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RESUMO

As doencas cardiovasculares sdo extensamente estudadas devido aos seus riscos e prevaléncia
mundial. Sendo assim, a pesquisa por novos tratamentos € um processo continuo e as substancias
isoladas de plantas sdo uma fonte promissora de farmacos. Atualmente, analises de modelagem
molecular sédo realizadas para compreender a relagdo entre estrutura-funcédo de um alvo farma-
cologico e suas interagdes proteina-ligante, e assim o mecanismo exato da agao farmacoldgica.
Diante disso, este trabalho visou comparar o bloqueio do canal de calcio dependente de voltagem
promovido por verapamil e nifedipina com analises de modelagem molecular. Os experimentos
de docking molecular foram realizados usando o portal DockThor e analises com o programa Chi-
mera. As energias de afinidade foram comparadas utilizando o programa GraphPad Prism, com
o teste “t”, em que valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Os resultados mostram
que o verapamil teve uma afinidade maior do que a de nifedipina (p < 0,0001). As simulagdes de
configurag&o no canal foram diferentes, cada uma bloqueando o seu poro, o que impede o influxo
de calcio na célula. Estes dados ser&o uteis para comparar a prospecgado de novas drogas que
bloqueiam o canal de calcio.

Palavras-chave: Agentes anti-hipertensivos; bloqueador de canal de calcio; modelagem molecu-
lar.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases are extensively studied due to their risks and global prevalence. Thus,
searching for new treatments is an ongoing process, and plant-derived compounds are a promising
source of drugs. Nowadays, molecular modeling analyses are conducted to understand the struc-
ture-function relationship of a pharmacological target and its protein-ligand interactions (i.e., the
exact mechanism of pharmacological action). This study aimed to compare the voltage-dependent
calcium channel (CaV) blockade promoted by verapamil and nifedipine using molecular modeling
analyses. Tests and analyses were performed using the Dockthor and Chimera programs, respec-
tively. The t-test was used to compare the affinity energies. Data analysis occurred in the Graph-
Pad Prism software; statistical significance was set at p < 0.05. Verapamil had a higher affinity
than nifedipine (p < 0.0001). Although the drugs presented different binding sites, they successfully
blocked the CaV and prevented the calcium influx into the cell. These findings could be useful for
the prospect of new drugs that block CaV.
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INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sao extensamen-
te estudadas devido aos seus riscos e preva-
Iéncia mundial. No Brasil, s&o a principal causa
de morte, embora estejam diminuindo.” Desta
forma, a pesquisa por novos tratamentos € um
processo continuo e as substancias isoladas
de plantas sdo uma promissora fonte de farma-
cos.?

Atualmente, analises de modelagem molecular
sao realizadas para compreender a relagao en-
tre estrutura e fungdo de um alvo farmacolégi-
co e suas interagbes proteina-ligante.®® Estas
analises trazem nao somente a informacao da
dindmica estrutural das moléculas teste, como
também a energia do sitio de ligagao entre a
proteina e o produto teste, fundamentais para
caracterizar mecanismo de acao de drogas.’

No controle da pressao arterial, a subunidade
alfa-1C dos canais-Ca?* do tipo L (CaV1.2) é
a principal via de entrada de Ca?* e sua ativa-
cao leva a entrada deste na matriz extracelular
e aumenta a concentracdo de calcio citoplas-
matica, resultando em vasoconstricdo.®'® No
tratamento da hipertensao clinica, alguns blo-
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queadores de CaV sao usados."'® Estes séo
classificados em dois tipos basicos: os di-hi-
dropiridinicos e os nao di-hidropiridinicos. Os
dihidropiridinicos (anlodipina, nifedipina e felo-
dipino) exercem efeito vasodilatador predomi-
nante, com minima interferéncia na frequéncia
cardiaca e na fungao sistdlica, justificando seu
uso como medicamentos anti-hipertensivos.
Os nao di-hidropiridinicos, como as difenilal-
quilaminas (verapamil) e as benzotiazepinas
(diltiazem), tém menor impacto vasodilatador e
agem na musculatura e no sistema de condu-
¢ao cardiacos. Por isso, reduzem a frequéncia
cardiaca, exercem efeitos antiarritmicos e po-
dem deprimir a fungao sistdlica.’ Assim, este
trabalho objetivou comparar o bloqueio do CaV
promovido por verapamil e nifedipina através
de analise de modelagem molecular.

MATERIAL E METODOS

Tratou-se de uma pesquisa quantitativa e ex-
perimental. Foram utilizados verapamil (CID
2520, Figura 1A) e nifedipina (CID 4485, Figura
1B) obtidos do banco de dados PubChem." A
estrutura homdloga do CaV (ID 4MS2) foi ob-
tida do repositorio publico Protein Data Bank
(Figura 1C).
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Figura 1. Estrutura molecular do verapamil (A, C,,H,,N,O,),
da nifedipina (B, C,,H,,N,O,) e da proteica 3D do CaV (C).
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Os experimentos de modelagem molecular fo-
ram realizados por meio de pesquisa no portal
online DockThor."® Ja os resultados das simu-
lagdes das substancias foram estabelecidos
em ordem de maior afinidade com a proteina, o
CaV. As trés melhores configuragdes das subs-
tdncias com maior afinidade no alvo foram es-
colhidas para analises mais aprofundadas e os
posicionamentos apresentados pelo programa
Chimera (verséo 1.14).

As energias de afinidade foram analisa-
das pelo programa GraphPad Prism, utilizando
o teste “t” para comparar os resultados de ve-
rapamil e da nifedipina, em que valores de p <

0,05 foram considerados significantes.
RESULTADOS

Foram realizados 1.000.000 posicionamentos
para os farmacos (verapamil e nifedipina) no
CaV. Destes, os trés melhores estao represen-
tados na Tabela 1 pelas energias de ligagao
dos compostos no canal idnico. Quanto menor
a energia, mais estavel a molécula, devido as
ligagbes quimicas (hidrofébicas e eletrostati-
cas) estabelecidas. Nota-se que o verapamil
apresentou afinidade significativamente maior
do que a nifedipina.

Tabela 1. Afinidades de ligagdo dos farmacos no canal CaV.

Afinidade (kcal/mol)

S meédia + e.p.m
verapamil -9.696 + 0,08*
nifedipina - 8.031 £ 0.009

Kcal/mol: quilocaloria por mol; EPM: erro padrdo da média; *p < 0,0001
(verapamil vs. nifedipina), teste t

A anadlise da configuragdo dos farmacos na
estrutura 3D do CaV revelou posicionamentos
proximos na regiao do poro do canal, mas em
sitios distintos da ligagao do verapamil e da ni-
fedipina (Figura 2) aos residuos de aminoaci-

dos. Percebe-se a localizacido das substancias
obstruindo o poro do canal, o que leva ao blo-
queio do influxo dos ions calcio para o interior
das células.

Figura 2. Posicionamento do verapamil (vermelho) e da nifedipina (verde) na estrutura 3D
do canal CaV (azul). A: estrutura proteica quaternaria; B: estrutura proteica hidrofébica.
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DISCUSSAO

Os canais de calcio dependentes de voltagem
possuem uma grande subunidade que forma o
poro, denominada a1, composta por quatro do-
minios homologos, cada um com seis segmen-
tos transmembranares e uma al¢a que forma o
poro'’, como ilustrado na Figura 1C.

Os bloqueadores de CaV do tipo fenilalquila-
mina, como o verapamil (Figura 1A), sao utili-
zados no tratamento de arritmias atriais, assim
como os benzotiazepinos, por exemplo, diltia-
zem.'8

Houve diferentes afinidades apresentadas por
verapamil e nifedipina (Tabela 1), respectiva-
mente, o primeiro apresentou maior afinidade.
Isto pode ser resultado do verapamil ter uma
cadeia carbdnica mais longa, o que facilita mais
interacbes com os residuos de aminoacidos
que formam o poro do canal, do que a nifedipi-
na, que possui uma cadeia menor. As fenilalqui-
laminas tém dois anéis aromaticos ligados por
uma cadeia alifatica central, contendo um grupo
amino terciario que sao capazes de entrar na
abertura externa do poro através da comporta
de ativacéo aberta e se ligar a um sitio receptor
especifico em uma forma protonada carregada
positivamente.®®

Ja as diidropiridinas, como a nifedipina (Figu-
ra 1B), interagem com os seguimentos S6 nos
dominios Ill e IV, o que leva a uma proposta
de modelo interface-dominio para ligagao e
acao do farmaco.'”?° Qutro estudo de modela-
gem molecular sugere que esses residuos de
aminoacidos estao na face do lumen do poro e
cooperam para constituir o sitio de ligagao do
farmaco.?'

Outros bloqueadores diidropiridinicos de CaV,
como nimodipina, benidipina e amlodipina ja
foram avaliados sobre a orientagédo no bloqueio
dos canais de calcio do tipo-L (CaV1.2).%2 Re-
sultados semelhantes a nifedipina (Figura 2)
foram obtidos por uncarilane A, um alcaloide
isolado de Uncaria rhynchophylla, planta uti-
lizada pela medicina tradicional chinesa. Por
simulagao molecular, o alcaloide inibiu o CaV,
permitindo a inibi¢ao do influxo de calcio.?

Os achados deste estudo quanto ao bloqueio
do CaV exercido pelo verapamil e nifedipina
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por modelagem molecular como bloqueadores
padrao, em especial, de uso na clinica cardio-
vascular, servirdo para comparagcao com novas
moléculas com potencial efeito em bloquear
este canal.

CONCLUSAO

Conclui-se que a nifedipina e o verapamil blo-
queiam o CaV por diferentes interagdes den-
tro do canal, sendo que o verapamil tem uma
maior afinidade. Estes dados serdo uteis para
comparar a prospecc¢ao de novas drogas que
possam bloquear o CaV.
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