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Introducio

Historicamente, os benzodiazepinicos ganharam destaque com a introdugdo clinica do
clordiazepoxido (librium), em 1960, seguida pelo diazepam, em 1963. Esses farmacos
representaram um avango na psicofarmacologia por oferecerem tratamento eficaz para
ansiedade, insonia e outras condigdes associadas a hiperatividade do sistema nervoso central,
com maior margem de seguranga quando comparados aos barbituricos, que apresentavam um
risco associado a depressdo respiratoria !. Com o avango da quimica medicinal, entretanto,
tornou-se evidente que a atividade de um medicamento ndo depende apenas de sua férmula
molecular, mas também da disposi¢do tridimensional de seus atomos. Como receptores,
transportadores e enzimas sdo estruturas quirais, os enantiomeros de um mesmo farmaco
podem apresentar diferengas de reconhecimento molecular, atividade farmacoldgica,
metabolismo e eliminagdo. Por isso, o estudo da quiralidade tornou-se relevante para o

desenvolvimento e a avaliagdo da eficacia e da seguranca dos medicamentos >

Os 3-Hidroxi-1,4-benzodiazepinicos, que incluem o oxazepam (OxaZPM), lorazepam
(LorZPM) e temazepam (TemZPM), constituem uma subclasse de farmacos psicotropico, do
qual a caracteristica estrutural ¢ a presenca de um grupo hidroxila (-OH) com centro
estereogénico no carbono 3 do anel benzodiazepinico®®, com a possibilidade de ocorréncia

nas configurag@o R ou S.

Desse modo, a comercializagdo, convencionalmente, desses medicamentos € feita
como mistura racémica, nas quais esses dois enantidmeros estdo presentes. Nao obstante,
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mesmo com estruturas quimicas idénticas, a grande maioria dos isdmeros quirais se distingue
pela sua atividade bioldgica, alterando a eficiéncia terapéutica, efeitos colaterais e o
metabolismo corporal *.Em especial, o caso dos 3-hidroxi-1,4-benzodiazepinicos adquire

maior complexidade devido a instabilidade do centro estereogénico C3 em meio aquoso®.

Estudos experimentais e computacionais demonstraram que esses compostos podem
sofrer interconversdo R/S, sendo o tautomerismo cadeia—anel o mecanismo mais compativel
com as barreiras energéticas e com o comportamento observado em diferentes valores de pH.
Apesar disso, predominam estudos realizados em solugdes, sistemas cromatograficos e
modelos computacionais °. Estudos experimentais indicam instabilidade estereoquimica, em
plasma humano, para o LorZPM; no entanto, os resultados apresentam carater preliminar e
pouco quantitativo °. Dessa forma, qualquer avaliagdo cinética ou farmacologica constitui

carater especulativo.

A acdo farmacoldgica das benzodiazepinas ocorre, principalmente, por meio da
modulagdo alostérica positiva dos receptores GABA(A), potencializando a neurotransmissao
inibitoria mediada pelo acido y-aminobutirico '°. Sendo assim, as atividades farmacoldgicas €
farmacocinéticas dos enantiomeros dos 3-hidroxi-1,4-benzodiazepinicos frente 0 GABA(A)
devem ser distintas >. A exemplo, evidéncias experimentais indicam que, para o LorZPM, o

enantidmero S apresenta atividade de 100-200 vezes maior em comparagao ao enantiomero R

11,12,9

Convencionalmente, os 3-hidroxi-1,4-benzodiazepinicos sdo comercializados como
misturas racémicas. Diante disso, a possibilidade de interconversao de enantiomeros se
constitui em um problema a ser elucidado. Experimentalmente, essas barreiras ja apresentam
estudos associados. A determinacdo das barreiras energéticas de enantiomerizagdo por
técnicas como eletroforese capilar dindmica e cromatografia com fluido supercritico

consolidou a compreensio desses compostos como fArmacos propensos a racemizagio ®

Todavia, a interconversdo enantiomérica dessas espécies em pH fisiologico e

r

temperatura corporea ndo ¢ claramente considerada na literatura, principalmente no que se
refere a dosagem ministrada a pacientes, considerando a sua interconversao no organismo.
Embora os aspectos farmacoldgicos gerais e os efeitos adversos dos benzodiazepinicos
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estejam amplamente descritos, a estabilidade enantiomérica in vivo ainda permanece
inexplorada. Outrossim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a cinética e a

termoquimica do processo de racemizacdo dos 3-hidroxi-1,4-benzodiazepinicos.

Material e Metodologia

A estrutura cristalina do receptor GABA, em complexo com um inibidor flumazenil
(PDB: 6D6U)" foi obtida do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein
Data Bank (RCSB PDB)".

A molécula do flumazenil foi removida da estrutura cristalina. Para o desenvolvimento
deste trabalho, foram aplicadas técnicas baseadas no Docking Molecular. O software aplicado
para tal estudo foi o Autodock Vina®.

Hidrogénios polares e cargas de Kollman foram adicionados a proteina e um arquivo
* pdbgt foi gerado usando o software AutoDockTools 1.5.7'. As estruturas moleculares dos
ligantes (Lorazepam e Temazepam) foram obtidas no banco de dados DrugBank'’. Para
verificar a forma de manifestacao destes farmacos em pH fisioldgico (pH=7.4), foi utilizado o
programa Marvin Sketch'®.

Todas as estruturas moleculares do ligante foram previamente otimizadas usando
Gaussian 09" package, através do modelo GFN-xTB?*?!,

O mecanismo aquoso de racemizacgdo foi explorado através de técnicas baseadas na
Dinamica Molecular de Born-Openheimer (BOMD)**. As simulagdes de BOMD foram
desempenhadas usando um intervalo de 120 fs, divididos em 240 passos de 0.5 fs cada. As
forcas foram calculadas usando o método Semiempirico via modulo QuickStep®,
implementado no pacote CP2K*, utilizando o modelo PM6*>?°. As simulagdes BOMD foram
realizadas no ensemble NVT a 309.15 K usando a familia de termostatos do tipo

Nosé-Hoover?

, com temperatura constante no intervalo de simulagao.

As estruturas moleculares de cada ligante foi convertida em *pdbgt através do
software AutoDockTools 1.5.7'°. O carater lipofilico dos farmacos foi obtido através do
software ALOGPS 2.1%°. Todo o estudo de docking molecular foi desenvolvido através do
software Autodock Vina 1.1.2"° e as analises dos resultados, bem como as imagens, através do

software Discovery Studio Visualizer®'.
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Resultados e Discussao

Para calcular o efeito da reacemizagdo sobre a inibicdo do receptor GABAA
projetamos simula¢des de docking com grid definido por uma zona esférica de raior =13 A

cuja coordenada cartesiana do centro esférico é definida por x = 120.160591 A, y =
167.821409 A e z = 153.597318 A. O grid GABA, cobrindo apenas a zona vermelha, como
mostrado na Figura 1.

Figura 1 Vista superior (a) e frontal (b) da proteina GABA,, com seu grid em destaque

Os farmacos explorados foram previamente investigados e tiveram suas respectivas

formas identificadas em pH=7.4. As formas com maiores populacdes relativas (Figura 2)
foram usadas como ligantes no estudo de docking.
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Figura 2 formas mais provaveis do lorazepam e temazepam em pH=7.4. As formas mais provaveis
sdo as formas neutras (que coincidem com as formas moleculares originais dos farmacos.)

Primeiramente, empregamos o docking molecular envolvendo GABAA como sistema
receptor. Todas as afinidades de ligacdo envolvidas na formacdo do complexo
GABAA-farmaco estdo sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1 Propriedades fisico-quimicas/bioatividades teoricas para os farmacos explorados neste
estudo, envolvendo a inibi¢do do GABA : afinidade (kcal.mol”), constante de ligagdo (ou
complexagdo, Ky), ICs, (M), logaritmo do coeficiente de parti¢do (logP) e logaritmo do coeficiente de
solubilidade em dgua (log$).

Farmaco Afinidade K, IC;, logP logS
(R)-LoraZPM -9.50 5,04x10° 1,98x107 2.39 -3.60
(S)-LoraZPM -9.80 8.21x10° 1.22x107
(R)-TemaZPM -9.50 5.04x10° 1.98x107 2.16 -3.80
(S)-TemaZPM -8.80 1.62x10° 6.18<107

Como pode ser verificado, os enantidmeros R e S o LoraZPM apresentam energias de

complexacdo similares. Este mesmo fato pode ser verificado para o TemaZPM.
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Figura 3 Pose para a estrutura mais estavel (obtida por docking) do (R)-LoraZPM (a em 3D e b em
2D), no sitio ativo da proteina GABA ,, em interagdo com residuos.
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Figura 4 Pose para a estrutura mais estavel (obtida por docking) do (S)-LoraZPM (a em 3D e b em
2D), no sitio ativo da proteina GABA ,, em intera¢do com residuos.
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Figura 5 Pose para a estrutura mais estavel (obtida por docking) do (R)-TemaZPM (a em 3D e b em
2D), no sitio ativo da proteina GABA,, em intera¢do com residuos.
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Figura 6 Pose para a estrutura mais estavel (obtida por docking) do (S)-TemaZPM (a em 3D e b em
2D), no sitio ativo da proteina GABA,, em intera¢do com residuos.

Analisando as interagdes detectadas, podemos sugerir que parte do sitio ativo do
GABA , compreende os residuos de aminoécidos Tyr(E)58, Phe(E)77, Phe(D)100, His(D)102,
Tyr(D)160, Thr(D)207 e Tyr(D)210; dos quais apenas o residuo Tyr(D)210 ¢ comum a todas
as interagdes aqui expostas.

Para os enantiomeros do LoraZPM, ¢ possivel verificar os residuos em comum sao
Tyr(E)58, Phe(E)77, Tyr(D)160 e Tyr(D)210; e apesar de apresentar um menor numero de

interagdes em comparacdo ao seu enantidomero, a presenga da ligagdo de hidrogénio
7
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¥

envolvendo o residuo Thr(D)207 e o grupo C*—H garante maior coﬁstaﬁ de complexacdo
para o (S)-LoraZPM.

Constatacdo semelhante pode ser feita para o TemaZPM, cuja presenga da ligagdo de
hidrogénio envolvendo o residuo Thr(D)207 e o grupo C*-OH favorece a complexagdo
GABA ,-(R)-TemaZPM, em comparac¢ao ao seu enantiomero (S)-TemaZPM.

Para verificar a possibilidade de ocorréncia de racemizagdo dos farmacos in vivo,
realizamos céalculos de BOMD para um sistema contendo vinte ¢ uma moléculas: uma
molécula de lorazepam, dezenove moléculas de 4gua e uma molécula de hidronio. A evolugao

temporal do sistema pode ser visualizada na Figura 7.

Figura 7 Evolugdo temporal da hidrolise do (R)-LoraZPM.

Com o avango do tempo, ¢ observada a protonacdo do grupo hidroxi ligado ao atomo
de carbono assimétrico do (R)-LoraZPM. Como pode ser verificado na Figura 7a, o sistema
molecular (R)-LoraZPM evolui estruturalmente a medida que estabelece ligagdo de
hidrogénio com o fragmento C*-OH (Figura 7b); em seguida, este mesmo grupo ¢ hidrolisado
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(Figura 7c) e da origem a um carbocation (Figura 7d). A geracdo deste carbocation ¢ uma
caracteristica de uma reacdo de mecanismo Syl, cuja estereoquimica (para sistemas quirais)

conduz a geracdo de racemato.

Conclusoes

Nossa pesquisa revelou, através de dindmica quantica, que ha possibilidade de répida
racemizagdo de benzodiazepinas em ambiente bioldgico. Ao mesmo tempo, foi verificado que
as atividades dos enantiomeros sdo similares. Dessa forma, ambas as formas R ¢ S podem
interagir satisfatoriamente com a proteina GABA,.

As semelhangas entre as atividades das espécies, majoritariamente, se devem a
presenca da ligagdo de hidrogénio envolvendo o residuo Thr(D)207 e o grupo C*-OH para

todas as espécies aqui investigadas.
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