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A aprendizagem baseada em projeto é uma metodo-
logia dinamica de ensino na qual os estudantes exploram
problemas e desafios do mundo real e, simultaneamente,
desenvolvem habilidades interdisciplinares enquanto tra-
balham em pequenos grupos colaborativos.

0s farmacos anti-inflamatérios sdo os mais comercia-
lizados, em todo o mundo, porém com seu uso inadequado
apresentam muitos efeitos colaterais dentre eles os distirbios
gastrintestinais. Melhoras vém sendo buscadas na elaboragdo
de novos farmacos com menos efeitos colaterais. A Quimica
Farmacéutica e Medicinal moderna, através do auxilio de suas
ferramentas computacionais, nos possibilita diminuir muitos
passos no desenvolvimento de novos farmacos.

Portanto, este trabalho foi desenvolvido com base na
metodologia de Aprendizagem Baseada em Projeto aplican-
do-se os recursos de ferramentas computacionais disponi-
veis visando desenvolver um novo farmaco antiinflamatorio
derivado analogo do diclofenaco cujas propriedades bioati-
vas sejam a inibicdo seletiva da ciclooxigenase-2 (COX-2).
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INTRODUCAO

A Aprendizagem Baseada em Projeto é uma meto-
dologia dindmica de ensino na qual os estudantes explo-
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ram problemas e desafios do mundo real, desenvolvendo
simultaneamente habilidades interdisciplinares enquanto
trabalham em pequenos grupos colaborativos.

Nesse estudo, objetivou-se aplicar essa metodologia
de ensino da Aprendizagem Baseada em Projeto ao dese-
nho de farmacos no ensino da disciplina Quimica Farma-
céutica e Medicinal, para o qual se optou pelo desenho de
um novo farmaco antiinflamatério analogo do diclofenaco
e inibidor seletivo da ciclooxigenase-2 na conducdo do
referido projeto em particular.

0 planejamento e a selecdo das atividades didaticas
no ensino de Quimica Farmacéutica e Medicinal sdo tare-
fas constantes e necessarias para adaptacdo dos conteidos
programaticos as novas exigéncias de um mundo em perma-
nente mudanca. As transformacdes devem favorecer ao uso
de novos recursos tecnologicos e desenvolver o pensamento
critico do aluno. Frente as inovagdes competitivas é impor-
tante direcionar o curso de quimica farmacéutica para gerar
idéias alternativas e desenvolver atitude criativa dos alunos.

Nesse sentido, algumas estratégias metodoldgicas de-
vem ser incorporadas no sistema de ensino para promocao
do processo de ensino-aprendizagem que busca trazer para
os educandos a possibilidades de desenvolver habilidades
na sua formacdo, estimulando a interatividade e a criacdo
de inteligéncias onde um auxilia o outro com troca de
conhecimentos, criando conhecimentos comuns a todos
(BATISTA JR, 2010).

A disponibilidade de programas computacionais de
quimica e os bancos de dados em rede sdo, atualmen-
te, ferramentas fundamentais para a descoberta e plane-

jamento de farmacos. Essas informacdes permitem uma
analise rapida da atividade bioldgica versus propriedades
fisico-quimicas de uma série de moléculas de interesse.
Novos agentes terapéuticos podem ser desenvolvidos pela
analise de dados tedricos de estrutura-atividade de forma
tridimensional, obtidos por técnicas recentes de modela-
gem molecular (BATISTA JR, 2010).

Face ao crescimento acelerado dos recursos computa-
cionais em quimica e a constatacdo cientifica da eficiéncia
do emprego dessas ferramentras nos processos envolvendo
o desenho, a descoberta, o planejamento, a identificacdo e
a preparacao de compostos biologicamente ativos, ha uma
necessidade urgente da insercdo e abordagem de topicos
de modelagem molecular no desenvolvimento de farmacos
nos cursos de graduacdo em Farmacia envolvendo o ensino
da Quimica Farmacéutica e Medicinal (RODRIGUES, 2001).

FUNDAMENTACAO TEORICA

Patologia

A inflamacdo ou processo inflamatério & uma res-
posta dos organismos vivos homeotérmicos a quaisquer
processos capazes de causar lesdo celular ou tecidual. Esta
resposta padrdo é comum a varios tipos de tecidos e é
mediada por diversas substdncias produzidas pelas células
danificadas e células do sistema imunitario que se encon-
tram eventualmente nas proximidades da lesao.

Em geral, uma resposta inflamatoria aguda é de curta
duracdo e, além de uma reacdo local, ocorre também uma
reacao sistémica, chamada de resposta de fase aguda. A
resposta local se inicia quando o dano tecidual e endotelial
desencadeia vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular. Com o aumento da permeabilidade vascular ocor-
re extravasamento de leucécitos para os sitios inflamados.

Em sintese, a inflamacdo é um conjunto de diver-
sos fatores que atuam simultaneamente, ativando células
para que ocorra cicatrizacdo e reparo da lesdo formada no
individuo. Classicamente, podemos ressaltar algumas ca-
racteristicas marcantes da atuacao do sistema imunoldgico
no combate a essas inflamacdes e como resultado disso
temos: aumento do calibre dos capilares responsaveis pela
irrigacdo sanguinea local, produzindo mais hiperemia e
aumento da temperatura local.

0 edema ou inchago ocorre, a partir do aumento da
permeabilidade vascular aos componentes do sangue, o
que leva ao extravassamento do liquido intravascular para
0 espaco intersticial extracelular. A dor, outro sintoma ca-
racteristico da inflamacdo, é causada primariamente pela
estimulacdo das terminacdes nervosas por algumas destas
substancias liberadas durante o processo inflamatério, pelo
aumento da sensibilidade dolorosa promovida pelas pros-
taglandinas e pela bradicinina, mas também em parte por
compressdo relacionada ao edema.

Terapéutica medicamentosa pelo uso de anti-inflamato-
rios nao-esteroidais

0Os anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) consti-
tuem um grupo heterogéneo de substancias que exercem
em comum atividade analgésica, antipirética e antiinflama-
toria. O principal mecanismo de acdo dos AINES deve-se a
inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX), que convertem
0 acido aracdénico, liberado dos fosfolipidios da membrana
celular nas lesdes tissulares, em prostaglandinas, as quais
sdo as principais mediadoras da inflamagdo (VANE, 1971).
Além de estarem associadas a inflamacao e febre, as pros-
taglandinas também desempenham importantes func¢des
fisiolégicas, e os farmacos que inibem sua produ¢do podem
causar diversos danos ao organismo.

Entre esses agentes anti-inflamatorios o diclofena-
co se destaca como um dos farmacos mais utilizados na
medicina humana. (BARBOSA, C.; et al, 2010). O diclofe-
naco apresenta um efeito analgésico periférico podendo
ser utilizado em inflamagdes e pds-operatorios. Este me-
dicamento também é indicado no tratamento sintomético
de doencas reumaticas cronicas, como artrite reumatoéide,
osteoartrite, espondilite anquilosante e doengas correlatas
do tecido conectivo, tratamento de lesao musculoesque-
lética, dor e inflamacdo de pds-operatério, dismenorréia
primaria e anexite, sindromes dolorosas diversas. E, ainda,
como adjuvante no tratamento da dor e inflamagdo na
faringo-amigdalite, sinusites e otites.

Apesar da sua larga utilizacdo, e por ndo ser um inibi-
dor seletivo da ciclooxigenase na sua isoforma 2 (COX-2), o
uso prolongado do diclofenaco esta relacionado com altera-
coes que limitam o seu uso, devido a seus efeitos colaterais,
que incluem lesdes gastrointestinais, renais e hepaticas
(POURJAFAR & DERAKHSHANFAR, 2004). Sendo, por isso,
contraindicado nos casos de dlcera de estémago e intestino
e outros distirbios que envolvem o sistema digestoério.

Devido a possibilidade desse medicamento promover
graves efeitos colaterais, decidiu-se desenvolver um novo
farmaco anti-inflamatério derivado analogo do diclofe-
naco, mantendo-se suas propriedades bioativas, porém,
apresentando seletividade pela ciclooxigenase-2 (COX-2),
consequentemente, com a diminui¢do dos principais efei-
tos colaterais no tratamento terapéutico dos processos
inflamatorios por essa droga, que sdo os distlrbios gastrin-
testinais.

Modelagem molecular

Segundo a defini¢do da Unido Internacional de Quimi-
ca Pura e Aplicada (IUPAC, 1998), a modelagem molecular
€ uma técnica para a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacio-
nal e de técnicas de visualizacdo grafica, as quais visam
fornecer uma representacdo tridimensional plausivel, sob
um dado conjunto de circunstancias.
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Mais especificamente, a modelagem molecular pode
nos proporcionar a visualizagdo tridimensional e a analise
conformacional de farmacos; analisar o tamanho e o forma-
to dos possiveis grupos farmacoforicos presentes em suas
moleculas; verificar a importancia da natureza e o grau de
substituicdo de grupos funcionais; relacionar a estrutura
e as propriedades fisicas de uma mesma série de farma-
cos; observar os aspectos estereoquimicos dos farmacos e
sua relacao com atividade biolégica, bem como prever os
mecanismos moleculares envolvidos na acdo dos farmacos
(CARVALHO et al, 2003).

Dentre as técnicas de modelagem molecular, temos o
docking molecular (docagem molecular) que é um dos prin-
cipais métodos modernos utilizados no planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor, que consiste
em prever a conformacdo bioativa de uma micromolécula
(ligante) no sitio de uma macromolécula biolégica seguida
de avaliacdo e classificacdo do modo de ligagdo proposto
(BOHM, & SCHNEIDER, 2008). De uma forma geral, todo
tipo de estudo que envolve a aplicagdo de modelos teoricos
utilizando os conceitos de dtomo e molécula na descricao de
estrutura e propriedades de interesse em quimica pode ser
classificado como modelagem molecular. (SANTOS, 2001).

Diferencas estruturais entre a COX-1 e COX-2

A Ciclooxigenase possui duas formas ligeiramente di-
ferentes, designadas COX-1 e COX-2. Estas transformam o
acido araquidénico, uma substancia formada a partir de
lipideos presentes na membrana celular pela acao da fosfo-
lipase A2, em dois tipos de compostos, as prostaglandinas
e os tromboxanos. Esses mediadores apresentam um papel
fundamental na inflamacdo e na dor, assim como em varios
outros processos fisioldgicos (como na protecdo da mucosa
gastrica).

As estruturas primarias e secundarias das C0X-1 e COX-2
sdo semelhantes, e suas estruturas terciarias sdo ainda mais
parecidas. A COX-2 possui um canal hidrofobico perto do
seu sitio ativo, o que lhe fornece uma estrutura terciaria
com uma grande capacidade de acomodar in(meros ligantes,
tendo assim uma grande afinidade a varios substratos.

Como ja citado, o objetivo desse trabalho é fazer com
que o analogo a ser criado se ligue de forma seletiva na
COX-2, para isso analisamos as principais diferencas dos
aminodacidos entre as isoformas COX-1 e COX-2.

Dentre as principais mudancas observadas na COX-1
e 2 temos: Fenilalanina na posicdo 503 substituida por
Leucina na posicdo 503, Histidina 513 por Arginina 513,
Interleucina 523 por Valina 523, os demais residuos de
aminoacidos ndo apresentaram diferencas (Figura 1).

Para que um derivado analogo do diclofenaco seja
seletivo para COX-2 é preciso que este apresente intera-
¢do com a Arginina 513 presente exclusivamente nesta
isoforma.
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Figura 1. Representagéo das Principais diferencas de amino-
acidos entre as isoformas COX-1 e COX-2, determinada por
Cristalografia de Raios X (SOUZA, 2008).

MATERIAL E METODOS

As estruturas moléculas do dicloneaco e dos seus
derivados analogos propostos foram montadas em repre-
sentacdo bidimensional (2D), visualizadas e suas estru-
turas quimicas caracterizadas e analisadas usando-se o
pacote de programas MarvinSketch Version 5.3.0.2, 2010,
ChemAxon, programas estes que disponibilizam recurso
Gteis na quimica medicinal computacional. Em seguida, as
estruturas moléculas bidimensionais obtidas, tanto do far-
maco prototipo quanto dos seus derivados analogos, foram
convertidas em estruturas de representacao tridimensional
(3D), a fim de serem estudadas as suas interagdes com a
macromolécula biolégica.

Antes de cada estudo de docking, alinhamento mole-
cular ou estudo farmacoférico, realizou-se um célculo de
mecanica molecular, baseado no campo de forca MMFF94,
para que houvesse melhor acomodagdo dos atomos livres
de ambas as estruturas. (SZABO & OSTLUND, 1989).

Um importante passo na identificacdo de padrdes far-
macoforicos para moléculas que se ligam no mesmo recep-
tor, a pesquisa da similaridade estrutural das moléculas e
da percepcao farmacoférica para a predicdo do reconhe-
cimento molecular foi realizada por meio do alinhamento
molecular, que é uma técnica computacional empregada
para comparar a geometria de ligantes entre si e, de forma
indireta, nos permite inferir sobre a geometria e proprie-
dades fisicas do sitio de ligacao. No alinhamento molecular
realizado nesse trabalho empregou-se programa FieldAlign
Version 1.0.2, Cresset.

Para os estudos das interacdes envolvendo o farmaco
protétipo e os derivados analagos com macromolécula bio-
l6gica através da realizacdo do docking molecular auxiliado
por computador (THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006) utiliza-
mos a estrutura cristalografica da ciclooxigenase-2 (COx-2)
de Mus musculus (1PXX, resolucdo 2, 90 A) (ROWLINSON
et al, 2003), obtida do banco de dados cristalograficos
Protein Data Bank (PDB), e, por questdes de praticidade

e disponibilidade dos recursos estruturais de informatica
atualmente disponiveis, nesse estudo usamos especifica-
mente a cadeia A dessa macromolécula.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para corrigir a apresentacdo desfavoravel e energeti-
camente instavel da molécula do farmaco protétipo, usa-
mos recursos de mecanica molecular, através de campos de
forcas MMFF94 (SZABO & OSTLUND, 1989), e obtivemos a
estrutura molecular do diclofenaco em seu estado de méxi-
ma minimizacdo de energia molecular (Figura 2), a fim de
poder ser utilizado nos estudos subseqiientes de interacoes
com a macromolécula biolégica (COX-2).

Através de estudos envolvendo a molécula do diclo-
fenaco, foram encontrados os seguintes grupos farmacé-
ricos (Figura 3): grupo acido carboxilico (regidao verme-
lha) representa grupos receptores de hidrogénio, as setas

Figura 2. Estrutura molecular tridimensional do diclofenaco,
apresentado em seu menor estado energético.

Figura 3. Possiveis Grupos farmacoféricos do Diclofenaco.

vermelhas representam reacdo de ionizacdo. Os circulos
azuis representam interagOes aromaticas nos anéis, a re-
gido que contem a seta verde (amina secundaria) é um
grupamento doador de hidrogénio. Os circulos amarelos
representam regides de interacdo hidrofébica presentes na
molécula.

A partir dos estudos de docking molecular virtual re-
alizados entre o composto protétipo (diclofenaco) e a
macromolécula biolégica (COX-2) foram estudadas as forcas
e tipos de interacdes existentes entre os grupos farmaco-
foricos do diclofenaco com os residuos de aminodacidos
presentes na cadeia 1 da COX-2, permitindo, assim, o co-
nhecimento e entendimento das ligacdes entre existentes
entre eles (Figura 4).

Figura 4. Interacao do diclofenaco com residuos de aminoa-
cidos no sitio ativo da COX-2.

Apb6s a realizacdao do docking constatou-se que a
distancia existente entre os grupamentos funcionais do
farmaco e o residuo de aminoacido Arginina 513 variou de
7,75 a 8, 64 A, em diferentes pontos (Figura 5).

Figura 5. Distancia entre o diclofenaco e a Arginina 513.
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Figura 6. Estrutura molecular propostas para os derivados analogo do diclofenaco.

Analogo 1 Analogo 2 Analogo 3

Baseado na interpretacdo dos resultados obtidos no
estudo das interacoes existentes entre a molécula do di-
clofenaco e a COX-2, através de simulacdes de docking
molecular auxiliado por computador, propds-se o desenho
de alguns derivados analogos do diclofenaco (Figura 6).

Verificou-se a necessidade de se acrescentar um grupo
funcional com uma ramificacao longa e passivel de realizar
alguns tipos de interacdo no interior da fenda do sitio de
ligacdo da COX-2, como, por exemplo, interacdes hidrofo-
bicas, de ligacdes de pontes de hidrogénio e ou idnica.

Dessa forma, foram adicionados a molecula do diclofe-
naco os grupos etil sulfidril (analogo 1) e etil sulfonado (ana-
logo 2) na posicdo orto, em subsituticdo a um dos atomos de
cloro presentes na molécula do diclofenaco (Figura 6).

As pesquisas realizadas em banco de dados de molé-
culas demonstraram que nao foram encontradas molécu-
las idénticas aos analogos apresentados nesse estudo. No
entando, na busca em banco de dados do National Center
for Biotechnology Information (NCBI) apresentou-se apenas
1 molécula com 90% de similaridade com o analogo 3.
Enquanto que no banco de dados do Chemical Entities of
Biological Interest (CHEBI) foram encontradas 6 moléculas
com 50% de similaridade.

Apos realizado o docking com o anéalogo 2 percebemos
que o grupo substituinte ali colocado se projetava para
“cima” e ndo na direcdo da Arginina 513 (Figura 7).

Figura 7. Docking molecular do analogo 2 com a COX-2.
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Observando-se as estruturas representandas na Fi-
gura 6, podemos perceber a projecdo do grupo etil sul-
fidril e a regido em que se encontra a Arginina 513,
esfera verde.

Apesar dos analogos 1 e 2 ndo terem se ligado ao
residuo de Arginina 513, os estudos desses analogos foram
fundamentais para o desenho do analogo 3, no qual a
substituicao do grupo etil sulfidril por etil sulfonado, e a
colocacdo deste substituinte na posicdo meta, com a reco-
locacdo do atomo de cloro na posigao orto, proporcionou
uma regido de maior projecdo na fenda especifica do sitio
de ligacdo da COX-2 e manutencdo de uma nova interacao
quimica entre o analogo e a COX-2, através de ligacdo
ionica do grupo substituinte com o residuo Arginina na
posicao 513, como sera mostrado na Figura 9.

Sabendo-se que o novo inibidor enzimatico proposto
deve ocupar um volume similar e formar interagdes se-
melhantes no sitio ativo da macromolécula tal qual seu
farmaco-protétipo, realizamos um estudo por meio do
alinhamento molecular das moléculas do farmaco-proto-
tipo (diclofenaco), e dos analogos 2 e 3 em busca de se
verificar as similaridades estruturais das moléculas e a
percepcao farmacoférica e, dessa forma, podermos fazer
uma predicdo do reconhecimento molecular (LEMMEN &
LENGAUER, 2000).

A interpretacdo dos resultados nesse alinhamento
molecular nos possibilitou compreender as similaridades
estruturais e farmacoféricas entre o farmaco protdtipo e
os analogos obtidos e quais os pontos necessarios para a
manutencdo da afinidade e reconhecimento molecular pelo
sitio de ligacdo da COX-2.

Verificou-se no alinhamento molecular de todos os
compostos que o analogo 3 (o qual denominamos de diclo-
rilo) manteve praticamente a mesma conformagdo espacial
do diclofenaco, alinhando-se quase que perfeitamente um
sobre o outro, e assim mantendo as posicdes farmacofori-
cas, com excelente perspectiva da manutencdo da ativida-
de bioldgica para os anélogos 2 e 3 (Figura 8).

Figura 8. Alinhamento molecular envolvendo o diclofenaco,
o analogo 2 e o diclorilo.

Figura 9: Complexo diclorilo- cadeia A da COx-2

Figura 10. Grupos farmacoféricos do diclorilo: seta vermelha
representa grupo receptor de ligagao de hidrogénio, circulos
amarelos representam locais de interagdes hidrofobicas e
regidao com cones vermelhos representa local de interagao
ionica.

No intuito de estudarmos as interagdes analogo 3 pro-
posto (diclorilo) e a macromolécula COX-2, realisamos um
docking molecular auxiliado por computador envolvendo o
diclorilo proposto e a cadeia A da COX-2, e obtivemos os
resultados observados na Figura 9.

Determinaram-se também os grupos farmacoféricos
existente na molécula do diclorilo. Onde é possivel visu-
alizar o farmacéforo para a molécula do diclorilo: o gru-
po receptor de ligacdo de hidrogénio (seta vermelha),
locais de interagdes hidrofébicas (circulos amarelos) e
regido capaz de se ionizar e formar interacdo idénica com
residuos de aminodcidos no sitio ativo (cones verme-
lhos) (Figura 10).

Além da elucidacdo do farmacdforo da molécula do
diclorilo, o estudo do docking molecular realizado também
nos possibilitou identificar, além dos tipos de forcas de in-
teracdo existentes entre o diclorilo e o sitio de ligacdo na
COX-2, com quais residuos de aminodacios existentes neste
sitio o diclorilo de fato interage.

Obtivemos uma excelente interacdo entre o diclorilo e
o sitio ativo da macromolécula receptora, para com a qual
o diclorilo apresentou interagdo via ligacdo idnica com o
residuo de aminoacido Arginina na posicdo 513 e inte-
racoes hidrofébicas com outros residuos de aminoacidos
presentes exclusivamente nesta fenda espefica da COX-2
(figura 11), de tal modo que é possivel inferir que o ana-
logo 2 estudado apresenta excelente predicdo de atividade
bioldgica antiinflamatéria, seletiva pela COX-2.

Figura 11. Interagdo do analogo 3 (diclorilo) com a Arginina
513 e outros residuos de aminoacidos presentes na cadeia
1 da COX-2.
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CONCLUSOES

0 ensino da disciplina Quimica Farmacéutica e Medici-
nal baseado no modelo de aprendizagem ativa possibilitou
aos alunos correlacionarem de forma eficiente o conteddo
tedrico ministrado em sala de aula com os recursos prati-
cos proporcionados pelas ferramentas computacionais atu-
ais, as quais foram aplicadas como tecnologias do ensino
em Farmacia.

0 facilitador (professor) e os aprendizes (alunos) de-
finiram previamente que o objetivo para a execucdo desse
projeto seria o desenvolvimento de um novo farmaco an-
tiinflamatorio, o qual, por sua vez, fosse um derivado ana-
logo do diclofenaco e que pudesse atuar com um inibidor
seletivo da COX-2.

Dessa forma, visando atenderem ao objetivo proposto,
esses mesmos aprendizes puderam assimilar, sem perceber

e de forma dindamica e motivadora, o conteldo referente
ao processo de desenvolvimento de farmacos com base em
um projeto.

Ao final, essa metodologia proporcionou aos apren-
dizes o éxito no objetivo proposto e a capacidade de de-
monstrarem conhecimento dos principios moleculares que
delineiam o desenho, o desenvolvimento e a otimizacdo
de farmacos, bem como a capacidade de formarem um
pensamento proprio sobre as agdes que estdo por tras da
intervencdo molecular no tratamento de doencas.

0 que pode ser traduzido em um profissional mais
bem formado e melhor qualificado e num retorno para a
sociedade em avancos nos servicos de salde pablica com
farmacos mais eficazes, que provoquem menos efeitos co-
laterais e mais acessiveis a populacdo.
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