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UNDERSTANDING THE CHEMICAL PROCESS RELATED TO THE BIOACTIVATION OF SIMVASTATIN THROUGH
EXPERIMENTAL AND /N SILICO METHODS: A PRACTICAL CLASS. Cholesterol is a lipid which in high concentration can be
an important risk factor for coronary diseases and atherosclerotic lesions. This lipid presents an endogenous biosynthesis that involves
several steps; one of them is modulated by the enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMG-CoA reductase).
HMG-CoA reductase is inhibited by statins, such as simvastatin, in order to reduce seric become active. The structure of simvastatin
has a lactone ring that undergoes enzymatic hydrolysis giving the 3,5-dihydroxy-heptanoate metabolite. This group is essential for
simvastatin antilipemic activity, but significantly increases their water solubility. Make students understand the influence of chemical
groups and organic functions on physicochemical properties and pharmacokinetic profiles of drugs, as simvastatin, is not an easy
task. In this context, combine practical strategies and theoretical presentations of the concepts involved on drug biotransformation
certainly could improve the teaching learning process. This manuscript correlates organic strategies and in silico techniques throught
simvastatin hydrolysis followed by comparative ClogP measurement. This approach intends to allow students to have contact with a

cross-platform and multidisciplinary learning, making it ludic, easier and more interesting than theoretical classes.
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INTRODUCAO

As lipoproteinas sdo necessdrias para o transporte de lipideos pelo
plasma, sendo que os lipideos mais comumente encontrados na cor-
rente sanguinea sdo: o colesterol e seus ésteres, os triglicerideos e os
fosfolipidios.' A concentracao elevada de lipoproteinas complexadas
a lipideos no plasma constitui fator de risco importante para lesdes
aterosclerdticas e doengas coronarianas, sendo estas, o conjunto de
doengas que mais geram vitimas fatais em todo o mundo.?

O colesterol consiste em um dos componentes de membranas
celulares, além de ser um precursor essencial para a biossintese de
hormoénios gonadotréficos (i.e. estradiol e testosterona), glicocorti-
céides (cortisol) e mineralocorticéides (aldosterona).** Este pode ser
obtido pelo individuo a partir de sua dieta, e também pode ser bios-
sintetizado. A sintese endégena do colesterol € complexa e envolve
diversas etapas, sendo uma das etapas iniciais, modulada pela enzima
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase).
Esta ¢ fundamental a biossintese do colesterol, originando o dcido
mevalonico (Figura 1A), o qual d4 prosseguimento a via catalitica,
por redugdo da fungdo tioéster do substrato endégeno (HMG-CoA).
Dessa forma, ao inibir a HMG-CoA redutase, reduz-se a concentragao
de moléculas de colesterol sintetizadas pelo organismo.’

Os inibidores da HMG-CoA redutase, comumente conhecidos
como estatinas, até o final da década de 2000 figuraram entre os me-
dicamentos mais lucrativos utilizados na terap€utica, sendo prescritos
com o intuito de reduzir os niveis séricos de colesterol.>¢ Estatinas
sdo inibidoras competitivas da enzima HMG-CoA redutase, e podem
ser divididas em dois grupos: naturais e sintéticas. Dentre as estatinas
sintéticas pode ser citada a sinvastatina (Figura 1B), uma das primeiras
representantes da classe empregada na terapéutica.’

*e-mail: roberto.parise @usp.br

A sinvastatina foi desenvolvida a partir da lovastatina (Figura 1C),
um produto natural isolado dos fungos Monascus ruber e Aspergillus
terreus. Esta é estruturalmente semelhante ao seu prot6tipo, possuindo
uma metila como grupo substituinte adicional no carbono alfa a car-
bonila da funcdo éster da estrutura. A inser¢@o desta metila reduziu o
ntimero de centros quirais da sinvastatina se comparada a lovastatina,
simplificando a rota sintética e, além disso, tornou-a trés vezes mais
potente do que seu protétipo, apresentando valor de IC,igual a 11
nmol L', frente aos 34 nmol L' apresentados pela lovastatina.' Cabe
ressaltar que tanto a sinvastatina quanto a lovastatina possuem o sis-
tema biciclico hexa-hidronaftalénico, requisito estrutural importante
para o ancoramento do farmaco ao sitio ativo da enzima.®-1°

Como pode ser observado na Figura 1B, a sinvastatina possui um
anel lactonico em sua estrutura. O grupo lactona € um éster ciclico que
sofre hidrdlise enzimadtica in vivo, tornando a sinvastatina capaz de
exercer sua acdo. Dessa forma, a sinvastatina € classificada como uma
estrutura latente (pré-farmaco), ja que a lactona precisa ser clivada
para que o metabdlito originado (Figura 1D) seja capaz de inibir a
HMG-CoA redutase.!" O metabdlito ativo da sinvastatina apresenta
similaridade estrutural com o substrato da enzima, o que € evidenciado
pelo grupo 3,5-di-hidroxi-heptacarboxilico (em azul) na Figura 1.
Assim, este metabdlito pode ser considerado um potente andlogo do
estado de transic@o do substrato da enzima e, dessa forma, € capaz
de se ligar ao bolsdo catalitico da enzima, impedindo a clivagem do
substrato e sua conversao em dcido mevaldnico.!>!?

A fase farmacocinética da ac@o de farmacos se refere aos even-
tos sofridos pelo farmaco desde sua entrada no organismo até a sua
eliminag@o, salvo a fase famacodinamica (na qual o mesmo exerce
sua acgdo bioldgica). Fazem parte da farmacocinética os eventos de
absorc¢do e metabolismo, os quais estdo intimamente relacionados a
biodisponibilidade do firmaco em questdo.'* No caso da sinvastatina,
afuncao acido carboxilico mascarada na forma de lactona, confere a
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Figura 1. (A) Via catalitica simplificada da biossintese do colesterol. (B) Formula estrutural da sinvastatina. (C) Formula estrutural da lovastatina. (D)

Metabdlito ativo da sinvastatina, obtido apds reagdo de hidrdlise in vivo. Em azul é indicada a similaridade estrutural existente entre o metabdlito ativo da

sinvastatina e o intermedidrio tetraédrico da HMG-CoA

mesma 80% de biodisponibilidade. Neste sentido, no que se refere a
absorcao de farmacos, a lipofilicidade € uma propriedade de grande
importancia, ja que influencia diretamente a permeacio do farmaco
por meio das membranas bioldgicas e, caso o metabdlito ativo da
sinvastatina fosse administrado, a presenca do grupo dcido aumen-
taria consideravelmente sua hidrossolubilidade, alterando assim o
seu coeficiente de parti¢do (LogP). Com isso, o perfil de absor¢ao
do metabdlito seria prejudicado, o que enaltece as vantagens obtidas
pela administragio da forma latente.'> Além disso, a presenca do dcido
carboxilico torna o metabdlito suscetivel a reagdes paralelas de me-
tabolismo de primeira passagem, tais como reagdes de conjugacio.'*
Neste caso, essas reacdes metabdlicas comprometeriam a integridade
estrutural da molécula inicial, bem como sua capacidade em exercer
acdo bioldgica, resultando em baixos valores de biodisponibilidade
e rdpida eliminag@o."

As caracteristicas estruturais dos formacos estdo completamente
relacionadas as suas propriedades fisico-quimicas que, consequen-
temente, acabam por influenciar seus perfis farmacocinéticos. Fazer
com que os estudantes entendam a influéncia que determinados grupos
quimicos exercem nas propriedades fisico-quimicas de farmacos
ndo € uma tarefa simples, principalmente quando estas propriedades
sdo alteradas ou moduladas por eventos bioldgicos. Neste contexto,
aliar estratégias praticas as apresentagdes tedricas dos conceitos
farmacocinéticos e de bioativac@o de estruturas latentes, certamente,
permite aos estudantes vivenciar de maneira muito singular todos os
fundamentos abordados.

Face ao exposto, o objetivo deste trabalho € apresentar uma
proposta de aula pratica, que busca apresentar aos estudantes uma
simula¢@o dos eventos farmacéuticos e enzimdticos relativos ao me-
tabolismo de farmacos, bem como as consequéncias destes eventos
em relacdo as alteracdes de propriedades fisico-quimicas dos mesmos.
Com isso, espera-se que os estudantes fixem de forma contundente
os temas abordados, aprimorando assim, sua compreensao. Esta ati-
vidade prdtica foi planejada de forma a ser aplicada na disciplina de
Quimica Farmacéutica e/ou na disciplina de Planejamento e Sintese
de Farmacos, as quais compdem o curriculo bdsico de disciplinas

dos diferentes cursos de graduagdo em Farmdcia do pais, devendo
ser trabalhada em um encontro tnico de 4 horas/aula, ou em dois
encontros de 2 horas/aula cada.

Os eventos desta atividade pratica estdo subdivididos em:

A — Extracdo da sinvastatina a partir de comprimidos de sinvas-
tatina 40 mg;

B — Hidrélise quimica da sinvastatina e obten¢do do seu
metabdlito;

C — Comparagdo de lipofilicidade por andlise dos fatores de
retencio (Rf) obtidos por cromatografia em camada delgada

D — Determinar o coeficiente de parti¢do calculado (ClogP) da
sinvastatina e do produto hidrolisado;

E — Interpretacdo dos resultados.

PARTE EXPERIMENTAL

A sinvastatina utilizada no procedimento sintético desta aula
prética foi extraida de comprimidos de sinvastatina 40 mg. Utilizou-se
o fdrmaco genérico, comercializado em drogarias, a fim de reduzir
o custo agregado da aula pratica. Os espectros de ressondncia mag-
nética nuclear (RMN) foram obtidos em aparelho Brucker, modelo
Advanced DPX-300, nas frequéncias 300 MHz e 75 MHz, com tetra-
metilsilano (TMS) como padrao de referéncia interno e CDCl, como
solvente. As constantes de acoplamento (RMN 'H) foram expressas
como: s, singleto; sl, singleto largo; d, dubleto; dd, duplo dubleto;
t, tripleto; dt, duplo tripleto; m, multipleto. Para andlise de massas
do produto hidrolisado (HRMS), foi utilizado o aparelho Brucker,
modelo MicroTof Daltonics, com aquisi¢do negativa (m/z - H*). O
espectro de infravermelho (IV) do produto hidrolisado foi obtido em
espectrofotdmetro Shimadzu, modelo FT-IR Affinity-1, em discos de
KBr entre 4000-400 cm™'. Foram utilizadas placas cromatograficas
de silica gel fluorescentes (GF,s,), as quais foram reveladas em ca-
mara de ultraviotela (UV) em 254 nm. As vidrarias envolvidas neste
procedimento pratico sdo de uso comum a laboratdrios, tais como
béqueres, baldo de fundo redondo e funil de separagdo. Para a reacéio
de hidrdlise bdsica, foi utilizado CHCl; como solvente e solucdo
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aquosa de NaOH 2 mol L. A determinagio tedrica de ClogP nio
requer grandes recursos de performance computacional, podendo ser
realizada em computadores comuns a laboratérios de informatica, ou
nos computadores pessoais dos alunos, quando possivel.

Extracio e hidrolise da sinvastatina

Extragdo da sinvastatina a partir de comprimidos

Primeiramente, os alunos sdo orientados a triturar em gral 10
comprimidos de sinvastatina 40 mg (aproximadamente 0,96 mmol) e
entdo transferir o pé resultante para um béquer de 50 mL. Adicionar
10 mL de CHCI, ao béquer e manter em agitagdo por 5 minutos.

Em seguida, filtrar (em algoddo ou gaze) o contetido para um
baldo de fundo redondo de 50 mL, lavando o residuo retido com
10 mL de CHCI,. O filtrado presente no interior do baldo conterd a
sinvastatina extraida dos comprimidos.

Reagdo de hidrdlise bdsica da sinvastatina

A reagdo de hidrdlise apresentada neste trabalho foi proposta a
partir de adaptacdes as condicoes descritas por Fazio e Schneider.'
Tais adaptagdes buscaram adequar solventes e reagentes, para aqueles
comuns a rotina dos laboratdrios de ensino, particularmente da drea
quimica, das diversas universidades do pais.

Adicionar ao baldo reacional 6 mL de NaOH 2 mol L' (6 eq.)
e manter sob agitacdo constante, por 30 minutos, em temperatura
ambiente. Durante a reagao, alteragdes de coloracdo no meio poderdo
ser observadas. Estas alteracdes estdo relacionadas aos diferentes
excipientes utilizados na produ¢do do medicamento, que variam de
acordo com o fabricante, porém, ¢ valido ressaltar que tais excipien-
tes ndo afetam o resultado final deste procedimento. Com o término
da reagdo, orientar os estudantes a transferir o meio reacional bruto
para um funil de separagdo de 100 mL. Adicionar 20 mL. de CHCl, e
20 mL de HCI 5% e proceder a extracd@o. Coletar a fase organica em
um béquer de 50 mL, secar com Na,SO, anidro e filtrar o sistema.
A fase organica resultante, de colorag@o branca, conterd o produto
hidrolisado da sinvastatina, a ser utilizado na etapa de comparagio
por cromatografia em camada delgada.

Caracterizagdo do produto hidrolisado da sinvastatina

Acido (3R,58)-7-((15,25,6R,8S)-8-((2,2-dimetilbutanoil )oxi)-
-2,6-dimetil-1,2,6,7,8,8a-hexahidronaftalen-1-il)-3,5-di-hidroxihep-
tandico: sélido branco, obtido em 95% de rendimento. RMN 'H
(CDCl,, 300 MHz): 8 5.99 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 5.80-5.75 (t, IH), 5.50
(s, 1H), 5.38 (s, 1H), 4.63 (sl, 1H), 4.36 (sl, 1H), 4.12 (dd, J = 14.3,
7.1 Hz, 1H) 3.82 (s, 1H), 2.73-2.60 (m, 1H), 2.40 (dd, J=13.9, 7.4
Hz, 2H), 2.26 (d, /= 9.4 Hz, 1H), 2.04-1.83 (m, 4H), 1.71-1.42 (m,
6H), 1.29 (dt, J=14.2, 6.3 Hz, 3H), 1.10 (dd, J = 12.5, 4.6 Hz, 9H),
0.90-0.81 (m, 6H). RMN C (CDCl,;, 75 MHz): & 178.12, 170.73,
132.88, 131.49, 129.66, 128.36, 126.35, 68.12, 62.51, 43.02, 38.55,
37.53,36.62, 36.10, 32.96, 30.62, 28.98, 27.24, 24.73, 24.26, 23.03,
13.84, 9.27. HRMS m/z calculado para C,;H,,0, — H*: 435,2752.
Encontrado: 435,2753. IV (cm™): 3414, 2966, 2359, 1713, 1576.

Os espectros de RMN e demais dados de caracterizagdo estdo
disponiveis no material suplementar.

Comparacio de lipofilicidade por analise dos Rf obtidos por
cromatografia em camada delgada

Na aula pratica, os alunos sdo orientados a aplicar o produto
hidrolisado e a sinvastatina, em cromatofolhas de aluminio fluores-
cente (GF,s,), de 4 cm de altura e distancia de eluig¢do igual a 3 cm.
As placas sdo eluidas em hexano/acetato de etila (1:2), com 2,0% de
acido acético. O cardter mais polar do produto hidrolisado é refletido
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na sua maior reten¢io na placa, em comparacao a sinvastatina. Assim,
com revelaciio em luz ultravioleta a 254 nm, ¢ possivel observar a
mudanga do perfil fisico-quimico obtido pela hidrélise da lactona
da sinvastatina, correlacionando tal alteragdo com as possiveis
implica¢des da administracdio oral deste “metabdlito”, no lugar da
estrutura latente. Orientar os estudantes a calcularem os Rf de cada
substancia. Neste trabalho, os valores qualitativos de Rf encontrados
para a sinvastatina e para o produto hidrolisado foram iguais a 0,47
e 0,33, respectivamente.

A adi¢@o de 4cido acético ao sistema eluente tem o intuito de
evitar a ionizacdo do produto hidrolisado, o que poderia causar seu
arraste (cauda) pela placa cromatografica. Assim, a fase moével aci-
dificada garante a perfeita eluicdo de ambas as espécies.

Determinacao do coeficiente de particao calculado (ClogP) da
sinvastatina e do produto hidrolisado

Ao finalizar a execucdo do experimento quimico-laboratorial,
os alunos sdo conduzidos ao laboratério de informdtica e orien-
tados a acessar via internet (on line) o site do programa gratuito
MarvinSketch!'® (www.chemaxon.com/marvin/sketch/index.php)
para calcular o ClogP da sinvastatina e do produto hidrolisado. Esta
etapa da aula também pode ser realizada em tablets, smartphones ou
laptops, o que facilita sua aplicagdo. O método detalhado para a reali-
zacdo do célculo de ClogP pelo programa MarvinSketch encontra-se
amplamente descrito no material suplemetar deste manuscrito.

Os estudantes, apds realizarem os célculos de ClogP no pro-
grama MarvinSketch, observam a janela de resultados (Figura 2)
e sdo orientados a anotd-los, sendo os valores 4,46 e 3,79, para a
sinvastatina e para o produto hidrolisado (na forma nao-ionizada),
respectivamente. Posteriormente, esses valores serdo utilizados para
andlise e comparacio dos resultados. Faz-se necessdrio ressaltar que
o coeficiente de particio calculado (ClogP) consiste em um descritor
fisico-quimico capaz de avaliar a lipofilicidade relativa de compostos
organicos porém, ndo € capaz de prever sua parti¢ao hidro/lipofilica
considerando as influéncias exercidas pelo pH do meio em que se
encontra. Portanto, ainda que este descritor seja totalmente correla-
ciondvel com os resultados obtidos durante esta aula pratica, o mesmo
deve ser encarado com prudéncia, uma vez que ndo traduz os eventos
fisiolégicos associados ao produto hidrolisado da sinvastatina que, por
ser uma espécie dcida, em pH = 7,4 encontra-se totalmente ionizado,
fato que altera significativamente sua parti¢do hidro/lipofilica.

O material suplementar deste manuscrito apresenta o método
de determingdo do ClogP pelo programa MarvinSketch, porém, é
possivel realizar este cdlculo em outros programas gratuitos dispo-
niveis on line, como o Molinspiration (Wwww.molinspiration.com) e o
OSIRIS Property Explorer (www.organic-chemistry.org/prog/peo/).
Com isso, o docente que aplicar esta metodologia, poderd empregar
o programa computacional de sua preferéncia.

Analise e comparacio dos resultados

Uma vez que a fase farmacéutica de agdo de formacos consiste
na desintegracdo da forma farmacéutica (quando sélida), seguida da
solubilizacdo do principio ativo, e que a absorg¢do € a primeira etapa
da fase farmacocinética, € possivel tracar um paralelo desses eventos
biol6gicos com cada etapa realizada em aula.

O fato dos estudantes triturarem os comprimidos, solubilizarem
em solvente adequado e realizarem extragao organica alterando o pH
(de bdsico para 4cido), simula, de forma didatica, a mesma sequéncia
de eventos que ocorre no organismo. A trituracdo dos comprimidos
pode ser comparada a desintegragdo da forma farmacéutica. A solu-
bilizagdo em solvente, mimetiza a dissolu¢@o do farmaco no fluido
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Figura 2. Janela de resultados do cdlculo de ClogP. Indicados no interior dos retdngulos brancos (canto esquerdo superior) estdo os valores de ClogP absoluto

da sinvastatina e do hidrolisado. A direita é representado o mapa de hidrofobicidade de cada estrutura. A esquerda estdo apresentados os valores calculados

das constantes de hidrofobicidade (w) de cada dtomo que compde cada uma das moléculas

gastrintestinal e sua separacdo dos excipientes da formulagdo.

Posteriormente, na etapa de extragdo do produto hidrolisado (de
natureza dcida), o composto encontra-se ionizado no meio (devido a
presenca de NaOH no meio reacional), o que mostra aos estudantes
que compostos ionizados possuem elevada afinidade por dgua e
baixa afinidade pela fase organica, ndo sendo capazes de permear
membranas bioldgicas. Esta situacdo ilustra o fato de que farmacos,
para possuirem boa permeagdo em membranas bioldgicas, necessitam
estar em suas formas moleculares, as quais possuem maior afinidade
pela natureza lipofilica das membranas.

Neste sentido, a posterior acidifica¢do da fase aquosa (com HCl
5%) promove a restituicao da forma molecular do farmaco, que possui
alta afinidade pela fase organica utilizada no procedimento (CHCL,).
Este fato pode ser correlacionado a afinidade da forma molecular
de farmacos por membranas bioldgicas, e assim, a passagem do
compartimento gastrintestinal para a circulacdo pré-sistémica, fend-
meno conhecido como absorgdo. E vilido ressaltar que conduzir os
estudantes a elaboracio deste raciocinio durante o periodo de aula
contribui significativamente para o maior entendimento de tépicos
correlatos aos abordados nesta pratica.

O processo de bioativagdo da sinvastatina € extremamente relevante
para sua agdo farmacoldgica e, dessa forma, esta substancia pode ser
classificada como um pré-farmaco, ou seja, substancia que necessita
de ativagdo enddgena para exercer seus efeitos terapéuticos. E sabido
que para ser bioativada, a sinvastatina deve sofrer hidrélise enzimatica,
provocando assim, a abertura de seu anel lactonico, expondo o grupo

3,5-di-hidroxi-heptacarboxilico, farmacéforo da classe.

Nesta proposta de aula prdtica, a hidrélise quimica foi utilizada
para mimetizar o processo de biotranformacao (hidrdlise enzimdtica)
que ocorre in vivo e que gera metabdlito com propriedade fisico-
-quimica diferenciada do pré-farmaco precursor. Forma bastante
prética de se caracterizar a substincia obtida € correlacionar suas
propriedades fisico-quimicas através da realizaciio da cromatografia
em camada delgada comparativa com as propriedades apresentadas
por seu antecessor, a sinvastatina.

A utilizagdo de um solvente de média polaridade para a fase
moével permite a eluicdo de ambas as substdncias. Porém, a subs-
tancia de maior polaridade fica mais retida na fase estaciondria,
que também possui caracteristicas polares. Dessa forma, como a
sinvastatina apresentou um Rf superior ao do seu metabdlito (0,47
e 0,33, respectivamente), isto expressa maior lipofilicidade para
o pré-farmaco. Este fato € relevante, pois para ser absorvido de
maneira satisfatéria, o formaco necessitaria de certo grau de lipofi-
licidade. Ao realizar os calculos computacionais para determinacio
do coeficiente de particdo (CLogP), o estudante € capaz de observar
que os resultados demonstram e corroboram aqueles obtidos pela
cromatografia experimental. Utilizando o programa MarvinScketch
5.3.8, foram obtidos os valores de ClogP de 4,46 para o pré-farmaco
e de 3,79 para o metabdlito ativo. Estes resultados mostram aos
alunos que a sinvastatina € mais lipofilica que o seu metabdlito
ativo e que alteragdes de propriedades hidro/lipofilicas ocorrem
em reacdes de metabolismo (Figura 3).
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Figura 3. Interpretagdo dos resultados da aula prdtica. Correlagdo dos valores
de ClogP da sinvastatina e do produto hidrolisado, com os respectivos fatores
de reten¢do. Nota-se a maior elui¢cdo da molécula mais lipofilica, neste caso,
o0 pro-fdarmaco sinvastatina

CONCLUSOES

A aplicagdo desta atividade pratica mostra-se uma estratégia
capaz de atingir os estudantes de forma bastante eficiente no ambito
da compreensdo dos eventos associados, especialmente, a biotrans-
formacdo de farmacos. A possibilidade de correlacionar atividades
préticas de quimica organica, com técnicas quimico-computacionais,
permite que os alunos vivenciem os conceitos tedricos de forma mul-
tidisciplinar. Neste sentido, este trabalho buscou associar o emprego
de uma estratégia lidica de ensino ao baixo valor agregado, para
tornar vidvel sua aplica¢@o nos mais variados cursos de Farmdcia e
areas afins das universidades brasileiras.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O passo-a-passo para o cdlculo de logP pelo programa
MarvinSketch, bem como os espectros de RMN 'H, '*C, IV, HRMS

Quim. Nova

e demais andlises de caracteriza¢do do produto hidrolisado, estdo
disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo
PDF, e possuem acesso livre.
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