NO RECONHECIMENTO MOLECULAR LIGANTE-SITIO RECEPTOR

Apesar do modelo chave-fechadura ser Util na compreensdo dos eventos envolvidos
no reconhecimento molecular ligante-receptor, caracteriza-se como uma representacao
parcial da realidade, uma vez que as interacoes entre a biomacromolécula (receptor) e
a micromolécula (farmaco) apresentam caracteristicas tridimensionais dindmicas. Dessa
forma, o volume molecular do ligante, as distancias interatbmicas e o arranjo espacial
entre os grupamentos farmacoféricos compdem aspectos fundamentais na compreen-
sdo das diferencas na interacao farmaco-receptor. A Figura 1.22, que descreve o com-
plexo entre a enzima HMG-CoA redutase pelo inibidor atorvastatina (1.28), ilustra a
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FIGURA1.21 ESTRUTURA GERAL DA PAREDE CELULAR BACTERIANA E 0 MECANISMO DE INIBJ(;AO IRREVERSIVEL DA
CARBOXIPEPTIDASE PELA BENZILPENICILINA (1.27), VIA FORMACAO DE LIGACAO COVALENTE. A ESQUERDA, MAPA DE
POTENCIAL ELETROSTATICO DE 1.27.
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natureza tridimensional do complexo biomacromolécula-micromolécula, com destaque
para o arranjo espacial dos aminoacidos que constituem o sitio ativo e participam do
reconhecimento molecular do farmaco.”

FLEXIBILIDADE CONFORMACIONAL DE PROTEINAS E LIGANTES:
TEORIA DO ENCAIXE INDUZIDO

As caracteristicas de complementaridade rigida do modelo chave-fechadura de Fisher
limitam, por vezes, a compreensao e a avaliacdo do perfil de afinidade de determinados
ligantes por seu sitio molecular de interagdo, podendo induzir a erros no planejamento
estrutural de novos candidatos a farmacos.*® Nesse contexto, Koshland introduziu os
aspectos dinamicos que governam o reconhecimento molecular de uma micromolécula
por uma biomacromolécula, na sua teoria do encaixe induzido,”” propondo que o aco-
modamento conformacional reciproco no sitio de interacdo, até que se atinja os meno-
res valores de energia do complexo, constitui aspecto fundamental na compreensao de
diferencas na interacao farmaco-receptor (Figura 1.23).%

Essa interpretacdo pode ser ilustrativamente empregada na compreensao dos dife-
rentes modos de interacao de inibidores da enzima acetilcolinesterase (1.29) e (1.30),
planejados molecularmente como analogos estruturais da tacrina® (1.19), primeiro far-
maco aprovado para o tratamento da doenca de Alzheimer. Cabe destacar que, a des-
peito da presenca da subunidade farmacoférica tetraidro-4-aminoquinolina, comum aos
trés inibidores, suas orientacdes e consequentemente seus modos de reconhecimento
molecular pelo sitio ativo da enzima sao parcialmente distintos (Figura 1.24), compro-
metendo andlises de relacao estrutura-atividade que considerem apenas a similaridade
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estrutural entre estes compostos. Por essa razdo, deve-se considerar que pequenas al-
teracOes estruturais em compostos de uma série congénere podem promover grandes
mudancas no perfil de interacdo com o biorreceptor-alvo, resultando em eventuais falsas
interpretacdes comparativas da contribuicdo de variacoes do perfil estereoeletrénico de
grupos funcionais para a atividade farmacolégica evidenciada.
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Por outro lado, ao analisar as interacdes envolvidas no reconhecimento molecular do
derivado peptoide (1.31), capaz de inibir a metaloproteinase-3 de matriz (MMP-3) com
Ki = 5 nM, pode-se identificar a importancia da subunidade N-metil-carboxamida terminal,
que participa diretamente do atracamento ao biorreceptor-alvo por meio de duas interacdes
de hidrogénio, como ilustra a Figura 1.25.%° Considerando-se esse perfil de ligacdo, poderia-
-se antecipar, a priori, que o derivado (1.32), andlogo estrutural de 1.31, que apresenta
um grupamento hidrofébico fenila substituindo o grupo N-metil-carboxamida terminal, de-
veria apresentar menor afinidade pelo sitio ativo da enzima-alvo, devido a inabilidade de
essa subunidade estrutural reproduzir o reconhecimento molecular por meio de interacoes
de hidrogénio. Entretanto, a alteracao conformacional no sftio ativo de MMP-3 induzida
pela presenca do composto (1.32) promove a exposicdo do aminoacido hidrofébico leucina
(Leu), que passa a participar do reconhecimento da subunidade hidrofébica fenila presente
neste inibidor, mantendo sua afinidade pela enzima-alvo (Ki = 9 nM) (Figura 1.25).%°

Dessa forma, pode-se considerar que a interacao entre um bioligante e uma pro-
teina deve ser imaginada como uma colisdo entre dois objetos flexiveis. Nesse processo,
o choque inicial do ligante com a superficie da proteina deve provocar o deslocamento
de algumas moléculas de dgua superficiais sem, entretanto, garantir o acesso imediato
ao sitio ativo, uma vez que o transporte do ligante ao sitio de reconhecimento molecu-
lar deve envolver multiplas etapas de acomodamento conformacional que produzam o
modo de interacdo mais favoravel entalpica e entropicamente.’®*"** Ademais, alguns
estudos termodinamicos (AG) da interacao ligante-receptor permitiram evidenciar uma
relacdo entre o balanco dos termos entalpico e entrépico de ligantes de diferentes re-
ceptores acoplados & proteina G,” com o seu perfil agonista e antagonista, como, por
exemplo, foi descrito para ligantes de receptores canabinoides dos subtipos CB, e CB,,*
de adenosina dos subtipos A, e A,,,** de serotonina do subtipo 5-HT,,;** e de histamina

OCH,

FIGURA1.25 ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DOS COMPLEXOS ENTRE 0S INIBIDORES
PEPTOIDES (1.31) E (1.32) COM A METALOPROTEASE-3 (MMP-3) DE MATRIZ.
Fonte: Adaptada de Rockwell e colaboradores.®
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do subtipo H,.*” Entretanto, a falta de correlacdo siste-
matica entre o perfil termodinanico e atividade intrinseca
de ligantes de alguns biorreceptores, como os receptores
de histamina do subtipo H,,*® leva a crer que estudos ter-
modinamicos adicionais com maior nimero de ligantes
torna-se necessario para caracterizar a discriminacao de
agonistas, agonistas parciais e antagonistas.®

OH

CONFIGURACAO ABSOLUTA
E ATIVIDADE BIOLOGICA

(s) Um dos primeiros relatos da literatura que indicava a rele-
vancia da estereoquimica, mais particularmente da confi-
guracao absoluta na atividade biolégica, deve-se a Piutti

SEM em 1886, gue descreveu o isolamento e as diferentes
PALADAR propriedades gustativas dos enantiomeros do aminoaci-

do asparagina (1.33) (Figura 1.26). Essas diferencas de
_ propriedades organolépticas expressavam modos diferen-
ciados de reconhecimento molecular do ligante pelo sitio

receptor, nesse caso, localizado nas papilas gustativas,
traduzindo sensacoes distintas.”’

Entretanto, a importancia da configuracao absoluta na atividade biolégica®>* per-
maneceu obscura até a década de 60, quando, infelizmente, ocorreu a tragédia da tali-
domida® (1.34), decorrente do uso de sua forma racémica, indicada para a reducdo do
desconforto matinal em gestantes, resultando no nascimento de cerca de 12.000 crian-
cas com malformacoes congénitas. Posteriormente, o estudo do metabolismo de 1.34
permitiu evidenciar que o enantidémero (S) era seletivamente oxidado, levando a forma-
cao de espécies eletrofilicas reativas do tipo areno-6xido, que reagem com nucleéfilos
bio-organicos, induzindo teratogenicidade,”” enquanto o antipoda (R) era responsavel
pelas propriedades hipnético-sedativas (Figura 1.27).

Esse episddio foi o marco de nova era no desenvolvimento de novos farmacos. Nes-
se momento, a quiralidade passou a ter destaque e a investigacao cuidadosa do com-
portamento de farmacos quirais>>>° ou homoquirais®®®' frente a processos capazes de

talidomida
(1.34)
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influenciar tanto a fase farmacocinética, isto €, absorcao, distribuicdo, metabolismo e
eliminacdo, quanto a fase farmacodinamica, ou seja, interacao farmaco-receptor, passou
a ser fundamental antes de sua liberacdo para uso clinico.

O diferente perfil farmacolégico de substancias quirais foi pioneiramente racionaliza-
do por Easson e Stedman.® Esses autores propuseram que o reconhecimento molecular
de um ligante com um Unico centro assimétrico pelo biorreceptor envolveria a participacdo
de, ao menos, trés pontos. Nesse caso, o reconhecimento do antipoda correspondente
pelo mesmo sitio receptor nao seria tao eficaz devido a perda de um ou mais pontos de
interacdo complementar ou a novas interacoes repulsivas com residuos de aminoéacidos do
receptor-alvo.®® Esses autores inspiraram o modelo de trés pontos ilustrado na Figura 1.28,
que considera o mecanismo de reconhecimento estereoespecifico do propranolol (1.35)
pelos receptores B-adrenérgicos.** O enantidmero (5)-(1.35) é reconhecido por esses re-
ceptores por meio de trés principais pontos de interacao:® a) sitio de interacdo hidrofébi-
ca, que reconhece o grupamento lipofilico naftila de 1.35; b) sitio aceptor de ligacao de
hidrogénio, que reconhece o 4tomo de hidrogénio da hidroxila da cadeia lateral de 1.35; e
¢) sitio de alta densidade eletronica, que reconhece o grupamento amina da cadeia lateral
(ionizado em pH fisiolégico), por meio de interacdes do tipo fon-dipolo. Nesse caso par-
ticular, o enantiémero (R)-(1.35) apresenta-se praticamente destituido das propriedades
B-bloqueadoras terapeuticamente Uteis, devido a menor afinidade decorrente da perda do
ponto de interacao (b), apresentando, por sua vez, propriedades indesejadas relacionadas
a inibicdo da conversao do hormdnio da tireoide tiroxina a tri-iodotironina (Figura 1.29B).

Assim, de acordo com as regras de nomenclatura recomendadas pela IUPAC (Inter-
national Union of Pure and Applied Chemistry), o enantidbmero terapeuticamente Util de
um farmaco, que apresenta maior afinidade e poténcia pelos receptores-alvo, é denomi-
nado de eutémero, enquanto seu antipoda, ligante de menor afinidade pelo biorrecep-
tor, denomina-se distémero.*

CH3
*
O/Y\N CH,
H
OH
propranolol
(1.35)
Interacoes Interacoes
hidrofébicas hidrofobicas
A) B)
NH, NH,
Aspartato Aspartato
Asparagina Asparagina
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* O Capitulo 7 ilustra aspectos
particulares da importancia da con-
figuracao relativa na atividade far-
macolégica dos farmacos.

As diferencas de atividade intrinseca de farmacos enantioméricos, possuindo as
mesmas propriedades fisico-quimicas, excetuando-se o desvio do plano da luz polari-
zada, é funcdo da natureza quiral dos aminoacidos, que constituem a grande maioria
de biomacromoléculas receptoras e que se caracterizam como alvos terapéuticos “oti-
camente ativos”. Dessa forma, a interacdo entre os antipodas do farmaco quiral com
receptores quirais, leva a formacdo de complexos farmaco-receptores diastereoisoméri-
cos que apresentam propriedades fisico-quimicas e energias diferentes, podendo, assim,
promover respostas bioldgicas distintas.

CONFIGURACAO RELATIVA E ATIVIDADE BIOLOGICA*

De forma anéloga, alteracdes da configuracédo relativa dos grupamentos farmacoféricos
de um ligante aliciclico ou olefinico também podem repercutir diretamente no seu reco-
nhecimento pelo biorreceptor, uma vez que as diferencas de arranjo espacial dos grupos
envolvidos nas interagcdes com o sitio receptor implicam em perda de complementaridade
e consequente reducdo de sua afinidade e atividade intrinseca, como ilustra a Figura 1.29.

Um exemplo classico que ilustra a importancia da isomeria geométrica (cis-trans,
E-2) na atividade biolégica de um farmaco diz respeito ao desenvolvimento do estrogé-
nio sintético, E-dietilestilbestrol (1.36), cuja configuracao relativa dos grupamentos para-
-hidroxifenila mimetiza o arranjo molecular do ligante natural, isto é, horménio estradiol
(1.37), necessario ao seu reconhecimento pelos receptores de estrogénio intracelulares,
comoilustra a Figura 1.30.%” O estereoisémero Z do dietilestilbestrol (1.38) possui distan-
cia entre estes grupamentos farmacoforicos (7,7 A) inferior aquela necessaria ao reco-
nhecimento pelo biorreceptor e, consequentemente, apresenta atividade estrogénica 14
vezes menor do que o isdmero E correspondente (1.36) (Figura 1.31).
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* O Capitulo 7 discute em detalhes
0s aspectos conformacionais envol-
vidos na atividade dos farmacos.

** O Capitulo 7 estudara os aspec-
tos conformacionais envolvidos na
atividade dos farmacos.

CONFORMACAO E ATIVIDADE BIOLOGICA*

As variacoes do arranjo espacial envolvendo a rotacdo de ligacdes covalentes sigma, asso-
ciadas a energias inferiores a 10 kcal/mol, caracterizam as conformacoes. Esse tipo particu-
lar de estereoisomeria extremamente relevante para o reconhecimento molecular de uma
micromolécula enddgena (p. ex., dopamina, serotonina, histamina, acetilcolina) ou exége-
na explica as diferencas de atividade biolégica, dependentes da modulacao de diferentes
subtipos de receptores (p. ex., D1/D2/D3/D4/D5, 5-HT1/5-HT2/5-HT3, H1/H2/H3, muscari-
nicos/nicotinicos, respectivamente).®® A despeito da possivel utilizacao de métodos in sili-
co, difracao de raios X ou diferentes técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) na
caracterizacdo de conférmeros de uma substancia bioativa, a baixa barreira energética ne-
cessaria para a conversao de um arranjo conformacional em outro a temperatura do cor-
po humano, 37 °C, dificulta a inambigua identificacdo da conformacéo responsavel pelo
reconhecimento molecular pelo biorreceptor-alvo, o qual pode ainda induzir alteracdes no
conformero mais estavel de um ligante de forma a viabilizar interacées complementares
mais favoraveis.* Entretanto, algumas estratégias de modificacdo molecular que resultam
em restricao conformacional, como a anelacao e o efeito-orto, sdo capazes de deslocar o
equilibrio de uma populacdo de conférmeros para uma conformacao definida, que per-
mitird a melhor caracterizacao das relacdes entre conformagdo-atividade farmacolégica.

A acetilcolina (1.39), importante neurotransmissor do sistema nervoso parassimpa-
tico, é capaz de sensibilizar dois subtipos de receptores: os receptores muscarinicos, pre-
dominantemente localizados no sistema nervoso periférico, e os receptores nicotinicos,
localizados predominantemente no sistema nervoso central. Entretanto, os diferentes
efeitos bioldgicos promovidos por esse autacoide sao decorrentes de interacdes que en-
volvem distintos arranjos espaciais dos grupamentos farmacoféricos com o sitio receptor
correspondente, isto é, grupamento acetato e grupamento amonio quaternario. Eles
podem, preferencialmente, adotar uma conformacéao de afastamento maximo, conheci-
da como antiperiplanar, ou conformacdes onde estes grupos apresentam um angulo de
60° entre si, conhecidas como sinclinais (Figura 1.32).”° O reconhecimento seletivo dos
bioligantes muscarina (1.40) e nicotina (1.41) por estes subtipos de receptores permitiu
evidenciar que a conformacao antiperiplanar de 1.39 esta envolvida na interacdo com os
receptores muscarinicos, enquanto a conformacao sinclinal de 1.39 é a responséavel pelo
reconhecimento molecular do subtipo nicotinico.

QUIRALIDADE AXIAL E ATIVIDADE BIOLOGICA**

Quando variacoes do arranjo espacial de moléculas, envolvendo a rotacao de ligacoes
covalentes sigma, estdo associadas a barreiras energéticas superiores a 30 kcal/mol,
observa-se o “congelamento” de conformacoes enantioméricas, que podem ser carac-
terizadas isoladamente.”"’” Esse tipo particular de esterecisomeria, chamada atropoiso-
merismo, foi inicialmente descrita em bifenilas ortofuncionalizadas (1.42) (Figura 1.33),
mas grande numero de fungdes organicas distintas podem apresentar este fenémeno,
caracterizado pela presenca de propriedades quirais em ligantes que ndo apresentam
centro estereogénico.”

Diversos farmacos e substancias bioativas que apresentam e dependem desta pro-
priedade estrutural para o reconhecimento molecular pelo biorreceptor-alvo sao conhe-
cidos,”"”” como os exemplos representados pelo gossipol e pela metaqualona, discutidos
nos Capitulos 3 e 7, respectivamente. Cabe destacar também o antibiético atropoisomé-
rico de origem natural vancomicina’ (1.43) (Figura 1.34), que era, até o final da década
de 80, o Ultimo recurso terapéutico para o tratamento de certas infeccoes provocadas
por bactérias resistentes a penicilina e seus derivados. O mecanismo de acao desse anti-
bidtico envolve sua complexacao, por meio de ligagcdes de hidrogénio, com o peptideo
D-Ala-D-Ala precursor do peptideoglicano que reforca a membrana externa, impedindo
sua formacao e provocando a consequente morte bacteriana’ (Figura 1.34).

Outro importante exemplo de protétipo atropoisomérico é o derivado heterotriciclico
telenzepina (1.44) (Figura 1.35), cujo enantidmero dextrorrotatério apresenta atividade
como antagonista seletivo de receptores muscarinicos do subtipo M, 500 vezes superior
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N02 HOzc

HO.C, COH
G~ W< o>Hh=o Y

02N NOZ

CO,H OoN

as-(1.42) aR-(1.42)
1 NO, 1 NO,
HO,C—[—3NO: ON—|—; COH
, CH,0,H , CH,0H

ao correspondente antipoda 6tico em preparacdes de cortex cerebral de ratos.” Esta re-
lacdo atropoisomérica é resultante do efeito-orto do grupo metila ligado ao anel tiofenila
de 1.44 sobre a cadeia lateral que contém o grupo metilpiperazina, introduzindo uma
barreira energética de 35 kcal/mol para a interconversdo das conformacbes “borboleta”
classicamente evidenciadas em sistemas triciclicos dessa natureza (Figura 1.35).
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H (o]
N
—
N—X\ _S
o HsC Barreira de 35 keal/mol
racemizacio 5 keal/mo

O

H4sC

telenzepina
(1.44)

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E A ATIVIDADE BIOLOGICA

Como mencionado, as propriedades fisico-quimicas de determinados grupamentos fun-
cionais sdo de fundamental importancia na fase farmacodinamica da acdo dos farmacos,
etapa de reconhecimento molecular, uma vez que a afinidade de um farmaco pelo seu
biorreceptor é dependente do somatério das forcas de interacao dos grupamentos far-
macoféricos com sitios complementares da biomacromolécula.

Entretanto, se considerarmos que a grande maioria dos farmacos é desenvolvida de
forma a permitir sua administracdo pela via oral, a qual traz grandes vantagens quanto
a adesao do paciente ao tratamento, a fase farmacocinética passa a ter grande im-
portancia para sua adequada eficacia terapéutica e é uma das principais causas para a
descontinuidade da investigacdo de novos candidatos a farmacos nas etapas iniciais de
triagem clinica.”® A fase farmacocinética, que engloba os processos de absorcao, distri-
buicdo, metabolizacdo e excrecao*, repercutindo diretamente na biodisponibilidade e
no tempo de meia-vida do farmaco na biofase, também pode ser drasticamente afetada
pela variacao das propriedades fisico-quimicas de um farmaco. Adicionalmente, deve-se ADME (A = absorcao; D = distri-
considerar que as etapas da fase farmacocinética sao precedidas, no caso de farmacos buicao; M = metaboliémo [ver Ca-
de uso oral administrados em formas farmacéuticas solidas, das etapas de desintegra-  pitulo 2J; E = excrecao).
¢do, desagregacao e dissolucao que compdem a fase farmacéutica e sdo dependentes
do perfil de hidrossolubilidade do principio ativo (Figura 1.36).

As principais propriedades fisico-quimicas de uma micromolécula capazes de alterar
seu perfil farmacoterapéutico sao o coeficiente de particao, que expressa a relacao entre
o seu perfil de hidro e lipossolubilidade, e o coeficiente de ionizacao, expresso pelo pKa,
que traduz o grau de contribuicao relativa das espécies neutra e ionizada.

Considerando-se que a grande maioria dos farmacos ativos por via oral é absorvida
passivamente, tendo que transpor a bicamada lipidica que constitui o ambiente hidrofo-
bico das membranas biolégicas (Figura 1.37), destaca-se a importancia das propriedades
fisico-quimicas, isto é, lipofilicidade e pKa, para que o farmaco atinja concentracoes
plasmaticas capazes de reproduzirem o efeito bioldgico evidenciado em experimentos

* A fase farmacocinética é referi-
da em livros de lingua inglesa com
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l' Administracdo oral

- FASE FARMACEUTICA

l' Farmaco em solucao

- FASE FARMACOCINETICA

l' Farmaco na biofase

h

FASE
FARMACODINAMICA

in vitro. Em contrapartida, o processo de absorcao
oral de um farmaco é muito dependente da sua con-
centracdo em solucao, apds a liberacao do principio
ativo da formulacao farmacéutica, fendbmeno que
¢é favorecido pelo seu perfil de hidrossolubilidade
relativo. Essa dicotomia exige que um farmaco ou
novo protétipo candidato a farmaco deva apresentar
propriedades fisico-quimicas balanceadas, de forma
a se ajustar as caracteristicas de cada uma das fases
percorridas na biofase.

LIPOFILICIDADE (LOG P)

A lipofilicidade é definida pelo coeficiente de parti-
¢ao de uma substancia entre uma fase aquosa e uma
fase organica. O conceito atualmente aceito para co-
eficiente de particao (P) pode ser definido pela razao
entre a concentracdo da substancia na fase organica
(Corg) e sua concentracao na fase aquosa (Caq) em um
sistema de dois compartimentos sob condicdes de
equilibrio, como ilustrado na Figura 1.38.

Os farmacos que apresentam maior coeficiente
de particdo, ou seja, tém maior afinidade pela fase
organica, tendem a apresentar maior taxa de per-
meabilidade pelas biomembranas hidrofébicas, apre-
sentando melhor perfil de biodisponibilidade, que

Organelas

Citoplasma

Nucleo

Membrana citoplasmatica

Cabeca
hidrofilica

Cauda
hidrofobica

Glicoproteina

Regido
hidrofilica

Regiao
hidrofobica

transmembrana

Proteina
integral

:|~ Fosfolipideos
‘ Regido
) hidrofobica

hidrofilica
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pode resultar no aumento de seus efeitos farmacolégicos. O Quadro 1.2
ilustra como a introducao de grupos funcionais polares (R = OH) altera o - E
coeficiente de particdo e, consequentemente, a absorcao gastrintestinal
dos farmacos cardiotdnicos digitoxina (1.45) e digoxina (1.46).”

O coeficiente de particao (P) é tradicionalmente determinado pelo

método de shake flask, empregando n-octanol como fase organica, de- Fasg : P =Corg
vido a sua semelhanca estrutural com os fosfolipideos de membrana. Os Ofgdnica Caq
valores do logaritmo do coeficiente de particao (Log P) sdo normalmente 1 Ko

correlacionados a atividade bioldgica, descrevendo em geral um modelo R K1.Caq=K2.Corg
parabdlico bilinear’®”® (Figura 1.39), que indica haver lipofilicidade 6tima, Z?qsueosa 1”

normalmente compreendida entre valores de 1 a 3, capaz de expressar
requisitos farmacocinéticos e farmacodinamicos ideais e cujo incremento
leva a progressiva reducdo da absorcdo. As razdes para a redugao dos
perfis de absorcdo e biodisponibilidade com o aumento da lipofilicidade -
de substancias administradas pela via oral esto relacionadas & reducao (F:I(;;:FTQII‘IEI\?'IS'E DEEgigTTé';S%Q?DDEOUM
do perfil de hidrossolubilidade, crucial para a etapa inicial de dissolucdo AR ~
do Eérmaco e a formacéao de m'icelas noplt]men int(gstinal pela acdo de gais SOLUTO. Cogg E Cyg SAO AS CONCENTRACOES
e DO SOLUTO NAS FASES ORGANICA E AQUOSA,

biliares. RESPECTIVAMENTE.
Além da demonstracao das correlacoes entre absorcéo, atividade far-

macoldgica e parametros fisico-quimicos (p. ex., lipofilicidade), os estudos

de Hansch e colaboradores®*® demonstraram que Log P é uma proprie-

dade aditiva e possui um consideravel carater constitutivo. Por analogia a equacdo de
Hammett (1935) utilizando derivados benzénicos substituidos, definiu-se a constante hi-
drofébica do substituinte, m, (Equacao 1.1):

Equacdo 1.1 m = Log (P, /PH)

QUADRO 1.2 » RELACAAO ENTRE O COEFICIENTE DE PARTICAO (P) E A ABSORCAO GASTRINTESTINAL DE
FARMACOS CARDIOTONICOS

HO CH,
HO o
HO
o
0 CHs
HO”/_O CH
Ho L
HO

R = H digitoxina (1.45)
R = OH digoxina (1.46)

i COEFICIENTE DE PARTICAO _
FARMACO P [CHCL,/ MEOH:H,0 (16:84)] ABSORCAO GASTRINTESTINAL  MEIA-VIDA (h)

Digitoxina (1.45) 96,5 100 144
Digoxina (1.46) 81,5 70-85 38
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* Estdo incluidos, nos Anexos, da-
dos tabulados das constantes frag-
mentais.

Faixa ideal
de Log P

- —

0,5 =

0,25

Biodisponibilidade oral

E, entdo, o logaritmo do coeficiente de particao (Log P,) de um derivado funcionaliza-
do com um substituinte X apresentado pode ser calculado empregando-se a Equacao 1.2:

Equacao 1.2 Log P, = Log P, + mr,

Acrescenta-se o valor da contribuicdo da constante hidrofébica do substituinte X
tabulada (ver anexos)* ao logaritmo do coeficiente de particdo do derivado ndo substi-
tuido (Log P).

Pode-se exemplificar o emprego dessa equacao no calculo do logaritmo do coefi-
ciente de particdo do analgésico paracetamol (1.47) a partir de valores experimental-
mente obtidos para o fenol (1.48), a acetanilida (1.49) e o benzeno (1.50), como ilustra a
Figura 1.40. Deve-se destacar que, face ao carater aditivo do parametro lipofilicidade em
derivados congéneres, qualquer das rotas utilizadas na predicao do Log P do paracetamol
(1.47) leva a valores bem préximos daguele obtido experimentalmente, ou seja, 0,46.

A limitacdo do emprego desse método de predicdo do coeficiente de particdo esta
relacionada a impossibilidade de extrapolacdo dos valores da contribuicdo hidrofébi-
ca de radicais monovalentes (p. ex., —CH,) para radicais divalentes (p. ex., —CH,—)
ou trivalentes. Nesses casos, os valores preditos empregando-se as constantes r, sao
normalmente menores do que os valores experimentais correspondentes, fato que pode
ser contornado pelo emprego das constantes fragmentais () de Mannhold e Rekker.®

Durante o estudo de uma série congénere de substancias bioativas, o uso dos valo-
res das constantes de hidrofobicidade de Hansch (,) e mesmo das constantes de contri-
buicao eletronica de Hammett® (o) permite orientar a introducao de grupos funcionais
de acordo com a natureza da propriedade fisica que se deseja potencializar, visando mo-
dificacdes no perfil farmacocinético ou farmacodinamico. O diagrama de Craig®® agrupa
em quadrantes os grupos funcionais que apresentam caracteristicas similares em relacdo
as contribuicoes hidrofébicas e aos efeitos eletrénicos, isto €, w/m grupos que incre-
mentam e reduzem a lipofilicidade, respectivamente; /o~ grupos elétron-retiradores e
elétron-doadores, respectivamente (Figura 1.41). Ademais, é possivel prever os valores
do Log P tedrico de derivados desta série congénere apresentando diferentes substituin-
tes, com relativa acuracia, tendo como base apenas o valor do coeficiente de particdo
experimental do derivado ndo substituido correspondente.
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pKa

A maior parte dos farmacos é acida ou base fraca. Na biofase, farmacos de natureza
acida (HA) podem perder o préton, levando a formacédo da espécie anidnica correspon-
dente (A7), enquanto farmacos de natureza basica (B) podem ser protonados, levando a
formacao da espécie catidnica (BH"), como ilustra a Figura 1.42.

A constante de ionizacdo de um farmaco é capaz de expressar, dependendo de sua
natureza quimica e do pH do meio, a contribuicao percentual relativa das espécies ioniza-
das (A” ou BH") e ndo ionizadas correspondentes (HA ou B) (Figura 1.42). Essa proprieda-
de é de fundamental importancia na fase farmacocinética, uma vez que o grau de ioniza-
cao é inversamente proporcional a lipofilicidade, de forma que as espécies nao ionizadas,
por serem mais lipofilicas, conseguem mais facilmente atravessar as biomembranas por
transporte passivo; ja as espécies carregadas sao polares e normalmente se encontram
solvatadas por moléculas de agua, dificultando o processo de absorcéo passiva (permea-
bilidade), mas, por outro lado, favorecendo a etapa de dissolucao do principio ativo nos
fluidos do trato gastrintestinal que precede a etapa de absorcao (Figura 1.42).

Adicionalmente, essa propriedade fisico-quimica é de fundamental importancia na
fase farmacodinamica, devido a formacao de espécies ionizadas que podem interagir
complementarmente com residuos de aminoéacidos do sitio ativo da biomacromolécula
receptora por ligacdo idnica ou interacdes do tipo fon-dipolo, como discutido no Item
Forcas eletrostaticas deste capitulo.

A equacdo de Henderson-Hasselbach,* que permite o calculo do percentual de
ionizacao de acidos fracos, deriva da Equacéao 1.3:

Equacdo 1.3 HA+H,0.K3 Ho" + A

Em que a constante de ionizacdo Ka pode ser expressa pela relacdo das concentracoes
das espécies ionizadas, sobre as espécies nao ionizadas, como ilustra a Equacao 1.4:

Equacio 1.4 Ka— NS0 1A
[HA]

Entdo, se considerarmos que:

Equacdes 1.5e 1.6 pKa = —Log Ka e pH = —log [H,0"]

(meio extracelular)

(meio intracelular)

H+ + A- >

I
(LRt

(Farmaco acido) (Farmaco basico)

HA ——= H* + 3 BH*<——==H" + B

<3

1

1

1
v

ey

= €
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pode-se transformar a Equacdo 1.4 na Equacao 1.7:

[A7]
Equacdo 1.7 —Log Ka =—Log [H,07] — Log [TE em que:

[espécie ionizadal

Equacdao 1.8 pKa =pH — Lo
ahee ° P ° [espécie ndo ionizadal

Finalmente, pode-se atribuir a fracdo ionizada o termo «, de forma que em termos per-
centuais a fracdo nao ionizada corresponderia a 100 — «, chegando entdo a equacao
para cdlculo do percentual de ionizacdo de acidos, descrita a seguir:

100
1 + antilog (pH — pKa)

Equacdo 1.9 % de ionizacao (o) = 100 —

Similarmente, a equacgao de Henderson-Hasselbach para o célculo do grau de ioni-
zacao de bases pode ser desenvolvida como demonstrado, produzindo a expressao final:

100

1 + antilog (pKa — pH)

Sabendo-se que os principais compartimentos bioldgicos tém pH definidos (p. ex.,
mucosa gastrica, pH ~1, mucosa intestinal, pH ~5 e plasma, pH ~7,4), as equacdes de
Henderson-Hasselbach podem ser empregadas na previsdo do comportamento farmaco-
cinético de substancias terapeuticamente Uteis, isto é, absorcao, distribuicao e excrecao,
podendo em alguns casos permitir a obtencdo de farmacos com propriedades fisico-qui-
micas otimizadas, como é o caso do anti-inflamatorio nao esteroide piroxicam (1.51).%

O piroxicam (1.51) é um farmaco de natureza acida devido a presenca da funcao
endlica e a estabilizacdo da base conjugada correspondente (1.52) por ressonancia e in-
teracdes de hidrogénio intramoleculares (Figura 1.43). A absorcdo do piroxicam (1.51) se
da ao nivel do trato gastrintestinal, sob a forma nao ionizada, sendo, portanto, modulada
pelo coeficiente de particao (P), que determina as concentracoes plasmaticas efetivas,
alcancadas duas horas apds a administracdo oral deste farmaco. Uma vez absorvido, o
piroxicam (1.51) se ioniza fortemente no pH sanguineo e cerca de 99,3 % séo distribuidos
complexados com protefnas plasmaticas, como a albumina. No tecido inflamado, existe
uma intensa atividade metabdlica, controlada pela acdo de proteases que acarretam em
reducdo significativa do pH (~5), condicoes nas quais mais de 95% do farmaco se encon-
tra na forma nao ionizada, podendo ser adequadamente absorvido (Figura 1.43).

O exemplo dos oxicams ilustra a importancia da modulacdo dos efeitos eletrénicos
de grupos funcionais na adequacado das propriedades fisico-quimicas de novos candi-
datos a farmacos. Durante o desenvolvimento desta familia de compostos, foi eviden-
ciada a dupla estabilizacdo das possiveis formas de ressonancia (1.53) e (1.54) da base
conjugada por ligacdes de hidrogénio com o N-H amidico e o tautdbmero que apresenta
o grupo N-H piridinico. A contribuicdo dessas interacdes para o aumento da acidez do
piroxicam (1.51) fica clara quando se compara o seu valor de pKa, com aqueles dos ana-
logos obtidos pela troca isostérica do anel piridina por uma fenila (1.55) e N-metilacao
do nitrogénio amidico (1.56) como ilustra a Figura 1.44.%

A adequacao das propriedades fisico-quimicas de 1.51, aliada a sua afinidade pelo
biorreceptor e a baixa velocidade de metabolizacao e excrecao, permite que baixas doses
do farmaco, 20 mg/dia, sejam necessérias para se alcancar o efeito terapéutico desejado.

Entretanto, em alguns casos, as diferencas de pKa ndo sao capazes de explicar dife-
rencas no perfil farmacoterapéutico de determinados farmacos, como é o caso dos anta-
gonistas seletivos de receptores 3,, metoprolol (1.57) e atenolol (1.58), os quais, apesar
de apresentarem valores de pKa similares, tém coeficientes de particdo bastante distintos
em fungédo da variacao dos substituintes da cadeia lateral (-<CH,OCH, vs CONH,) (Figura
1.45). Apesar desses anti-hipertensivos da classe das ariloxipropanolaminas apresenta-
rem propriedades farmacodinamicas similares, suas propriedades na fase farmacociné-
tica sdo distintas, implicando na possibilidade de emprego clinico diferenciado. O me-
toprolol (1.57) é um B-bloqueador lipossoltvel (Log P = 1,88), metabolizado por efeito

Equacdo 1.10 % de ionizacdo (o) = 100 —
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(1.54) (1.53)
% de ioni;agé_o (@) =100 — 100 = 0,0005%
mucosa gastrica 1 + antilog (1,0 — 6,3)
% de ior]izagép () =100 — 100 =4,7%
mucosa intestinal 1 + antilog (5,0 — 6,3)
% de ionizacado (o) = 100 — 100 =92,6%
plasma 1 + antilog (7,4 — 6,3)
% de ionizacado (o) = 100 — 100 =4,7%
tecido inflamado 1 + antilog (5.0 — 6,3)

de primeira passagem, cujo uso clinico é contraindicado para pacientes com disturbios
no sistema nervoso central, devido a tendéncia de atravessar a barreira hematencefalica.

O atenolol (1.58) é um B-blogueador hidrossoltvel (Log P = 0,16), cujo uso clinico é
contraindicado para pacientes com disturbios renais, devido ao estresse provocado pela
excrecdo renal do farmaco na forma nao modificada.

A variacao do coeficiente de particdo (P) de substancias ionizaveis em funcao da alte-
racdo do pH da fase aquosa e a subsequente alteracdo dos percentuais da fracdo ionizada,
mais solUvel em agua, e da fracdo nao ionizada, é conhecida como coeficiente de distribui-
cao (D), o qual é expresso também com a forma logaritmica (Log D). Geralmente, o Log P
é igual ao Log D, ,, ou seja, o logaritmo do coeficiente de distribuicdo medido em pH 7,4.
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De forma geral, a otimizacao do perfil de absorcdo gastrintestinal por difusao passi-
va apds administracdo oral de um protétipo candidato a fArmaco pode ser alcancada por
meio do balanco de seu perfil de permeabilidade e hidrossolubilidade. Como descrito
anteriormente, a faixa de valores de Log P ou Log D, , 6tima estd geralmente compreen-
dida entre 1 e 3 (Figura 1.39), e valores extremos traduzem um desbalanco nos perfis de
permeabilidade e hidrossolubilidade capazes de impactar o perfil de biodisponibilidade
oral, como ilustra o Quadro 1.3.%°

O farmaco antimalarico artemisinina” (1.59) é uma sesquiterpeno lactona obtida da
planta de origem asiatica Artemisia annua, que, por apresentar excelente perfil de ativi-
dade antiplasmodial in vitro, resultante do estresse oxidativo promovido no parasita pela
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metoprolol (1.57) atenolol (1.58)
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QUADRO 1.3 » RESULTADO DA VARIACAO DA LIPOFILICIDADE (LOG D,,) NO
PERFIL DE ABSORCAO ORAL DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

LogD,,< 1,0 Substancias apresentam boa hidrossolubilidade, mas baixa
taxa de absorcdo passiva, devido a baixa permeabilidade.
Compostos tendem a ter alta taxa de excrecao renal.

1,0>LogD,,<3,0 E a faixa 6tima para uma boa absorcao intestinal, devido ao
adequado equilibrio entre a hidrossolubilidade e a taxa de
permeabilidade por difusao passiva.

3,0>LogD,,<50 Compostos apresentam alta permeabilidade, mas a absor-
cdo é reduzida devido ao baixo perfil de hidrossolubilidade.

LogD,,>5,0 Substancias tendem a ter baixa absorcao e biodisponibili-
dade oral, devido a baixissima hidrossolubilidade e ao au-
mento da taxa de metabolizacao.

Fonte: Adaptado de Kerns e Di.90

cissdo oxidativa da ponte endoperdxido de 1.59, tem grandes limitacoes de aplicacao
terapéutica pela via oral em funcédo de seu baixo perfil de hidro e lipossolubilidade (Figu-
ra 1.46A). Nesse contexto, visando contornar essa limitacdo das propriedades estruturais
do produto natural (1.59), uma série de analogos foi sintetizada com o objetivo de se
potencializar seu perfil de lipo ou hidrossolubilidade. Entre eles, merece destaque o arte-
sunato de sodio™ (1.60), derivado hidrossoltvel obtido pela insercao de uma subunidade
succinila, que apresenta biodisponibilidade oral de 82% da dose administrada, aproxi-
madamente 10 vezes superior a da artemisinina (1.59) (Figura 1.46A).

Outro exemplo que ressalta a importancia da adequacao do perfil de lipo/hidrosso-
lubilidade de candidatos a farmacos, diz respeito a otimizacao das propriedades farma-
cocinéticas do protétipo antiviral L-685,434 (1.61), inativo por via oral em funcdo do bai-
xo perfil de hidrossolubilidade.”® A insercdo de uma cadeia lateral basica ionizavel, que
resultou na génese do inibidor de HIV protease indinavir (1.62), promoveu o incremento
do perfil de hidrossolubilidade e o consequente aumento da biodisponibilidade oral para
60% da dose administrada (Figura 1.46B).

A luz desse panorama, Amidon e colaboradores® desenvolveram o Sistema de Clas-
sificacdo Biofarmacéutica, no qual, em funcao do seu perfil de solubilidade em agua e
permeabilidade por difusao passiva, os farmacos podem ser classificados em uma de
quatro classes (I a IV), como ilustra a Figura 1.47. Esse sistema é uma das ferramentas
de prognostico mais importantes para se facilitar a descoberta e o desenvolvimento de
farmacos para uso oral nos Gltimos anos,” tendo sido vastamente empregado por agén-
cias regulatérias como o Food and Drug Administration (FDA), a Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMEA) e a Organizacao Mundial da Saude (OMS) para a normatizacao
de padroes de biodisponibilidade/bioequivaléncia usados na aprovacdo de farmacos ati-
vos por via oral. O Quadro 1.4 ilustra exemplos de farmacos que pertencem a diferentes
classes do sistema de classificacao biofarmacéutica.

Adicionalmente, varios grupos de pesquisa, especialmente associados a diferentes
industrias farmacéuticas, vém tentando identificar, pela anélise sistematica de bancos
de dados de farmacos oralmente ativos, propriedades estruturais que possam balizar a
identificacdo de compostos oralmente ativos, nos estagios iniciais do processo de de-
senvolvimento de farmacos. Entre esses estudos, merece destaque aquele realizado por
Lipinski e colaboradores,? os quais, apés analise do World Drug Index, propuseram a
chamada Regra dos Cinco, um conjunto de regras que traduziam caracteristicas estrutu-
rais comuns dos farmacos oralmente ativos deste banco de dados, a saber:

e peso molecular < 500 Da;

e presenca de numero = 5 grupos doadores de ligacao de hidrogénio;
e presenca de numero = 10 grupos aceptores de ligacao de hidrogénio;
e Log P calculado = 5.
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Aumentando a hidrossolubilidade

Aumentando a taxa de permeabilidade

Outro estudo independente realizado por Veber e colaboradores” identificou a im-
portancia de propriedades adicionais para o perfil de biodisponibilidade oral de farma-
cos, como a area de superficie polar (= 140 A) e o nimero de ligacoes com flexibilidade
torsional (= 10).

Entretanto, apesar de essas regras darem uma estimativa de adequabilidade das
propriedades fisico-quimicas e estruturais de novas substancias bioativas, deve-se em-
pregé-las com extremo cuidado, pois inimeros sdo os exemplos de farmacos oralmente
ativos atualmente no mercado farmacéutico que violam um ou mais desses requisitos
(Figura 1.48), colocando-se em questao sua real capacidade preditiva do perfil de absor-
cao oral de farmacos.

Pelo exposto e se considerando a importancia de se obter informacoes sobre o perfil
de hidro/lipossolubilidade e seu impacto sobre o perfil de permeabilidade celular ainda
nos estagios iniciais do processo de identificacdo de uma nova substancia-protétipo,*®
alguns modelos in vitro vém sendo cada vez mais utilizados, como aqueles que usam
fluidos que simulam as condicoes géastricas (SGF, do inglés Simulated Gastric Fluid) e
intestinais em condicdes de jejum (FaSSIF, do inglés Fasted State Simulated Intestinal
Fluid) e durante alimentacao (FeSSIF, do inglés Fed State Simulated Intestinal Fluid) para
avaliar de forma mais realistica o perfil de solubilidade,®® ou, ainda, métodos para avaliar

QUADRO 1.4 » EXEMPLOS DE FARMACOS CLASSIFICADOS SEGUNDO 0 SISTEMA
DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

Classe | (anfifilicos)® Propranolol, metoprolol, labetalol, enalapril, capto-
pril, diltiazem, nortriptilina, etc.

Classellllipofilicos]" Flurbiprofeno, naproxeno, diclofenaco, piroxicam,
glibenclamida, carbamazepina, fenitoina, nifedipina,
etc.

Classe lll (hidrofilicos)® Famotidina, cimetidina, atenolol, ranitidina, nadolol,
insulina, etc.

Classe IV* Terfenadina, cetoprofeno, hidroclorotiazida, furose-
mida, paclitaxel, etc.

® Velocidade de dissolucao limita a absorcao in vivo. ° Hidrossolubilidade limita o fluxo do far-
maco no processo de absorcao. ¢ Permeabilidade é a etapa determinante da absorcao. “ Nao é
esperada correlacao entre o perfil in vitro versus in vivo.
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o perfil de permeabilidade intestinal, como a técnica conhecida como PAMPA'”™" (do
inglés Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) ou com a utilizacdo de cultura de
células de adenocarcinoma colorretal humanas'*'% (CACO-2). Nesses casos, o perfil
de permeabilidade de substancias-protétipos por estas barreiras, artificiais ou naturais,
tem boa correlacdo com o seu perfil de biodisponibilidade oral, auxiliando a minimizar o
risco de insucesso durante a etapa de desenvolvimento de novos candidatos a farmacos.
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FUNDAMENTOS DO METABOLISMO
DE FARMACOS

LIDIA MOREIRA LIMA

ASPECTOS GERAIS DO METABOLISMO DE FARMACOS

O metabolismo compreende o parametro farmacocinético diretamente ligado a depura-
cao (do inglés clearance) dos farmacos, contribuindo para evitar seu acimulo indesejado
na biofase. O papel fisiolégico do metabolismo de farmacos pode ser medido por meio
dos parametros farmacocinéticos de biodisponibilidade (F) e clearance (Cl). O primeiro é
influenciado pelo metabolismo pré-sistémico e o segundo, pelo metabolismo pos-sistémi-
co. Combinados, eles afetam a quantidade total de farmaco no sangue, medida através da
area sob a curva (AUC) resultante da variacao da concentracdo plasmatica versus o tempo
(Figura 2.1). A estabilidade metabolica de um determinado composto (p. ex., farmacos)
é inversamente proporcional a sua clearance. A relacdo entre clearance (Cl) e volume de
distribuicdo (Vd) permite estabelecer a meia-vida (t,, = 0,693 X Vd/Cl), indicando a fre-
guéncia necessaria para a administracao do farmaco.

A fracdo de farmaco livre (ndo complexada a proteinas) é depurada majoritaria-
mente a partir do figado e dos rins. Em linhas gerais, a depuracao de
farmacos lipofilicos ocorre por metabolismo hepatico (clearance hepatica
ou hepatobiliar), enquanto os hidrofilicos sao substratos de depuracao
renal (clearance renal).

Farmacos lipofilicos sao reabsorvidos ap6s filtracdo glomerular, retor-
nando a circulacao sistémica e impedindo sua depuracao renal, que passa
a ser estritamente dependente da transformacao do farmaco em metabd-
litos hidrofilicos, por meio de reagdes catalisadas por enzimas.

Os processos enzimaticos capazes de produzir modificagdes estrutu-
rais no farmaco sdo em conjunto conhecidos por metabolismo de férma-
cos. O metabolismo é tradicionalmente dividido — de acordo com a clas-
sificacdo de Williams' — em: metabolismo de fase 1 ou biotransformacao
e metabolismo de fase 2. Mais recentemente, foi incluida nessa classifica-
cdo o metabolismo de fase 3, representado por proteinas transportado- tempo
ras de efluxo’ (p. ex., glicoproteina-P; proteinas associadas a resisténcia
a multifarmacos e polipeptideo transportador de anions organicos), que
auxiliam no processo de detoxificacao, exportando ou transferindo para
circulacao sistémica farmacos e seus metabolitos para posterior elimina-
cao renal ou biliar (Figura 2.2).

concentracao plasmatica
do farmaco
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Raramente uma substancia organica, farmaco ou nao, sobrevive a acao catalitica
dos diversos sistemas enzimaticos caracteristicos do metabolismo de fase 1 e/ou meta-
bolismo de fase 2, que sdo sumarizados no Quadro 2.1 3

A utilidade terapéutica de um farmaco é medida em funcao da acao benéfica que
exerce sobre um dado sistema biolégico, como decorréncia de sua poténcia (i.e., afinida-
de) e eficacia (i.e., atividade intrinseca), frutos da etapa de complementaridade molecular
com o biorreceptor-alvo. Esta, por sua vez, depende da quantidade do farmaco adminis-
trado capaz de atingir, na concentracdo necessdria, o sitio de acao desejado. Parametros
como biodisponibilidade oral (%F) e meia-vida (t,) sdo diretamente influenciados pelo
metabolismo, de modo que seu estudo torna-se essencial para o completo conhecimento
dos fatores farmacocinéticos relevantes ao uso adequado e seguro dos farmacos — haja
vista que as transformacdes promovidas pelo metabolismo de fase 1 e/ou fase 2 influen-
ciam a natureza, a intensidade e a duracdo dos efeitos terapéuticos e/ou toxicos dos
farmacos e seus eventuais metabolitos bioativos.

O estudo do metabolismo de farmacos é uma etapa imprescindivel no processo de
descoberta e desenvolvimento de farmacos. Pode ser realizado por meio de métodos
in vivo e in vitro, 0s quais exigem o emprego de técnicas analiticas sensiveis e eficazes,
aliadas a procedimentos de extracao eficientes e quantitativos — de infimas quantida-
des de substancias a partir de fluidos biolégicos ou de fracdes subcelulares (p. ex., S9
e microssomas) ou cultura de células (p. ex., hepatocitos) — conjugados a métodos de
caracterizacao estrutural, de modo a permitir a elucidacao inequivoca da estrutura qui-
mica dos metabdlitos formados, inclusive quanto a definicao de centros estereogénicos,
quando presentes.*

Métodos de predicdo metabdlica in silico vém sendo incorporados ao estudo do
metabolismo de farmacos e possuem como vantagens o custo e a agilidade. A principal
desvantagem é a baixa correlacdo entre o resultado predito e o determinado experi-
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QUADRO 2.1 » COMPLEXO0S ENZIMATICOS ENVOLVIDOS COM 0 METABOLISMO DE
FASE 1 E FASE 2 E SUA PRINCIPAL LOCALIZACAO SUBCELULAR

METABOLISMO DE FASE 1

COMPLEXO ENZIMATICO LOCALIZACAO SUBCELULAR PRINCIPAL
Citocromo P450 monoxigenases Reticulo endoplasmatico
Flavina monoxigenase Reticulo endoplasmatico
Aldeido desidrogenase Citosol

Alcool desid rogenase Citosol
Monoaminoxidase Mitocondria

Xantina oxidase Citosol

Azo ou nitroredutases Citosol
Aldocetoredutases Citosol

Oxidoredutase Citosol

Epoxido hidrolase Reticulo endoplasmatico
Hidrolases (esterases, amidases, Citosol

lipases])

METABOLISMO DE FASE 2

COMPLEXO ENZIMATICO LOCALIZACAO SUBCELULAR PRINCIPAL
Glicuroniltransferase Reticulo endoplasmatico
Glutationatransferase Citosol

Sulfotransferase Citosol

Metiltransferases nao especificas Citosol

Catecol o-metiltransferase Citosol

Acetiltransferase Citosol

mentalmente. Os métodos in silico empregados para o estudo do metabolismo de far-
macos sao divididos em: métodos baseados na estrutura do receptor (p. ex., docking)
e métodos baseados na estrutura do ligante (QSAR, CoMFA, Volsurf, Meteor, etc.).>”
Estes métodos compreendem estratégias computacionais capazes de predizer os sitios
estruturais labeis ao metabolismo, prever o metabdlito potencial e pressagiar a interacao
de um determinado farmaco com a enzima metabolizadora alvo. Diversos programas
comerciais para predicdo do metabolismo in silico foram desenvolvidos, e exemplos de
programas gratuitos serdo comentados ao longo deste capitulo.

Independentemente da opcdo do método empregado no estudo do metabolismo
de farmacos (in vivo, in vitro ou in silico), o conhecimento prévio sobre a reatividade
guimica de um determinado substrato (i.e., fa&rmaco), frente as diferentes enzimas me-
tabdlicas, consiste em condicao sine qua non para o sucesso do estudo. Nao raramente,
os metabdlitos, para serem adequadamente isolados e terem suas estruturas elucidadas,
precisam ser teoricamente previstos, em termos estruturais, antecipando informacoes
sobre suas propriedades fisico-quimicas. Tais dados permitem racionalizar a escolha do
método de isolamento (quali e quantitativamente) e de elucidacao estrutural inequi-
voca.® Do mesmo modo, tais informaces permitem antecipar dados sobre a provavel
estabilidade do metabdlito frente ao método de isolamento escolhido, garantindo sua e-
ficiéncia em termos quantitativos e evitando falsos-positivos. A predicao da estrutura do
metabdlito, com base em dados de reatividade quimica, é igualmente Util na analise dos
resultados obtidos a partir de estudos do metabolismo in silico, permitindo uma analise
critica dos dados gerados e a deteccdo precoce de eventuais erros.

Em termos moleculares, as reacbes metabolicas de fase 1 e fase 2 tém como princi-
pal objetivo transformar farmacos lipofilicos (T Log P; Log D,,>0; 1 PSA) em metabo-
litos hidrofilicos ({ Log P; Log D, , < 0; T PSA), favorecendo a eliminagao por via renal.’
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CONSEQUENCIAS DO METABOLISMO DE FARMACOS

As transformacoes quimicas, metabolismo-dependentes, promovidas na estrutura dos far-
macos podem acarretar profundas alteracoes na resposta biolégica, uma vez que modifi-
cacdes moleculares, ainda que singelas, podem alterar significativamente o farmacéforo e/
ou os grupos auxoféricos, dificultando ou impedindo a interacdo com o biorreceptor origi-
nal (p. ex., celecoxibe, 2.1; Figura 2.3). Desta forma, um farmaco originalmente ativo pode
gerar metabolitos inativos, em um processo conhecido por bioinativacao (Quadro 2.2).1°

Em outras circunstancias, as modificacdes introduzidas com as reacdes metabdlicas
de fase 1 (majoritariamente) ou de fase 2 (minoritariamente) podem gerar metabdlitos
ativos, em um processo conhecido por bioativacdo. Este processo pode aumentar a afi-
nidade do metabolito pelo biorreceptor do farmaco original (p. ex., tamoxifeno, 2.2;
Figura 2.3)"" ou favorecer o reconhecimento por biomacromoléculas receptoras distintas
do alvo molecular inicial, acarretando distintos efeitos biolégicos, algumas vezes respon-
saveis pelos efeitos adversos e/ou toxicos, metabolismo-dependente, de alguns farmacos
(p. ex., paracetamol, 2.3; Figura 2370 processo metabdlico de bioativacdo é a base
fundamental do desenvolvimento de pro-farmacos, no qual uma substancia desprovida
de atividade (i.e., inativa) é convertida em metabdlito ativo, responsavel pelo efeito far-
macolégico desejado (Quadro 2.2).

Por estas razdes, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda que o estudo
do metabolismo de farmacos seja parte integrante obrigatéria de todos os programas de
avaliacdo pré-clinica e clinica de quaisquer novos medicamentos.

Por meio desses estudos — e em conjunto com dados sobre o volume de distribui-
cao, clearance e absorcao — é possivel determinar a meia-vida e a biodisponibilidade
oral de um determinado farmaco, prevendo o melhor esquema posolégico (dose e fre-
guéncia de administracdo). Esses estudos permitem, ainda, identificar a presenca de
metabolitos ativos, os quais obrigatoriamente deverao ser estudados quanto a seu perfil
de atividade e seguranca.

De forma sumaria, o estudo do metabolismo de farmacos permite:

a) determinar a estabilidade metabdlica;

b) estabelecer a cinética de formacéo e as estruturas quimicas dos metabalitos;

¢) determinar os niveis de concentracdo e depdsito, plasmatico e tissular, tanto do
farmaco como de seus metabdlitos, permitindo estabelecer sua meia vida na biofase;

d) determinar a principal via de eliminacao;

e) determinar os sitios moleculares metabolicamente vulneraveis (i.e., labeis) e
correlaciona-los com grupos farmacoféricos e auxoféricos do farmaco original;

N/ \
=
H
celezcoxibe tamoxifeno
(2.1) (2.2)
H
paracetamol

(2.3)
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QUADRO 2.2 » METABOLISMO DE FARMACOS

Farmaco ativo Metabdlito inativo (Bioinativacdo)
Farmaco ativo Metabdlito ativo (Bioativacdo ou Toxificacdo)
Farmaco inativo (Pré-farmaco) Metabdlito ativo (Bioativacdo)

f) estabelecer a eventual capacidade indutora ou inibidora do farmaco e seus
metabolitos sobre enzimas do metabolismo, antecipando eventuais problemas de
interacoes medicamentosas;

g) determinar a atividade e a toxicidade dos metabdlitos e correlaciona-los com a
estrutura quimica;

h) fornecer bases racionais para o desenho e novos protétipos de farmacos;

i) fornecer bases racionais para a otimizacdo das propriedades farmacocinéticas de
farmacos e compostos-proto6tipos.

METABOLISMO DE FASE 1 0U BIOTRANSFORMACAO

Os farmacos, assim como outros xenobioticos (p. ex., solventes industriais, pesticidas, co-
rantes, flavorizantes, aromatizantes, poluentes atmosféricos, etc.), sdo metabolizados por
distintos sistemas enzimdticos, visando assegurar seu processo de inativacdo e eliminagao.

As reacdes metabolicas de fase 1 ou biotransformacao caracterizam-se por envolver
reacoes de oxidacao, reducao e hidrolise, as quais frequentemente resultam na obtencdo
de metabdlitos hidroxilados. As desalquilacdes, por sua vez, constituem um tipo especial
de reacao oxidativa e contribuem para a formacdo de metabdlitos com a inclusao de
radicais OH, NH, e SH. Embora as transformagdes metabdlicas de fase 1 conduzam a
geracao de metabdlitos de maior polaridade em comparacdo aos farmacos originais,
frequentemente elas sdo insuficientes para assegurar o aumento da hidrofilia e a conse-
quente eliminacdo pela via renal. Por esta razdo, em linha gerais, o metabolismo de fase
1 tem como objetivo funcionalizar a estrutura do farmaco, de modo a torna-lo substrato
para as reacoes metabdlicas de fase 2. No entanto, dependendo da funcionalizacao
prévia da estrutura do farmaco, essa situacao ideal (fase 1 — fase 2) nao sera observada,
sendo o farmaco um substrato direto das reacoes metabdlicas de fase 2, que serdo co-
mentadas posteriormente (Figura 2.2).

CITOCROMO P450 (CYP540)

A anélise da natureza dos complexos enzimaticos envolvidos no metabolismo de fase
1 (Quadro 2.1) revela o predominio de enzimas oxidativas, entre as quais o citrocromo
P450 (CYP450 ou CYP) tem lugar de destaque, dado seu papel fundamental no metabo-
lismo hepatico de farmacos das mais diversas classes terapéuticas.

CYP450 é o nome genérico dado a uma superfamilia de hemeproteinas encontradas
em células procariontes (p. ex., bactérias) e eucariontes (animais, plantas, fungos, insetos).
Quando associadas a uma flavoproteina redutase (i.e., NADPH-citocromo-P450 redutase),
formam o sistema oxidase de funcdo mista (MFO, do inglés mixed function oxidase). Do
ponto de vista bioquimico, sdo monoxigenases que promovem oxidacdo a partir da inser-
cao de um atomo de oxigénio em um substrato organico (RH), a exemplo da estrutura do
farmaco, enquanto o outro 4tomo de oxigénio é reduzido & 4gua (Quadro 2.3)."*™

QUADRO 2.3 » EXEMPLO ESQUEMATICO DE REACAO CATALISADA POR
MONOXIGENASES

RH +0, + NADPH + 2H* ——> NAD(P)* + R-OH +H,0
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Em humanos, 57 genes funcionais de CYP450 foram identificados, codificando 18
familias e 44 subfamilias de CYP (Quadro 2.4). A nomenclatura oficial para este impor-
tante complexo enzimatico foi proposta em 1987 e recomenda a abreviacdo CYP para
designar proteina citocromo P450; uso de um algarismo arabico para indicar a familia
genética; emprego de uma letra para assinalar a subfamilia genética; e finalmente ou-
tro numeral para designar gene especifico ou isoenzima. Sdo consideradas da mesma
familia genética proteinas CYP que possuam > 40 % de identidade na sequéncia de
aminodacidos; enquanto valores de identidade > 55% codificam proteinas da mesma
subfamilia."

A despeito da diversidade, apenas trés entre as 18 familias de CYP estdo relaciona-
das ao metabolismo de farmacos (Figura 2.4). A CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2DS,
CYP2E1 e CYP3A4, em conjunto, correspondem a cerca de 90% do metabolismo oxi-
dativo dos farmacos disponiveis no mercado farmacéutico mundial (Figura 2.5)."*'® As
principais caracteristicas destas isoenzimas encontram-se sumarizadas no Quadro 2.5.

As CYPs de células eucariéticas possuem comprimento varidvel entre cerca de 480-
560 aminoacidos e sdo agrupadas, com base em sua localizacdo subcelular, em trés
grandes categorias: a) microssomal, encontrada na membrana do reticulo endoplasmati-
co; b) mitocondrial, inserida na membrana de mitocéndrias; ¢) citossélica, Unica catego-
ria conhecida para CYPs de procariontes, porém, rara em eucariontes.'

QUADRO 2.4 » FAMILIAS, SUBFAMILIAS (E SUAS ISOENZIMAS) E AS PRINCIPAIS FUNCOES DAS PROTEINAS CYP

HUMANA
FAMILIAS DE _
CYP450 HUMANA MEMBROS FUNCIONAIS PRINCIPAIS FUNCOES
CYP1 1A1, 1A2, 1B1 Metabolismo de xenobidticos
CYP2 2A6, 2A7, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, Metabolismo de xenobidticos e metabolismo de esteroides
2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2F1, 2J2,
2R1, 251, 2U1, 2W1
CYP3 3A4, 3A5, 3A7, 3A43 Metabolismo de xenobidticos
CYP4 4A1, 4A22, 4B1, 4F2, 4F3, 4F8, Metabolismo de acidos graxos e acido araquidonico
LEN11, 4F12, 4F22, 4V2, 4X1, 471
CYIRS 5A1 Sintese de tromboxana A2 (tromboxana sintase)
CYP7 7A1, 7B1 Esteroide 7a-hidroxilase
CYP8 8A1, 8B1 Sintese de prostaciclina (prostaglandina sintase) e biossinte-
se de acidos biliares
CYP11 11A1, 11B1, 11B2 Biossintese de esteroides
CYP17 17A1 Biossintese de testosterona e estrogénio (esteroide
17a-hidroxilase
CYP19 19A1 Biossintese de estrogénio (aromatase)
CYP20 20A1 Desconhecidas
CYP21 21A2 Biossintese de esteroides
CYP24 24A1 Metabolismo da vitamina D
CYP26 26A1, 26B1, 26C1 Metabolismo do &cido retinoico (hidroxilase de acido retinoico)
CYP27 27A1, 27B1, 27C1 Biossintese de acidos biliares e ativacdo da vitamina D3
CYP39 39A1 Metabolismo do colesterol
CYP46 46A1 Metabolismo do colesterol (colesterol 24-hidroxilase)
CYIPS1 51A1 Metabolismo do colesterol (lanosterol 14a-desmetilase)

Fonte: Adaptada de Danielson™ e Mckinnon e colaboradores.'
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As CYPs microssomais correspondem, majoritariamente, as enzimas de mamiferos
localizadas na membrana do reticulo endoplasmatico de hepatdcitos e estdo envolvidas
com o metabolismo de farmacos e outros xenobioticos. A atividade enzimética das CYPs
microssomais depende da acdo de uma flavoproteina, contendo quantidade equimola-
res de FMN (flavina mononucleotideo) e FAD (flavina adenina dinucleotideo), denomina-
da NADPH-CYP450 redutase. Esta enzima é responsavel pela transferéncia de elétrons
do NADPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo) para o CYP450, promoven-
do sua reducao."”

Elas se ancoram a membrana do reticulo endoplasmatico através de subunidade
hidrofobica (20-25 aa) presente na cadeia N-terminal da sequéncia conhecida por signal-
-anchor domain (dominio de sinais de ancoragem). Este dominio também ¢é caracteriza-
do pela presenca de residuos de aminoacidos altamente basicos na cadeia C-terminal e
de um aminoacido carregado negativamente préximo a sequéncia N-terminal. Os resi-
duos carregados possuem funcédo de facilitar o empacotamento das CYPs microssomais
e garantir a correta orientacdo do dominio de ancoragem a membrana do reticulo en-
doplasmatico" (Figura 2.6).

Em nivel molecular, o CYP é constituido por um grupo prostético (o heme) e por uma
parte proteica (Figura 2.7). O heme consiste em macrociclo tetrapirrélico conectado por
grupos CH, contendo como substituintes quatro radicais metila, dois radicais vinila e dois
acidos propidnicos. No centro do macrociclo encontra-se o 4tomo de Fe (Il ou Ill), coor-
denado aos quatro nitrogénios do anel pirrélico e a um quinto ligante axial, que define o

Contribuicdo ao metabolismo oxidativo de farmacos

4%

m CYP1A2
m CYP2C9
m CYP2C19
m CYP2D6
B CYP2E1
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QUADRO 2.5 » CARACTERISTICAS DAS SEIS PRINCIPAIS ISOENZIMAS DE CYP ENVOLVIDAS COM 0 METABOLISMO DE

FARMACOS

CYP 1A2

CYP 2C9

CYP 2C19

Preferéncia por substratos planares
lipofilicos, neutros ou basicos.
Substrato: fenacetina (2.4) e cafeina
(2.5)

Inibidor: teofilina (2.6)

Preferéncia por substratos que con-
tenham grupo doador de ligacao hi-
drogénio (comumente de natureza
anidnica) préximo a regiao lipofilica
labil.

Substrato: tolbutamida (2.7), napro-
xeno (2.8), varfarina (2.9)

Inibidor: sulfafenazol (2.10)

Preferéncia por substratos lipofilicos,
neutro e de tamanho intermediario.
Substrato: diazepam (2.11), imiprami-
na(2.12)

Inibidor: ticlopidina (2.13)

CYP 2Dé6

CYP 2E1

CYP 3A4

Preferéncia por substratos arilal-
quilaminas com sitio de oxidacao lo-
calizado a 5-7A do N-basico.
Substrato: fluoxetina (2.14), meto-
prolol (2.15]

Inibidor: quinidina (2.16)

Preferéncia por substratos lipofili-
cos ciclicos ou lineares pequenos
(PM = 200 Dal.

Substrato: paracetamol (2.3), halo-
tano (2.17)

Inibidor: disulfiram (2.18)

Preferéncia por substratos lipofilicos,
neutros, basicos ou acidos. Oxidacao
dependente da reatividade quimica do
substrato.

Substrato: terfenadina (2.19), diltia-
zem (2.20)

Inibidor: cetoconazol (2.21)

Fonte: Adaptada de Smith."

tipo de hemeproteina. A mioglobina, por exemplo, é caracterizada pelo ferro em estado
de oxidacdo +2 e pela coordenacdo com o nitrogénio imidazélico de residuos de histidina,
enquanto o CYP450 distingue-se pela coordenacao com o 4&tomo de enxofre do residuo
de aminoécido cisteina e pela presenca do ferro em estado de oxidacdo +3 (Figura 2.8).
Em condicéo de inatividade (i.e., estado de repouso), o grupo heme das enzimas da
superfamilia CYP450 apresenta, além das cinco coordenacoes caracteristicas (4 nitro-
génios pirrolicos e o enxofre da cisteina), um sexto ligante axial, representado por uma
molécula de dgua (A, Figura 2.9). No estagio de hexacoordenacdo, o complexo assume
geometria octaédrica e estado de baixo spin (S = %2). A entrada do substrato (p. ex.,
farmaco) no sitio ativo dispara modificacdes conformacionais, que resultam no desloca-

NADPH

NADPH-
CYP450
redutase

CYP450

(sobsato}—om

Dominio de
ancoramento
a membrana

Membrana do reticulo endoplasmatico

FIGURA2.6 REPRESENTACAO ESQUE'MATICA DO COMPLEXO CYP MICROSSOMAL/
NADPH-CYP450 REDUTASE E SEU DOMINIO DE ANCORAMENTO A MEMBRANA DO
RETICULO ENDOPLASMATICO.
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mento da molécula de dgua, culminando na obtencao
de um complexo pentacoordenado com geometria bi-
piramidal trigonal e/ou bipiramidal quadrada e alto spin
(S= 5/2) (B, Figura 2.9). Neste estagio de coordenacao,
o complexo encontra-se apto a receber um elétron
doado pela NADPH-CYP450 redutase, promovendo a
reducdo do Fe'? em Fe'”. O complexo reduzido (C, Fi-
gura 2.9) reage com oxigénio molecular formando o
radical D (Figura 2.9), que é novamente reduzido para
gerar o anion Fe(lll)-peroxido (E, Figura 2.9), que sofre
protonacao conduzindo a espécie Fe(lll)-hidroperdxido
(F, Figura 2.9). Este complexo de caracteristica nucle-
ofilica é rapidamente protonado, conduzindo a perda
de uma molécula de dgua com consequente geracao
de espécie eletrofilica, altamente reativa, com o ferro
em estado de oxidacao +4 (G, Figura 2.9). Finalmente,
esta espécie reage com o substrato (farmaco) promo-

vendo a cisdo homolitica da ligacdo carbono-hidrogé-
nio (C-H), resultando na formacao de um intermediario
radicalar (R-), que sofre, posteriormente, a adicao do
grupo hidroxila (OH), regenerando a enzima em seu es-
tado inicial de repouso (Figura 2.9)."® Desta forma, uma
maior ou menor reatividade de um substrato frente
as reacOes oxidativas catalisadas pelas diferentes CYP
depende do reconhecimento da proteina (CYP) pelo
substrato, da energia necessdria para dissociar a ligacao C-H (Quadro 2.6) e consequente
estabilizacdo do intermediario radicalar formado.

As enzimas da superfamilia de CYP microssomais sao encontradas em altas concen-
tracoes no reticulo endoplasmatico de 6rgaos como figado, rins, vias nasais, cérebro, pele
e intestino. As seis isoenzimas identificadas como essenciais ao metabolismo de farmacos
(Figura 2.4) catalisam uma série de reacdes oxidativas, caracteristicas do metabolismo de
fase 1, incluindo hidroxilacdes (p. ex., aromaticas, alilicas, benzilicas, alquilicas e a-hete-
rodtomo); oxidacao de heterodtomos; epoxidacdes e desalquilacoes. Tais reacoes ocorrem
majoritariamente em nivel hepatico, com excecao da CYP3A4, que, em face de sua abun-
dancia no intestino, catalisa o metabolismo oxidativo hepdtico e intestinal de xenobidticos.

HIDROXILACOES

As hidroxilacdes constituem um tipo classico de reacao
metabolica oxidativa catalisada pelas CYPs. De acordo
com a natureza do carbono oxidado, elas sao classificadas
em: aromatica; benzilica; alilica; a-heterodtomo e alifatica
(Quadro 2.7).

HIDROXILACAO AROMATICA

A hidroxilacdo aromatica constitui uma das transforma-
¢bes metabolicas mais comuns de fase 1, haja vista a
presenca de no minimo um anel aromatico na estrutura
dos farmacos disponiveis na terapéutica. O mecanismo de
hidroxilacdo aromatica, ilustrado na Figura 2.10, inicia-se
pela formacdo de complexo-w entre a nuvem eletrénica
do anel aromético e o CYP450, em sua forma reativa (G,
Figura 2.9), ocorrendo a transferéncia de um elétron e a
formacao de complexo-c (etapa A’) ou complexo-o radica-

lar (etapa A) (Figura 2.10). Ambos os complexos originam
o intermedidrio 6xido de areno (etapas C e C’) e posterior
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formacao do fenol correspondente. Mecanismo alternativo (etapa D) pressupde a migra-
cao 1,2 de hidreto (NIH shift) e rearranjo para formacao do fenol (etapa E)."?

A regiosseletividade do processo de hidroxilacdo depende da natureza do(s)
substituinte(s) ligado(s) ao anel aromatico e da interacao substrato-enzima (i.e. farmaco-
-CYP). Varfarina (2.9), fenitoina (2.23), buspirona (2.26) e anfetamina (2.28) sao exem-
plos de farmacos substratos de hidroxilacdes aromaticas (Figura 2.11).

A previsdo da regiosseletividade do processo de hidroxilagdo aromatica deve conside-
rar fatores eletrénicos, decorrentes da caracteristica do anel a ser hidroxilado (substrato),
e fatores estéricos — provenientes da interacdo enzima-substrato. A posicdo do anel mais
suscetivel a hidroxilacdo aromatica pode ser antecipada com base na estrutura do substrato,
determinando-se, por exemplo, a estabilidade relativa do radical formado nas diferentes po-
sicoes do anel aromatico. A oxidacao da S,R-varfarina (2.9) ilustra bem esta abordagem com
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QUADRO 2.6 » ENERGIA DE DISSOCIACAO DE LIGACOES C-H SELECIONADAS

QUADRO 2.7 » PROCESSOS MICROSSOMAIS DE FASE 1 CATALISADOS POR CYP
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a maior estabilidade comparativa do radical formado na posicao 6 do anel cromeno, permi-
tindo prever a formacao preferencial do metabolito-6-hidroxi-varfarina (2.22) (Figura 2.12).

O metabolismo oxidativo do diclofenaco (2.30) frente a diferentes CYP recombi-
nantes de humanos é um exemplo classico de como a regiosseletividade do processo
de hidroxilacdo aromética pode depender preferencialmente da interacdo enzima-subs-
trato. Do ponto de vista eletrénico, a hidroxilacdo da posicao C5 é preferencial a C4,
permitindo prever a formacao do metabolito 5-hidroxi-diclofenaco (2.31) — formado pela
acao catalitica do CYP3A4 e de outras isoenzimas recombinantes, a excecdo da CYP2C9.
Sob catalise da CYP2C9, o metabolito formado é o 4'-hidroxi-diclofenaco (2.32). Foi
demonstrado que a oxidacao da posicao C4' depende da interacao realizada entre o
carboxilato e os residuos basicos do sitio ativo enzimatico, orientando o anel fenila di-
clorado para o grupo heme. A redugao do 4cido carboxilico gera o derivado 2.33, que
perde a interacdo com os residuos de aminodcidos basicos e, portanto, ao contrario do
diclofenaco, é oxidado pela CYP2C9 na posicao eletronicamente mais favoravel (C5),
gerando o metabdlito 2.34 (Figura 2.13).%°

HO
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FIGURA2.11 EXEMPLOS DE FARMACOS METABOLIZADOS POR HIDROXILACAO AROMATICA: VARFARINA (2.9); FENITOINA
(2.23); BUSPIRONA (2.26) E ANFETAMINA (2.28).
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FIGURA2.12 VARFARINA (2.9) E SEU METABOLITO 6-HIDROXIVARFARINA (2.22) E A ENERGIA COMPARATIVA DOS RADICAIS
FORMADOS NAS POSICOES Cé, C7 E C8 DO ANEL CROMENO.
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HIDROXILACAO BENZILICA

A presenca de metila(s) ou carbono(s) benzilico(s) na estrutura de farmacos frequente-
mente resulta em labilidade metabdlica, por meio de reagdo oxidativa conhecida por
hidroxilacdo benzilica. A hidroxilacdo benzilica ¢ comandada por efeitos eletronicos de
estabilizacdo do radical benzilico formado durante o processo de oxidacdo com a espécie
oxidante eletrofilica (G) ilustrada na Figura 2.9. Embora o processo oxidativo conduza
inicialmente ao alcool benzilico (2.35, Figura 2.14), raramente este metabdlito é isolado,
haja vista sua rapida metabolizagdo ao acido carboxilico correspondente, por acdo das
enzimas CYPs ou alcool desidrogenase (ADH). Celecoxibe (2.1), zolpidem (2.37), tolaza-
mida (2.40), indacaterol (2.42) e losartana (2.44) sao exemplos de farmacos substratos
de hidroxilacdo benzilica catalisada por diferentes isoenzimas do CYP450 (Figura 2.14).

HIDROXILACAO ALILICA

Semelhante as posicdes benzilicas, a presenca de carbonos alilicos confere a estrutura do
substrato susceptibilidade oxidativa. A cisdo homolitica da ligacdo C-H de uma subuni-
dade alilica, decorrente da acdo oxidativa do CYP450, resulta na formacao de radical es-
tabilizado, viabilizando sua hidroxilacdo. Quinina (2.46) e naloxona (2.48) sao exemplos
de farmacos substratos de hidroxilacdo alilica CYP catalisada (Figura 2.15).

HIDROXILACAO ALIFATICA

A hidroxilacao alifatica, embora eletronicamente menos favoravel que as hidroxilagcoes
benzilica e alilica, € comum em substratos contendo subunidades isopropila (2.50 e
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2.53) e tert-butila (2.19). A energia necessaria para a dissociacao homolitica da ligacao
C-H e a estabilidade do radical resultante permitem prever a maior probabilidade de oxi-
dacao para carbonos terciarios > secundarios > primarios. Ibuprofeno (2.50), nateglini-
da (2.53), glipizida (2.55) e terfenadina (2.19) sao exemplos de farmacos metabolizados
por hidroxilacao alifatica (Figura 2.16).

HIDROXIDACAO o-HETEROATOMO

Carbonos alfa a heterodtomos (N, O, S) sdo substratos de oxidacao catalisada por CYPs,
em processo conhecido como hidroxilacdo a-heterodtomo. A biotransformacao da pri-
midona (2.58) no metabdlito 2.59, o qual é posteriormente oxidado por acao de alcool-
-desidrogenases (ADH) ao fenobarbital (2.23), ilustra esse processo metabdlico (Figura
2.17). A hidroxilacdo a-heterodtomo constitui etapa metabolica comum no metabolismo
dos benzodiazepinicos, a exemplo do diazepam (2.11), e no mecanismo de bioativacao
da ifosfamida (2.61) (Figura 2.17).*'

EPOXIDACAO

Em mecanismo similar ao da oxidacao de anéis aromaticos, as reacdes de epoxidacao
envolvem inicialmente a formacao de complexo-m entre os elétrons da dupla ligacdo e a
espécie oxidante eletrofilica do ciclo catalitico do CYP450 (G, Figura 2.18). Posterior for-
macao do complexo-o radicalar é observado com consequente rearranjo para formacao
do epoxido e regeneracdo do grupo heme com estado de oxidacao Fe+3 (Figura 2.18)."
Carbamazepina (2.63), ciproheptadina (2.65) e vigabatrina (2.67) sdo exemplos de farma-
cos substratos de epoxidacdo catalisada por CYP (Figura 2.19).
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X-DESALQUILACAO (X =N, 0, S)

As hidroxilacoes de carbonos a-heterodtomos (N, O, S), catalisadas por diferentes isoenzi-
mas CYP450, resultam na obtencdo de aminoacetais (RNH-C-OR’), tioacetais (RS-C-OR’)
e acetais (RO-C-OR’), que, através de rearranjo intramolecular, culminam na perda do
grupamento alquila ligado ao heterodtomo, em processo conhecido por desalquilacdo
(Figura 2.20). Eteres, aminas secunddrias ou tercirias e tioéteres sao fragmentos molecu-
lares suscetiveis as reacoes metabolicas de desalquilacdo. Entre os exemplos de farmacos
metabolizados por N-desalquilacdo encontram-se a sertralina (2.69) e a domperidona
(2.71). A paroxetina (2.73) e a venlafaxina (2.75) ilustram exemplos de substratos de O-
-desalquilacdo, e a tioridazina (2.77), de S-desalquilacao (Figura 2.21).

OXIDACAO DE HETEROATOMO (N, S)

A oxidacao de heterodtomos (N, S) é uma transformacao metabolica, frequentemente
reversivel (Figura 2.22), comum em substratos contendo aminas tercirias, alifaticas ou
arométicas, resultando na obtencdo de metabdlitos N-6xidos (R,N"-O7). A N-oxidacao
de aminas primarias, por sua vez, resulta na formacao preferencial de metabolitos hi-
droxilamina (R;NH,-OH) em detrimento de metabdlitos nitrosos (R,N=0), ndo sendo
detectada in vivo a geracao de metabdlito nitro (R,-NO,). De forma andloga, as hidro-
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