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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Avaliação in silico da interação entre o receptor GABAA e 

metalocompostos derivados de benzodiazepínicos 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS 

Ronald Sodre Martins 

O receptor do ácido γ-aminobutírico do tipo A (GABAA) é o receptor de ação 

rápida mais amplamente distribuído no sistema nervoso central (SNC) dos 

mamíferos. Os receptores GABAA são canais iônicos pentaméricos 

transmembranares e apresentam alta heterogeneidadede entre suas 

subunidades. Quando estes receptores são ativados pelo neurotransmissor 

GABA, permitem a passagem de íons cloreto para dentro dos neurônios, 

resultando em uma hiperpolarização destas células, as tornando menos reativas 

a neurotransmissores excitatórios. Os receptores GABAA são alvos de vários 

grupos farmacológicos com propriedades anestésicas e sedativas. A ativação 

destes receptores pode ser modulada por diferentes grupos de compostos, 

incluindo os benzodiazepínicos (BZDs), que se tornaram o grupo farmacológico 

prescrito mais consumido no mundo, sendo indicados no tratamento de 

ansiedade, insônia, relaxamento muscular e epilepsia. Apesar de serem 

indicados no tratamento em diversas manifestações clínicas, podem apresentar 

efeitos adversos, como comprometimento da memória, síndrome de 

descontinuação, além da sua ineficiência no tratamento em alguns casos de 

epilepsia. Nesse contexto, é importante identificar e desenvolver novos 

compostos que apresentem as mesmas características e eficiência dos BZDs 

clássicos, porém minimizando seus efeitos adversos. Uma abordagem 

interessante é a síntese de compostos de coordenação, a partir da associação 

entre compostos orgânicos com elementos metálicos a partir dos BZDs 

clássicos, como o diazepam. Neste trabalho, foi analisada a interação do 

receptor GABAA com cinco compostos de coordenação derivados do diazepam 

com íon paládio ([(DZP)PdOAcPPh3], [(DZP)PdClPPh3], [(DZP)PdClPy], 

([(DZP)PdCl]2 e  [(DZP)PdOAc]2) em um modelo heteropentamérico da principal 

combinação de isoformas do receptor GABAA (α1β2γ2) construído pela técnica de 
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modelagem comparativa. Com o intuito de predizer a pose dos ligantes, foram 

realizadas simulações de docking molecular entre os compostos de coordenação 

e o diazepam com o receptor GABAA, utilizando o software AutoDock. Nossos 

resultados indicam que os compostos de coordenação apresentaram energia 

livre de ligação estimada mais baixa que o ligante diazepam, com destaque para 

o composto o [(DZP)PdOAc]2. Foram identificados quatro resíduos que 

aparentemente contribuem para a interação proteína-ligante: His101(α1), 

Ser204(α1), Tyr58(γ2) e Phe77(γ2). O metal paládio incluso nos compostos de 

coordenação apresentou um papel de estabilidade estrutural, conferindo um 

maior número de interações com o receptor GABAA no sítio dos 

benzodiazepínicos.   
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Evaluation of the interaction between GABAA receptor and 

organometallics derived from benzodiazepines in silico 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL BIOLOGY AND SYSTEMS  

 

Ronald Sodre Martins 

The γ-Aminobutyric acid type A receptor (GABAA) is the most distributed rapid-

action receptor in the central nervous system (CNS). GABAA receptors are 

transmembrane pentameric ion channels and show high heterogeneity of their 

subunits. When the neurotransmitter GABA activates theses receptors, they 

allow the chloride ions passage into neurons, resulting in hyperpolarization of 

these cells, resulting in a cell hyperpolarization, making them less reactive to 

excitatory neurotransmitters. GABAA receptors are the target of various 

pharmacological groups with anaesthetic and sedative properties. The activation 

of these receptors can be modulated by different groups of compounds, including 

benzodiazepines (BZD), which have become the most widely used and 

prescribed pharmacological group worldwide and are prescribed for the anxiety, 

insomnia, muscle relaxation and epilepsy treatment. Although they are indicated 

for the treatment of several clinical manifestations, they may have adverse 

effects, such as memory impairment, discontinuation syndrome, and inefficiency 

in some cases of epilepsy treatment as well. In this context, it is imperative to 

identify and develop new compounds presenting the same classic BZD 

characteristics and efficiency but reducing their adverse effects. An interesting 

approach is the synthesis of metallocompound from the association between 

metallic elements and an organic compound, such as diazepam. In this work, the 

GABAA receptor interaction between five metallocompounds derived from 

diazepam including palladium ion ([(DZP)PdOAcPPh3], [(DZP)PdClPPh3], 

[(DZP)PdClPy], ([(DZP)PdCl]2 and  [(DZP)PdOAc]2) and a heteropentameric 

model of GABAA receptor main combination isoforms (α1β2γ2) built using the 

comparative modeling technique was studied. In order to predict the ligands 

conformation, molecular docking simulations were performed between the 

diazepam-derived organometallics and the GABAA receptor model, using 

AutoDock software. Our results indicate that the organometallics showed lower 
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free binding energy than diazepam ligand, with emphasis on the [(DZP)PdOAc]2 

compound. Four residues were identified that appear to contribute to the protein-

ligand interaction: His101(α1), Ser204(α1), Tyr58(γ2) and Phe77(γ2).The 

palladium metal included in the organometallics presented a role of structural 

stability, providing a greater number of interactions with the GABAA receptor at 

the benzodiazepine site. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Epilepsia  

A epilepsia é uma das principais desordens neurológicas, com ampla 

distribuição, chegando a afetar cerca de 65 milhões de pessoas em todo mundo 

1,2. Essa desordem acarreta uma grande carga de discriminação, por motivos de 

má compreensão e estigma por parte da sociedade; além de estar fortemente 

associada com uma doença crônica de difícil previsão, o que pode causar perda 

de autonomia dos pacientes 2,3.  

Segundo a classificação mais atual, a epilepsia é caracterizada por 

alterações crônicas e recorrentes na função das áreas corticais e subcorticais 

envolvidas. Portanto, grande número de episódios epilépticos são manifestados 

por alterações sensitivas, emocionais ou cognitivas 4.    

A epilepsia é recorrentemente relacionada com quadros crônicos e 

imprevisíveis de convulsões. As convulsões são mudanças breves de mudança 

no comportamento, acreditando-se que são consequências de uma ação 

anormal da população de neurônios do córtex cerebral 5,6. O evento mais 

dramático de alguns quadros de epilepsia é a crise epiléptica 7. Uma crise 

epiléptica é resultado de uma passageira sincronização anormal de neurônios, o 

que causa uma perturbação na comunicação neuronal. Esta perturbação pode 

produzir vários sintomas e sinais, dependendo da sua origem e nas suas próprias 

conexões neuronais. É presumido que a origem das convulsões epilépticas é 

originada em sua maioria pelo aumento da excitação ou redução da inibição da 

comunicação entre dois neurônios, geralmente associados com o desbalanço de 

neurotransmissores 2.  

Os distúrbios convulsivos e síndromes epilépticas foram classificados em 

mais de quarenta tipos distintos, levando em consideração os sintomas e sinais 

característicos 8. Apesar do avanço no entendimento das crises epilépticas, 

ainda é necessário uma maior compreensão das suas bases celulares e dos 

fatores que afetam seu prognóstico 8,9. Atualmente, existem diversas hipóteses 

propostas para explicar a causa da epilepsia idiopática, incluindo alterações em 



 
 

20 

 

sistemas de neurotransmissores, como glutamato, glicina e o ácido gama-

aminobutírico (GABA) 10. 

 Diversos trabalhos apresentaram fortes relações da atividade do 

neurotransmissor GABA com episódios de epilepsia 11. A partir de experimentos 

genéticos em modelos animais, foram observadas evidências que dão suporte 

ao papel do GABA em quadros de epilepsia, como a redução do número de 

receptores específicos de GABA com alta afinidade por seu neurotransmissor 12. 

Também foram publicados trabalhos que observaram reduções da concentração 

de GABA e da densidade do receptor específico de GABA em tecidos de 

pacientes que sofriam crises de epilepsia 13–16. Os trabalhos citados reforçam a 

importância de compreender o mecanismo de ação do sistema do 

neurotransmissor GABA e sua relação com crises epilépticas. 

 

1.2. Ácido gama-aminobutírico (GABA) 

 

O GABA é considerado o principal neurotransmissor do cérebro de 

mamíferos e o mais comum no sistema nervoso central (SNC) 17, possuindo 

associações na regulação da ansiedade e do estresse 18–20. A atividade em 

excesso do neurotransmissor GABA pode resultar em sedação, amnésia e 

ataxia; enquanto o decréscimo desta sinalização pode desencadear excitação, 

ansiedade, inquietação, insônia e reatividade exagerada 21. 

A estrutura química do GABA é um ácido aminobutírico, composta por um 

grupamento amina na extremidade e um ácido carboxílico, cuja fórmula 

molecular é C4H9NO2 (Figura 1). 

 

Figura 1: Estrutura química do GABA (Retirado de 22). 
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Em meados da década de 1950, o GABA foi proposto como um 

neurotransmissor inibitório no SNC 23. Ainda nesta época, alguns trabalhos 

apresentaram o GABA como uma substância ativa neurofisiológica que inibe a 

transmissão na junção neuromuscular de invertebrados, mais especificamente 

em espécies de crustáceos 23,24.  

Posteriormente, os estudos foram voltados para a investigação do GABA 

como transmissor do sistema nervoso em vertebrados. Altas concentrações de 

GABA foram identificadas na substância cinzenta na medula espinal, mais 

especificamente na lâmina superficial dos cornos dorsais 25. A enzima glutamato 

descarboxilase (GAD), que é responsável pela síntese de GABA a partir de L-

glutamato, foi localizada na medula espinhal de gatos, sapos e camundongos 

26,27. Essas informações estabeleceram o papel do GABA na transmissão 

sináptica e determinando sua ação como neurotransmissor 28. 

 

1.3. Receptores GABA 

 

O neurotransmissor GABA é sintetizado nos neurônios pré-sinápticos e 

armazenado nas vesículas sinápticas 29 (Figura 2). Durante ativação neuronal, o 

GABA é liberado das vesículas (exocitose), onde pode atuar nos seus receptores 

nos próprios neurônios pré-sinápticos, ou se difundir no  meio extracelular (fenda 

sináptica) e ativar os receptores extra-sinápticos nos neurônios pós sinápticos 

30–32 (Figura 2). O GABA é capaz de interagir com duas principais classes de 

receptores: (i) receptores ionotrópicos, o qual a abertura de canais iônicos é 

causada por ação direta dos neurotransmissores; (ii) os receptores 

metabotrópicos são ativados também por ação de segundos mensageiros; estas 

características conferem aos receptores ionotrópicos maior velocidade de 

neurotransmissão, enquanto os receptores metabotrópicos possuem uma 

comunicação mais demorada 33. 
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Figura 2: Síntese e transporte de GABA. GABA é sintetizado nos neurônios pré-sinápticos a partir 

do aminoácido glutamato (Glu) e armazenado em vesículas sinápticas. Quando ocorre ativação 
neuronal, GABA são liberados das vesículas (exocitose) para a fenda sináptica e atuar em 
receptores nos neurônios pós-sinápticos. (Adaptado de 34). 

 

Dentro destas classes de receptores, encontram-se três receptores 

específicos os quais o GABA possui a capacidade de interagir: tipo A (GABAA), 

tipo B (GABAB) e tipo C (GABAC). Os receptores GABAA e GABAC pertencem ao 

grupo de receptores ionotrópicos de ação rápida; enquanto o receptor GABAB é 

um metabotrópico de ação lenta 33.  

Os ionotrópicos pertencem à superfamília Cys-loop de canais de íons 

cloreto controlados por ligantes pentaméricos (PLGICs) e são mediados pela 

rápida atividade inibitória do neurotransmissor GABA 28,35. O grupo 

metabotrópico pertence à superfamília dos receptores acoplados à proteína G e 

regulam os canais de K+ e Ca2+ que medeiam as ações inibitórias do GABA a 

longo prazo36. O receptor GABAA possui maior destaque em pesquisas clínicas, 

devido a sua íntima relação com quadros de epilepsia 37 e seu predomínio no 

SNC de mamíferos 38. 

Os receptores GABAA possuem sítios de ligação para diversos 

moduladores positivos, incluindo esteroides, etanol, barbitúricos e 
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benzodiazepínicos 39–42. Portanto, esses receptores estão envolvidos 

diretamente com a mediação desses componentes que apresentam 

propriedades anestésicas e sedativas 43.  A interação desses agentes aumenta 

a atividade inibitória do receptor GABAA no SNC 44. Os efeitos desses agentes 

em modular a sinalização do neurotransmissor GABA estão associados a 

diferentes subtipos de receptores GABAA em diversas regiões cerebrais 43; como 

exemplo, os efeitos ansiolíticos são mediados por receptores GABAA contendo 

a subunidade α2 no sistema límbico 45; enquanto os efeitos sedativos, em 

especial por compostos da classe dos benzodiazepínicos, são associados com 

os receptores GABAA com a subunidade α1 46. 

1.3.1. Receptores GABAA 

 Os receptores GABAA são predominantes no SNC em mamíferos 38. 

Estima-se que entre 20% a 50% de todas as sinapses centrais contêm 

receptores ionotrópicos do tipo GABAA 18, sendo os principais mediadores da 

transmissão sináptica inibitória rápida e mais largamente distribuída no SNC 

humano 47. 

 Estruturalmente, os receptores GABAA são formados pela combinação de 

cinco subunidades, que arranjadas em conjunto formam o canal de íon cloreto 48 

(Figura 3). Cada subunidade é composta por um largo domínio N-terminal 

extracelular, e quatro α-hélices hidrofóbicas transmembranares (M1-M4), 

seguidos por um domínio C-terminal extracelular 49,50. Quando o canal é aberto, 

todas as cinco subunidades se organizam de tal maneira que os seus segundos 

domínios transmembranares (M2) formam a luz do canal 48,49 (Figura 3).  
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Figura 3: Esquema do receptor GABAA e suas subunidades. No lado direito, está representada 

a disposição do receptor GABAA imerso em bicamada lipídica de eucarioto. Também estão 

representadas as quatro α-hélices transmembranares em cada subunidade. A seta em preto 

indica a luz do canal de íons cloreto formado pelas α-hélices M2. No lado esquerdo, está 

destacada a disposição do domínio N-terminal, as quatro α-hélices transmembranares e o 

domínio C-terminal. (Adaptado de 50). 

 

 

Até o presente, foram identificadas 19 isoformas que podem constituir os 

receptores GABAA, sendo divididas em oito classes: α (α1–α6), β (β1–β3), γ (γ1–

γ3); δ, ε, π, Ɵ e ρ (ρ1– ρ3) 33,51. A identidade entre as sequencias de aminoácidos 

dentro de cada classe varia entre 60-80%, entretanto entre diferentes classes é 

de aproximadamente 30% 48. Os genes responsáveis pela codificação destas 

proteínas são encontrados em diferentes cromossomos 50, sendo que cada 

isoforma possui um padrão único de expressão no SNC de mamíferos 28; 

portanto, é evidente que existam combinações de isoformas mais comuns. A 

combinação é de extrema importância, pois irá determinar a afinidade, 

condutância e outras propriedades dos receptores 52.  

Estudos em sistema de expressão heteróloga mostraram que a maioria 

das combinações dos receptores GABAA é heteropentamérica e são 

agrupamentos constituídos de duas cópias da subunidade α, duas cópias da 

subunidade β, e uma cópia da subunidade γ ou alguma outra, como δ ou ε 53,54. 

Informações de experimentos utilizando técnicas de imunofluorescência 

Extracelular

Intracelular

Subunidades

C-terminal

N-terminal

Cl-

Cl-



 
 

25 

 

sugerem que há uma alta expressão das subunidades α1, β1, β2, β3 e γ2 ao longo 

do cérebro 55. Além disso, é reconhecido que exista especificidade na expressão 

dos receptores de GABAA entre diferentes localizações de neurônios 32. A 

combinação das subunidades α1β2γ2 do receptor GABAA é a mais abundante em 

quase toda a região do cérebro 56, porém, vale ressaltar que as combinações 

α3β3γ2 e α2β3γ2 também são altamente prevalentes 44 (Figura 4). Combinações 

contendo a subunidade π são comumente encontradas em órgãos fora do SNC, 

como útero, próstata, timo e pulmão 57. As subunidades β3 também podem se 

agrupar de forma eficiente em canais homopentaméricos funcionais e, embora 

ainda não tenham sido identificadas como populações discretas no cérebro, 

servem como modelos importantes para os receptores heteropentaméricos 47,58.

  

 

 

Figura 4: As principais combinações de isoformas das subunidades do receptor GABAA 
(Adaptado de 44,59. 

 

1.3.1.1 Sítios de ligação do GABAA 

 

A ativação do receptor GABAA pelo neurotransmissor GABA permite a 

passagem de íons cloreto para o interior da célula, o que resulta em uma 
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hiperpolarização dos neurônios, tornando as células menos reativas a 

neurotransmissores excitatórios 18,60.  

Os primeiros relatos sobre a afinidade do GABA com o receptor GABAA, 

indicaram uma grande discrepância entre diferentes receptores, sendo 

detectados sítios de ligação com alta e baixa afinidades 61,62.  Um receptor 

GABAA pode possuir até cinco sítios de ligação de GABA, porém sua afinidade 

reduz conforme os sítios vão sendo ocupados, por questões de alosteria 50. Na 

combinação mais comum de subunidades no SNC de mamíferos (α1β2γ2), os 

sítios de ligação que apresentam maior afinidade com o neurotransmissor GABA 

estão localizados entre as isoformas α e β, na porção extracelular 63 (Figura 5).  

 

Figura 5: Esquema da combinação heteropentamérica mais comum do receptor GABAA. Os sítios 
dos GABA estão localizados entre as subunidades α e β. Em destaque, o sítio de ligação dos 
benzodiazepínicos entre as subunidades α e γ (adaptado de 32). 

 

 Diversos estudos analisaram a contribuição da diferença das subunidades 

dos receptores GABAA no efeito da afinidade dos benzodiazepínicos 32,64–66. 

Dentre os diversos sítios de ligação, os sítios que contêm uma Histidina na 
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posição 101 (His101), ou posição equivalente, apresentaram alta afinidade por 

essa classe de fármacos. Este fenômeno foi observado nos sítios nas 

subunidades α1, α2, α3 e α5. Estes sítios são conhecidos como sítio de ligação 

dos benzodiazepínicos. Em posições equivalentes à His101 da subunidade α1, 

resíduos de Arginina conferem baixa afinidade de ligação aos 

benzodiazepínicos; isso foi observado nos sítios das subunidades α4 e α6 

32,63,67,68. Na combinação de subunidades mais comum do receptor GABAA 

(α1β2γ2), a localização do sítio de ligação dos benzodiazepínicos é distinta da 

localização do sítio de ligação do neurotransmissor GABA; ambos estão na 

porção extracelular, porém enquanto o sítio do GABA está localizado entre as 

subunidades α1 e β2, o sítio de ligação específico dos benzodiazepínicos 

encontra-se entre as subunidades α1 e γ2  21. 

 Apesar dos avanços para compreender a interação entre os 

benzodiazepínicos e o receptor GABAA, a primeira estrutura tridimensional deste 

receptor só foi determinada experimentalmente em 2015 47. Anterior a este 

evento, a fim de obter informações estruturais, diversos autores utilizaram 

proteínas relacionadas nas suas análises 69–73.  A proteína ligada à acetilcolina 

(AChBP) foi o primeiro molde utilizado para modelar a região extracelular 74. A 

disponibilidade da estrutura heteromultímero de receptores acetilcolina 

nicotínicos (nAChRs) obtida utilizando microscopia eletrônica, ajudou a 

compreender os PLGICs pois assim como o receptor GABAA, essas proteínas 

também fazem parte desta família 75,76. Posteriormente, as estruturas 

cristalográficas de dois homólogos bacterianos, um canal iônico controlado por 

ligantes de Erwinia chrysanthemi (ELIC) 77 e um canal iônico controlado por 

ligantes de Gloeobacter violaceous (GLIC) 78, assim como a primeira estrutura 

de um receptor Cys-loop aniônico seletivo, o α homopentâmero de canal de 

cloreto controlado por glutamato (GluClα) obtido de Caenorhabditis elegans  79, 

forneceram informações sobre potenciais mecanismos de interação com 

ortostéricos e moduladores alostéricos 79,80. Entretanto, a baixa identidade de 

sequência, sendo inferior a 20%, dos diferentes membros da superfamília 

PLGICs apresentam considerada variabilidade na interface e na estrutura dos 

seus sítios de ligação 47.  Portanto, esses modelos isoladamente não são 

capazes de explicar adequadamente fenômenos como a ligação e modulação 
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da interação com os ligantes, mecanismos de abertura do canal, ou até mesmo 

numerosas mutações humanas relacionadas com quadros de epilepsia 47.  

Como dito anteriormente, a primeira estrutura cristalográfica do receptor 

GABAA (PDB ID: 4COF) foi publicada em 2015 (Figura 6) 47. Essa estrutura é um 

β3 homopentâmero em um estado fechado dessensibilizado. A obtenção desse 

modelo foi feita usando a técnica de difração de raio-x com resolução de 2,97Å. 

Essa estrutura é de grande importância, pois fornece informações a respeito da 

sua estrutura e funcionalidade, assim como providencia um molde para a 

construção de modelos heteropentaméricos do receptor GABAA, 

consequentemente auxiliando em estudos para análises de ligação de 

compostos biologicamente ativos 47,81. 

 

Figura 6: Representação da estrutura cristalográfica do receptor GABAA β3 homopentâmero 
(PDB ID: 4COF). Foi utilizado o programa PyMol 82. Cada cor representa uma das subunidades. 



 
 

29 

 

 Como já comentado, em termos fisiológicos, o neurotransmissor GABA se 

liga com alta afinidade entre as subunidades β e α, e os benzodiazepínicos se 

ligam com alta afinidade entre as subunidades α e γ 35,83. Portanto, as estruturas 

dos membros da superfamília PLGICs e o modelo β3 homopentamérico não 

reportam informações estruturais sobre os receptores GABAA 

heteropentaméricos e suas características quanto à interação com esses 

ligantes e seus mecanismos.  

Em 2018, foram publicados os primeiros modelos heteropentaméricos 

humano do receptor GABAA, por microscopia crio-eletrônica, com resoluções 

aproximadas de 3,9 Å 84. Foram reportadas duas estruturas da principal 

combinação (α1β2γ2) de GABAA em conformações aberta ou fechada (PDB ID: 

6D6U e 6D6T). Recentemente, foram publicados outros modelos 

heteropentaméricos do receptor GABAA, por microscopia crio-eletrônica 85–88. A 

estrutura com a combinação α1β1γ2 (PDB ID: 6DW0) possui resolução de 3,8 Å 

sendo oriunda de Rattus norvegicus. A estrutura heteropentamérica α5β3 

humana (PDB ID: 6A96) possui uma subunidade α5 e quatro subunidades β3, 

com resolução de 3,5 Å 87. A estrutura  α1β3γ2 humana (PDB ID: 6I53) foi 

depositada no banco de dados PDB com resolução 3,2 Å 86. Foram depositados 

no PDB cinco complexos com a estrutura heteropentamérica α1β3γ2 humana 

(PDB ID: 6HUG, 6HUJ, 6HUK, 6HUO e 6HUP) com resoluções 3,1Å; 3,04Å; 

3,69Å; 3,26Å e 3,58Å, respectivamente 85. 

Estas estruturas auxiliam e fornecem informações sobre os 

posicionamentos atômicos dos resíduos que participam no reconhecimento e 

modulação do GABA e de outros ligantes, como os BZDs, pelo receptor GABAA; 

além de esclarecer algumas características quanto suas estruturas e auxiliam 

nas abordagens racionais para direcionamento terapêutico deste receptor para 

distúrbios neurológicos e doenças mentais 84.  

 

1.4. Benzodiazepínicos 

 Em meados da década de 1960, foi lançado comercialmente o composto 

pioneiro dos benzodiazepínicos (BZDs), o clordiazepóxido 89. Devido à sua baixa 

aderência comercial, ocorreu a síntese de diversos derivados a partir de 
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modificações estruturais (Figura 7). Desde então, houve novas descobertas de 

compostos desta classe, incluindo os de ação rápida (ex: midazolam), ação 

prolongada (ex: lorazepam) e ação intermediária (ex: diazepam) 43. Estima-se 

que os BZDs são a classe de fármacos mais utilizados e prescritos em todo 

mundo 89–92. Vale destacar que todos os BZDs possuem um anel 1-4 

benzodiazepina, formado pela fusão de um anel benzeno com um diazepínico, 

o que confere a característica química principal desta classe. 

 

Figura 7: Estruturas bidimensionais de alguns BZDs conhecidos: A) Alprazolam (Xanax), B) 
Clonazepam (Klonopin), C) Lorazepam (Ativan), D) Diazepam (Valium®). Construídos no 
programa MarvinSketch v 17.15 93. 

 

 A popularidade dos BZDs é atribuída à sua eficácia e às suas múltiplas 

indicações clínicas, tais como tratamento de pacientes com quadros de 

ansiedade, insônia, com o objetivo de relaxamento muscular e alívio de 

espasticidades 94. A prescrição de BZDs no tratamento de pacientes que 

apresentam casos de epilepsia é comum e de extrema relevância 95. Além disso, 
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devido às suas propriedades de amnésia e ansiolítica, os BZDs também são 

largamente prescritos em situações intraoperatórias 96. 

 A interação dos BZDs com o sítio de ligação específico dos receptores 

GABAA não afeta diretamente a abertura do canal de íon cloreto 97. Essa classe 

de fármacos modula alostericamente a capacidade do receptor GABAA de 

realizar esta função, amplificando os efeitos deste e aumenta a afinidade de 

ligação do neurotransmissor GABA com o seu sítio de ligação, facilitando a 

neurotransmissão, e consequentemente,  permanecendo o canal de cloro aberto 

por mais tempo 18,47. O aumento do fluxo de cloro direciona a uma 

hiperpolarização dos neurônios pós-sinápticos, e reduzindo a taxa de sinapse 

neuronal 97.   

Em estudos envolvendo técnicas de knockout em modelos animais, foram 

observados diferentes efeitos dos BZDs sob influência da combinação de 

receptores GABAA 67. A interação de alguns BZDs com os receptores GABAA 

contendo a subunidade α2 apresentam propriedades ansiolíticas; com a 

subunidade α3 apresentam características miorrelaxantes; com a subunidade α5 

apresentam propriedade amnésia. Já alguns BZDs ao interagirem com GABAA 

que possuem a subunidade α1 produzem efeitos de amnésia, sedação e 

anticonvulsivantes, como no caso particular do diazepam 62,67,98. 

 

1.4.1 Diazepam 

 

O diazepam (Valium®) (Figura 7D) é um BZD não seletivo largamente 

prescrito e utilizado como agente ansiolítico desde sua introdução ao mercado 

na década de 1960 62,96. Sua estrutura química possui um átomo de cloro 

associado ao seu anel benzeno (Figura 7D). O Diazepam possui a capacidade 

de interagir com as combinações de receptores GABAA que possuem as 

subunidades α1, α2, α3 e α5. O diazepam é comumente prescrito e  eficaz para 

tratamento da ansiedade e em situações de sedação, como ansiolíticos e 

miorrelaxantes, e principalmente no tratamento de pacientes com quadro de 

convulsão 99,100.  
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 O diazepam possui características que o diferenciam de outros BZDs; sua 

metabolização no fígado pelos citocromos CYP3A e CYP2C19, produzem 

metabólitos ativos, como o oxazepam, temazepam e desmetildiazepam, dos 

quais cada um exerce sua própria ação 96. Estes metabólitos e suas ações são 

responsáveis pelo longo tempo de eliminação do diazepam, variando de 20 a 80 

horas; entretanto pode ocorrer um aumento aproximado de uma hora para cada 

ano de idade acima dos quarenta anos; por exemplo, a administração de 

diazepam para um indivíduo de 75 anos, a meia-vida de eliminação será 

aproximadamente de 75 horas. Portanto, é necessário cautela na administração 

desse fármaco, dado que a formação destes metabólitos ativos pode causar 

efeitos colaterais, tais como desidratação e amnésia, podendo ser graves e 

duradouros, especialmente em idosos e pacientes com disfunção hepática ou 

renal 96. 

  

1.4.2 Efeitos colaterais e limitações 

 

 Quanto a aspectos farmacocinéticos dos BZDs, a lipossolubilidade é uma 

importante característica, principalmente quando administrados em dose única, 

uma vez que há uma maior velocidade e extensão da distribuição do fármaco  

pelos tecidos periféricos 101. Durante a administração em doses múltiplas, por 

um tempo prolongado, a meia-vida de eliminação é de extrema importância, pois 

irá determinar os níveis acumulados do BZD no organismo após repetidas doses 

e o tempo de eliminação total após o término da administração. Esses dados são 

fundamentais para avaliar a duração e intensidade dos sintomas de abstinência, 

após o desmame do fármaco, bem como compreender a diferença de tolerância 

que se estabelece para seus diferentes efeitos 101. 

 Embora, a classe dos BZDs sejam largamente utilizados e bem tolerados, 

sua administração apresenta problemas clínicos, como dependência fisiológica, 

ansiedade de rebote, prejuízos na memória e síndrome de descontinuação 102. 

Além disso, alguns efeitos colaterais comuns entre todos os BZDs incluem 

sonolência, letargia e fadiga. Em dosagens mais altas, pode ocorrer 

coordenação motora prejudicada, tontura, vertigem, problemas na visão e fala, 

alteração de humor, além de comportamento hostil em alguns casos.   
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De maneira geral, os BZDs são eliminados lentamente no corpo, por isso 

doses repetidas durante um longo período podem resultar em acumulação 

significativa nos tecidos adiposos. Portanto, alguns sintomas comuns em 

consumos abusivos, como pensamento prejudicado, desorientação, confusão, 

podem aparecer ao longo do tempo 103.  A tolerância, dependência e abstinência 

são efeitos adversos comuns associados ao uso de BZDs a longo prazo 104. 

Devido às características descritas anteriormente, o diazepam e outros 

BZDs são frequentemente prescritos para pacientes com diferentes distúrbios 

psiquiátricos 104. Entretanto, o uso desse grupo de compostos pode apresentar 

complicações clínicas. O uso crônico de BZDs está associado com efeitos 

colaterais como dependência fisiológica, comprometimento cognitivo e 

psicomotor a curto prazo, assim como a ansiedade após a descontinuação do 

tratamento 102,105. Além disso, tratamentos com BZDs de ação prolongada ou 

intermediária são considerados nocivos para pessoas idosas e pessoas com 

deficiências hepáticas ou renais, devido à sua lenta eliminação 106,107 e também 

podem apresentam ineficiência em tratamentos em certos tipos de epilepsia108. 

Nesse contexto, existe a necessidade de identificação e desenvolvimento 

de novos compostos que apresentem a mesma eficiência dos BZDs clássicos, 

com redução da magnitude dos efeitos adversos 108. Uma importante abordagem 

no desenvolvimento de novos fármacos envolve a síntese de espécies bioativas 

a partir da associação entre compostos orgânicos bem elucidados com metais 

de transição, atribuindo o nome de compostos de coordenação 109,110. 

 

1.5. Compostos de coordenação 

  Provavelmente, os compostos de coordenação mais conhecidos são 

representados pela cisplatina e seus análogos. A cisplatina não foi racionalmente 

projetada, mas descoberta de forma inesperada em 1965 111. Em 1978, esse 

medicamento foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para o 

tratamento de câncer testicular e ovariano 110,111. Diversos compostos metálicos, 

como platina (Pt), paládio (Pd), níquel (Ni), rutênio (Ru), titânio (Ti), e outros já 

foram utilizados para a síntese de compostos de coordenação112–115. A presença 
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de um metal nesses compostos é capaz de aumentar sua seletividade ao sítio 

de um receptor específico, consequentemente, reduzindo efeitos adversos. Em 

contra partida, uma incorreta orientação da ligação do metal com o alvo, pode 

inibir a ativação 116. 

 

1.5.1. Complexos metálicos derivados de paládio 

Os complexos metálicos derivados de paládio têm recebido significante 

atenção devido à sua atividade biológica 117. Na última década, alguns estudos 

mostraram que compostos de coordenação derivados deste metal apresentaram 

atividade contra linhagem celular tumoral humana 118, exibindo efeitos 

antiproliferativos e antitumorais 119–123. Também foi observada a interação destes 

complexos com proteínas carreadoras 124–126. Os complexos metálicos derivados 

de paládio foram propostos no tratamento de diversos tipos de câncer, 

principalmente na região gastrointestinal 127.   

O primeiro trabalho utilizando paládio como agente antiepiléptico foi um 

estudo de casos publicado por Turner em 1918 128, onde foi analisado a 

administração de um coloide complexado com paládio em quatro pacientes. 

Neste estudo, foi observado uma melhora no comportamento dos pacientes e 

redução dos quadros de epilepsia após a administração do composto 128.  

Recentemente, Barros e colaboradores (2016) 129 apresentaram um 

conjunto de compostos derivados do diazepam associados ao metal paládio, 

como agentes antiepilépticos. Foram sintetizados cinco compostos de 

coordenação, sendo dois deles constituídos por dois átomos de paládio 

([(DZP)PdCl]2 e [(DZP)PdOAc]2); e três compostos com apenas um átomo de 

paládio ([(DZP)PdOAcPPh3], [(DZP)PdClPPh3] e [(DZP)PdClPy]) (Figura 8). Os 

resultados experimentais utilizando modelos in vivo indicaram que estes 

compostos possuem ação anticonvulsivante; além disso, evidenciaram efeitos 

análogos ao próprio diazepam, sugerindo que a ação destes compostos de 

coordenação também é mediada pelo sítio de ligação clássico dos BZDs no 

receptor GABAA. 
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Figura 8: Estrutura bidimensional dos compostos de coordenação derivados de paládio. A) 
[(DZP)PdOAcPPh3]. B) [(DZP)PdClPPh3]. C) [(DZP)PdClPy]. D) [(DZP)PdCl]2. E) 
[(DZP)PdOAc]2. 

 

 Nesse contexto, é importante uma maior compreensão acerca do 

potencial destes complexos metálicos, analisando sua capacidade de uso no 

tratamento de pacientes com os diferentes distúrbios psiquiátricos, 

principalmente de aqueles que apresentam epilepsia, visando à redução dos 

efeitos adversos e ao aumento da sua eficiência. Para tal, é primordial elucidar 

o modo de ação destes complexos de coordenação e suas possíveis interações 

com o receptor GABAA. 

 

1.6. Predição de estruturas tridimensionais proteicas 

BA C
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 Uma das premissas mais fundamentais das ciências biológicas é a íntima 

relação entre a função de uma proteína e sua estrutura tridimensional 130. A 

determinação por meios experimentais ainda é a abordagem mais  confiável para 

elucidar as características estruturais de uma proteína, porém se trata de 

métodos custosos e prolongados, como é o caso da técnica de cristalografia por 

difração de raio-x; na técnica de ressonância magnética nuclear (RNM) ocorre a 

limitação do tamanho da proteína (30-50 kDa). Outra abordagem que vêm 

ganhando destaque é a crio-microscopia eletrônica (Cryo-EM), que utiliza feixes 

de elétrons em amostras congeladas em materiais a baixas temperaturas. Em 

alguns casos, essas técnicas são operacionalmente difíceis o que as tornam 

muitas vezes inviáveis. Além disso, existem outras limitações como tamanho da 

molécula estudada e a qualidade dos cristais. Portanto, a utilização de técnica 

computacionais pode auxiliar na investigação e análise de sistemas biológicos 

131, principalmente em casos onde não é possível a obtenção experimental da 

estrutura tridimensional da proteína. 

 Na determinação da estrutura tridimensional de proteínas usando 

métodos computacionais, uma abordagem recorrente é a modelagem molecular 

comparativa, que se vale principalmente da existência de uma estrutura proteica 

resolvida experimentalmente que pode ser utilizada como molde. Tendo em vista 

que a estrutura proteica é mais conservada do que sua sequência de 

aminoácidos, e está relacionada com sua função, é possível predizer a 

conformação espacial de uma proteína a partir de informações tridimensionais 

de uma proteína semelhante. 

A modelagem comparativa consiste em quatro etapas principais 132 

(Figura 9)  (i) identificação do molde, a partir da similaridade das sequências do 

alvo e de pelo menos uma estrutura resolvida experimentalmente; (ii) 

alinhamento entre as sequências alvo e o(s) molde(s); (iii) construção do modelo 

baseado no alinhamento com o(s) molde(s) escolhido(s) por métodos corpo 

rígido ou restrição de distância; (iv) avaliação da qualidade e identificação de 

erros do modelo construído.  
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Figura 9: Fluxograma com os passos para modelagem comparativa de estruturas proteicas 

(adaptado de 133). 

 

 Na identificação do(s) molde(s) (primeira etapa da modelagem 

comparativa), é realizada uma busca por estruturas similares já resolvidas 

experimentalmente. Primeiramente são utilizadas ferramentas de busca por 

similaridade de sequências dos moldes, selecionando a(s) estrutura(s) mais 

apropriadas, visando ao maior grau de identidade entre a sequência alvo e a(s) 

estrutura(s) resolvida(s). Existem diversas ferramentas disponíveis, como o 
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BLAST 134. Após a identificação dos moldes, suas estruturas tridimensionais são 

extraídas de bancos de dados, como o PDB 135. 

 Após a identificação do(s) molde(s), é realizado um alinhamento entre a 

sequência-alvo a ser modelada e a sequência da estrutura molde 136 (segunda 

etapa da modelagem comparativa). Durante essa etapa, é importante observar 

a presença e quantidade de gaps presentes no alinhamento (sequência final). A 

alta presença de gaps pode indicar problemas durante a construção do modelo. 

Algumas características do alinhamento entre sequências são relevantes, como 

a identidade, similaridade e cobertura. A identidade é o grau em que duas 

sequências são idênticas propriamente ditas, em cada posição do alinhamento; 

a similaridade refere-se ao grau de aminoácidos quimicamente similares, ou 

seja, pertencem ao mesmo grupo; e a cobertura é a extensão do alinhamento 

que cobre toda as sequências. A acurácia de um alinhamento é diretamente 

proporcional ao percentual de identidade/similaridade entre sequências das 

proteínas molde e alvo 137. Algumas ferramentas recorrentes são CLUSTAL 

Omega 138, MUSCLE 139 e TCOFFEE 140.  

A limitação da técnica de modelagem molecular comparativa está no grau 

de similaridade entre a sequência da proteína alvo e a estrutura molde. Em 

termos gerais, é considerado que o limite mínimo da aplicação da técnica seja 

de 30% de identidade (Figura 10)  141,142. 
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Figura 10: Comparação entre a identidade do alinhamento e o tamanho das sequências 
alinhadas. A região azul representa correta detecção de estruturas similares. A região laranja 
representa falsos positivos. A seta em verde marca o limite inferior: por volta de 30% de 
identidade (adaptado de 142).    

 A construção do modelo utiliza a sequências alinhadas entre o molde a 

proteína a ser modelada, e a própria estrutura resolvida do molde. Durante esta 

etapa, pode ser construído um número de modelos pré-determinado pelo 

usuário. Existem diversas ferramentas, servidores e programas locais, cada uma 

delas possui seu próprio algoritmo de construção do modelo. Ferramentas como 

MODELLER 136 e SWISS-MODEL 143 são amplamente utilizadas. 

 O programa MODELLER é utilizado em modelagem comparativa de 

estruturas tridimensionais de proteínas, por restrições espaciais. Neste caso, são 

utilizadas características geométricas do molde, como ângulos e distâncias das 

ligações 136. O SWISS-MODEL é um servidor de modelagem comparativa de 

estruturas proteicas, utilizando a metodologia por corpos rígidos. Neste sentido, 

a construção do modelo é baseada na conservação de estruturas secundárias, 

como α-hélices e folhas-β 143.    

 Após a seleção do modelo, são realizadas etapas de avaliação da 

qualidade do modelo, por meio de predição de erros do modelo. Uma das 

abordagens adotadas é a seleção do melhor modelo construído usando a função 

objetiva oferecida pelo programa MODELLER, observando o menor valor de 
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Discrete Optimized Protein Energy (DOPE) score dos modelos construídos. O 

DOPE score é um potencial estatístico utilizado para avaliar modelos preditos a 

partir de moldes, utilizando proteínas semelhantes. Esta função matemática 

potencial calcula uma estimativa da energia interna do modelo das proteínas, 

sendo aquelas com valores mais baixos aquelas com maior probabilidade de 

terem sido corretamente preditas 133 .  

Existem diferentes outras abordagens de avaliação, como analisar as 

características físico-químicas. Também estão disponíveis diversas 

ferramentais; como ERRAT 144, PROCHECK 145 e WHATCHECK  146.  

 O servidor ERRAT analisa estatisticamente as interações não ligadas 

entre diferentes átomos e informa o valor da função de erro, calculado pela 

comparação de análises estatísticas a partir de estruturas de alta resolução  144. 

O servidor PROCHECK avalia a qualidade estereoquímica de estruturas 

proteicas por análise geométrica de resíduos por resíduo e da própria estrutura 

proteica 145. O servidor WHATCHECK realiza uma verificação de diversos 

parâmetros estereoquímicos dos resíduos do modelo, a partir de um subconjunto 

de ferramentas de verificação de proteínas, conhecido como WHATIF 147. 

 A predição de estruturas tridimensionais é de grande importância em 

estudos de análise e planejamento de fármacos, permitindo a utilização de outras 

metodologias computacionais, como docking molecular, a fim de avaliar a 

interação entre um ligante com uma dada proteína (Figura 11) 141. 
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Figura 11: Acurácia e aplicação da modelagem estrutural de proteínas. Apresentando as 

diferentes aplicações para modelos construídos por modelagem comparativa, threading e de 
novo, baseado na identidade da sequência alvo (adaptado de 141). 

 

Como descrito anteriormente, até recentemente, não havia depositada 

nos bancos de dados uma estrutura heteropentamérica resolvida desse receptor. 

Um dos primeiros modelos desta proteína construído  usando modelagem 

comparativa foi um heterodímero α1γ2 148. Nesta publicação, foram utilizadas 

diferentes estruturas como moldes: seis proteínas ligada à acetilcolina (AChBP) 

e dois receptores acetilcolina nicotínicos (nAChRs). Além disso, neste trabalho 

foi analisada a interação do diazepam com este modelo. 

A publicação da estrutura cristalográfica β3 homopentamérica do receptor 

GABAA (PDB ID: 4COF) 47 permitiu a construção de modelos 

heteropentaméricos desse receptor, por modelagem comparativa. 

Recentemente, foi publicado um modelo heteropentamérico α1β2γ2, utilizando 

estrutura β3 homopentamérica, por esta metodologia 149. Nesta publicação, a 

construção do modelo permitiu analisar e descrever os modos de ligação e 
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detectar importantes interações dos ligantes selecionados, incluindo agonistas, 

antagonistas e moduladores alostéricos, como o diazepam. 

 

1.7. Docking molecular 

 As metodologias computacionais tornaram-se componentes cruciais de 

muitas linhas de investigações na descoberta de fármacos, desde a identificação 

de substâncias com atividade biológica (hits) até sua otimização e seleção como 

compostos líderes (leads) 150,151. 

Uma metodologia chave é o docking molecular de pequenas espécies no 

sítio de ligação de proteínas. Essa metodologia teve início na década de 1980 

152 e continua sendo uma ferramenta  essencial na pesquisa 153. 

A técnica de docking molecular envolve a predição da pose entre duas 

moléculas (proteína-ligante ou proteína-proteína), dentro de um sítio de ligação 

direcionado de uma estrutura proteica, e a estimação do cálculo da sua afinidade 

de ligação 154; com isso é possível observar as interações entre o ligante e os 

resíduos pertencentes ao sítio de ligação do receptor, como por exemplo, 

ligações de Hidrogênio e interações eletrostáticas e de van der Waals. Em geral, 

existem dois objetivos principais em estudos de docking: energia de afinidade do 

ligante pela proteína e correta predição da pose do ligante 155. Entretanto, a 

identificação de características moleculares responsáveis pelo reconhecimento 

biológico é altamente complexa, e muitas vezes difíceis de compreender e 

simular computacionalmente 156. 

 O método de docking precisa de dois componentes principais: o algoritmo 

de busca e uma função de pontuação (scoring). A primeira etapa é a aplicação 

do algoritmo que representa pequenas espécies químicas (ligantes) no sítio ativo 

de dada proteína, com o intuito de detectar a melhor pose do ligante. O primeiro 

desafio encontrado é a diversidade de poses que podem ser encontradas, devido 

aos graus de liberdade conformacionais que o ligante pode apresentar. Além 

disso, a flexibilidade da própria proteína sustenta essa limitação. Nesse sentido, 

os algoritmos podem adotar diferentes estratégias, quanto à flexibilidade da 

proteína (receptor) e do ligante. Entretanto, dependendo das características de 
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flexibilidade adotadas pode demandar um alto custo computacional, 

inviabilizando o método. Por esse motivo, a abordagem mais comum quanto à 

flexibilidade molecular é considerar apenas o espaço amostral do ligante, 

assumindo a rigidez do receptor durante todo o protocolo de docking molecular 

157. 

 O algoritmo de busca pode ser classificado em três principais grupos de 

acordo com o método empregado para explorar a flexibilidade do ligante: 

sistemático, estocástico e determinístico 156. O algoritmo sistemático explora 

todos os graus de liberdade de um ligante durante sua busca. O método 

estocástico muda o grau de liberdade de forma aleatória. No método 

determinístico, o estado atual do sistema determina as mudanças a serem feitas 

no ligante, levando a sua próxima pose 156.  

Em segundo momento, são utilizadas funções de scoring que são 

designadas para predizer a atividade biológica por meio da interação do ligante 

com a proteína. Em suma, as funções de scoring são usadas para avaliar os 

modos de interação entre o ligante e a proteína, direcionando a busca para 

conformações de ligante com maior afinidade pelo receptor. 

Podem ser adotadas diferentes funções de scoring, incluindo diferentes 

níveis de complexidade quanto à interação eletrostática, de van der Waals, 

alguns efeitos de solvatação e efeitos entrópicos 153. Portanto, não é viável 

realizar comparações entre os valores de scoring entre diferentes funções. Além 

das limitações e desafios proporcionados pela própria metodologia de docking 

molecular, as próprias limitações da estrutura alvo, como pobre resolução e erros 

de predição, podem prejudicar e comprometer os resultados de docking 

molecular. 

As funções de scoring podem ser divididas em três classes principais: 

baseada em campo de força, empírica e baseada em estruturas conhecidas 

158,159. O método baseado em campo de força utiliza os campos de força 

clássicos e consiste no somatório de termos de energia. Os métodos empíricos 

são baseados na correlação da energia livre de ligação com uma soma 

ponderada de variáveis não relacionados. O método baseado em estruturas 
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conhecidas se baseia na análise estatística da interação de pares de átomos a 

partir do complexo proteína-ligante com estruturas tridimensionais disponíveis. 

Atualmente, existem diversos programas de docking molecular, tais como 

AutoDock 160, DOCK 161, GOLD 162 , entre muitos outros; além de servidores 

como é o caso do DockThor 163. Cada um destes programas adota diferentes 

funções de scoring e algoritmos de busca, tornando cada programa único e com 

suas peculiaridades. 

 

1.8. Justificativa 

O desenvolvimento de novos compostos que apresentem a mesma 

eficiência dos clássicos BZDs, porém com redução dos efeitos adversos, é de 

grande importância no tratamento de pacientes com distúrbios psiquiátricos, 

principalmente para pacientes com quadros de epilepsia. 

Novas abordagens de desenvolvimento de fármacos estão sendo 

adotadas, incluindo a síntese de compostos de coordenação, a partir da 

associação de compostos orgânicos já bem estabelecidos com íons metálicos. 

Os compostos de coordenação desenvolvidos por Barros e colaboradores (2016) 

129, derivados do diazepam com íons paládio, apresentaram atividade 

anticonvulsivante em camundongos. Portanto, é de grande importância a 

compreensão acerca do potencial destes compostos de coordenação, 

elucidando o seu modo de ação e suas possíveis interações com o receptor 

GABAA. 

Diante desse contexto, este projeto teve como objetivo elucidar o modo 

de interação dos compostos de coordenação com o receptor GABAA. O uso de 

técnicas computacionais apresenta-se como uma poderosa ferramenta para 

elucidar os aspectos envolvidos nos mecanismos dessas interações, permitindo 

a modelagem de uma estrutura heteropentamérica α1β2γ2 do receptor GABAA, 

por Modelagem Comparativa, e analisar os modos de ligação dos compostos de 

coordenação com este receptor, por Docking Molecular. 
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2. Objetivos 
 

2.1 Objetivo Geral 

 

Predição do modo de interação de um conjunto de compostos de 

coordenação derivados do DZP associados ao paládio com o receptor GABAA, 

por meio de ferramentas computacionais. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

 - Analisar a estrutura da principal combinação de isoformas dos 

receptores GABAA (α1β2γ2) de camundongo construída por modelagem 

comparativa;  

 

 - Elucidar os possíveis modos de interação dos compostos de 

coordenação sintetizados no sítio específico dos BZDs do receptor GABAA 

mediante docking molecular; 

 

 - Comparar os modos de ligação dos compostos de coordenação com os 

modos de interação do diazepam e do flumazenil, disponíveis na literatura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

46 

 

3. Metodologia 

 

3.1. Modelagem comparativa do receptor GABAA (α1β2γ2) 

Para a construção dos modelos estruturais foi utilizada a técnica de 

modelagem comparativa 164,165. Para este fim, foi utilizado o programa Modeller 

(v 9.18), que utiliza o método de restrições espaciais 136. 

 

3.1.1. Matrizes de alinhamento 

Com o intuito de avaliar o grau de conservação das sequências entre as 

três isoformas do receptor GABAA (α1, β2 e γ2), para cada subunidade, foram 

retiradas sequências de diferentes organismos do banco de dados UniProt 166 

(Tabela 1). Essas sequências foram alinhadas, aplicando o método de 

alinhamento múltiplo, utilizando o servidor CLUSTAL Omega 138 e matrizes de 

alinhamento utilizando o servidor Kalign 167, por meio da matriz BLOSUM62 168. 

Os alinhamentos múltiplos se realizaram com as sequências dos 

seguintes organismos: Homo sapiens (humano), Mus musculus (camundongo), 

Rattus norvegicus (rato), Gallus gallus (galinha), Bos taurus (boi), Pongo abelii 

(orangutango sumatra), Macaca mulatta (macaco rhesus) e Macaca fascicularis 

(macaco cynomolgus). Dentre estes organismos, há aqueles que possuem mais 

de uma sequência, como é o caso da subunidade β2 com quatro sequências de 

Homo sapiens (Tabela 1); nestes casos, estes organismos possuem mais de 

uma isoforma para estas subunidades. Nos alinhamentos múltiplos foram 

utilizadas todas as isoformas encontradas. 

Tabela 1: Sequências de α1, β2 e γ2 de GABAA de mamífero reportadas do banco de dados 
UniProt utilizadas no alinhamento de múltiplas sequências. 

Subunidade do receptor 

GABAA 

UniProt 

ID 
Organismo 

α1 

P14867 Homo sapiens (humano) 

P62812 Mus musculus (camundongo) 

P62813 Rattus norvegicus (rato) 

P19150 Gallus gallus (galinha) 
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P08219 Bos taurus (boi) 

Q5R6B2 Pongo abelii (orangutango sumatra) 

Q4R534 Macaca fascicularis (macaco cynomolgus) 

β2 

P47870 Homo sapiens (humano) 

P47870-1 Homo sapiens (humano) 

P47870-3 Homo sapiens (humano) 

P47870-4 Homo sapiens (humano) 

P63137 Mus musculus (camundongo) 

P63137-2 Mus musculus (camundongo) 

P63138 Rattus norvegicus (rato) 

P0C2W5 Bos taurus (boi) 

D1LYT2 Macaca mulatta (macaco rhesus) 

γ2 

P18507 Homo sapiens (humano) 

P18507-2 Homo sapiens (humano) 

P18507-3 Homo sapiens (humano) 

P22723 Mus musculus (camundongo) 

P22723-2 Mus musculus (camundongo) 

P18508 Rattus norvegicus (rato) 

P21548 Gallus gallus (galinha) 

P22300 Bos taurus (boi) 

P22300-2 Bos taurus (boi) 

Q5REA1 Pongo abelii (orangutango sumatra) 

 

3.1.2. Identificação das sequências 

Durante a etapa de construção do receptor GABAA com a combinação de 

subunidades mais predominante no SNC dos mamíferos (α1β2α1β2γ2), foram 

obtidas sequências de Mus musculus (camundongo) das três isoformas (α1, β2 e 

γ2) no banco de dados UniProt 166. As sequências destas isoformas (α1, β2 e γ2) 

estão identificadas como P62812, P63137 e P22823, respectivamente. Este 

trabalho teve como base a avaliação da atividade anticonvulsivante dos 

compostos de coordenação derivados do diazepam associados ao paládio em 
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camundongos 129, por esta razão, foram selecionadas sequências de Mus 

musculus. 

 

3.1.3. Construção do modelo 

Foi realizada uma busca no banco de dados Protein Data Bank (PDB) 135 

por estruturas resolvidas desta proteína. No primeiro momento, foi encontrada 

apenas uma estrutura cristalográfica β3 homopentamérica humana, resolvida por 

difração de raio-x, cuja resolução é 2,97Å (PDB ID: 4COF) 47.  

No decorrer desse trabalho , foi publicada a estrutura do receptor GABAA 

humano heteropentâmerico α1β2γ2 obtido por criomicroscopia eletrônica (PDB 

ID: 6D6U) 84. Foi resolvida a estrutura do canal iônico em seu estado aberto e 

com resolução de 3,92Å. Além disso, esta estrutura está complexada ao 

antagonista flumazenil no sítio dos benzodiazepínicos.  

A estrutura cristalográfica β3 homopentamérica humana (PDB ID: 4COF) 

foi utilizada como molde para a construção dos modelos é desprovida de loops 

intracelulares, os quais foram removidos da sequência e, consequentemente, os 

modelos construídos não possuem estes domínios. Como já comentado em 

sessões anteriores, o sítio dos benzodiazepínicos está localizado entre as 

subunidades α1γ2, logo, houve o interesse de analisar a estabilidade do modelo 

heterodimérico e utilizar docking molecular para avaliar a interação dos ligantes 

com esta estrutura. Portanto, em suma, foram construídos dois modelos por 

modelagem comparativa: um heteropentâmero (α1β2α1β2γ2) e um heterodímero 

(α1γ2). 

Durante o processo de modelagem molecular, para cada estrutura 

(pentâmero e dímero), foram gerados com programa Modeller (v 9.18) 136 ao todo 

250 modelos e classificados de acordo com seus respectivos valores de DOPE. 

O programa PyMol (v. 1.8) 82 foi utilizado na visualização das estruturas.   

Os dois modelos finais selecionados foram submetidos a um processo de 

otimização estrutural. Primeiramente, foi utilizado o receptor GABAA humano 

heteropentâmero α1β2γ2 (PDB ID: 6D6U) na orientação das cadeias laterais dos 

resíduos pertencentes ao sítio de ligação dos benzodiazepínicos do modelo 
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heteropentâmerico selecionado. Posteriormente, foi realizada uma otimização 

estrutural por minimização de energia, utilizando o programa GROMACS 5.1.4 

169 com campo de força Amber99SB-ILDN 170. Nesta otimização, foram adotados 

dois algoritmos, steepest descent (st) e conjugate gradient (cg); e duas 

abordagens, com a proteína rígida e com ela flexível. Foi utilizado o algoritmo de 

Verlet no cálculo de interações não ligadas e do potencial eletrostático PME 

(Particle Mesh Ewald) 171. Foi adotado o número máximo de 1000 passos para a 

minimização. A minimização é convergida ao passo que a força máxima (emtol) 

é menor do que o valor de 0,024 kcal mol-1 nm-1.  

 Para cada estrutura, foram adotados diferentes protocolos de otimização 

estrutural por minimização de energia, alternando entre os dois algoritmos (st e 

cg) e os dois estados da proteína (rígida e flexível). Vale ressaltar que o arquivo 

de saída do processo anterior foi utilizado como arquivo de entrada da etapa 

posterior. Os protocolos testados: (i) st com proteína rígida, cg proteína flexível; 

(ii) cg com proteína rígida, st com proteína flexível; (iii) cg com proteína rígida, 

cg com proteína flexível, st com proteína rígida, st com proteína flexível; (iv) st 

com proteína rígida, st com proteína flexível, cg com proteína rígida, cg com 

proteína flexível. Foi adotado o protocolo (iv) que apresentou os modelos com 

as menores energias potenciais durante a etapa de otimização para as duas 

estruturas.   

3.1.4. Avaliação do modelo 

Após o processo de otimização estrutural por otimização de energia, as 

duas estruturas selecionadas foram submetidas ao processo de refinamento de 

loops. Com o auxílio do servidor ERRAT 144, foi possível observar as regiões de 

resíduos onde existe maior probabilidade de ocorrer incorreta disposição 

estrutural, através da taxa de erro (acima de 95%). As regiões foram refinadas 

isoladamente pelo servidor ModLoop 172 e analisadas novamente pelo servidor 

ERRAT. O visualizador PyMol (v. 1.8) 82 foi utilizado para observar a ocorrência 

de perdas de estruturas secundárias. 

Em cada etapa de otimização, as estruturas foram analisadas utilizando 

os servidores ERRAT e PROCHECK 145; este último oferece o gráfico de 

Ramachandran. Também foram analisados os perfis de (DOPE) score, 
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construídos a partir da pontuação de DOPE per-resíduo, fornecidos pelo próprio 

programa Modeller. Os perfis de DOPE score dos modelos foram comparados 

por subunidades (α1, β2 e γ2) com o seu molde (PDB ID: 4COF) e com o cristal 

heteropentamérico recém-publicado (PDB ID: 6D6U). 

3.1.5. Identificação de resíduos do sítio dos BZDs 

Após as etapas de otimização, foi estimado o volume interno da cavidade 

central do heteropentâmero, utilizando o servidor web POcket-CAvity Search 

Application (POCASA), disponível no endereço: 

http://altair.sci.hokudai.ac.jp/g6/service/pocasa/ 173, com todos os parâmetros 

pré-estabelecidos pelo servidor. Com auxílio do programa PyMol (v. 1.8) 82, foi 

medida o diâmetro em três regiões: abertura extracelular, abertura 

transmembranar e abertura intracelular. Além disso, foi calculada a superfície do 

potencial eletrostático, utilizando o plugin PyMol APBS e o servidor PDB2PQR 

174, que utiliza cálculos de Poisson-Boltzmann, com campo de força AMBER, 175  

ao pH 7,4. Os átomos são coloridos de acordo com suas cargas, variando entre 

2,0 (azul) e -2,0 (vermelho) de potencial eletrostático de superfície em kT/е.  

O receptor GABAA apresenta diferentes sítios de ligação alostéricos 

capazes de modular indiretamente a atividade do receptor. Então, foi utilizado o 

algoritmo Fpocket 176 para caracterizar o sítio de ligação dos benzodiazepínicos 

e identificar os resíduos de aminoácidos que abrangem o sítio de ligação. Além 

disso, através dos resultados de predição fornecidos pelo servidor Fpocket, foi 

possível determinar o centro do sítio dos benzodiazepínicos. Essa informação foi 

crucial nas simulações de docking molecular. Além disso, foi utilizado o servidor 

PDB2PQR 174, para calcular o pKa do resíduo His101, pertencente a subunidade 

α1 do sítio dos benzodiazepínicos, pois segundo a literatura,  este resíduo 

apresenta grande impacto nas interações dos BZDs com este sítio. 

 

3.2. Construção e parametrização dos ligantes 

A estrutura tridimensional do composto diazepam foi obtida do banco de 

dados DrugBank 177. Os compostos de coordenação derivados do diazepam 

associados aos átomos de paládio foram construídos a partir da estrutura do 
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próprio diazepam, utilizando o programa Avogadro (v 1.1.1) 178 e os estados de 

protonação de cada um dos ligantes foram definidos a pH 7,4 utilizando o 

programa MarvinSketch (v.17.15) 93. Os compostos de coordenação construídos 

computacionalmente e utilizados neste projeto podem ser divididos em dois 

grupos: um conjunto composto de três ligantes contendo um átomo de paládio 

([(DZP)PdOAcPPh3], [(DZP)PdClPPh3] e [(DZP)PdClPy]); e outro conjunto com 

dois compostos contendo dois átomos de paládio ([(DZP)PdCl]2 e 

[(DZP)PdOAc]2). 

 

3.2.1. Preparação dos compostos de coordenação 

A ausência de informações cruciais dos compostos de coordenação 

desenhados e otimizados, como número de coordenação, cargas e outros dados 

essenciais para que suas estruturas sejam reconhecidas pelos campos de força 

e pelos programas de docking molecular, levou à necessidade de realizar uma 

etapa de parametrização desses ligantes. As cargas parciais dos paládios foram 

calculadas utilizando o programa Gaussian09 179 e adaptadas às cargas 

Gasteiger; onde é baseado no equilíbrio de eletronegatividade, assumindo o 

estado neutro do ligante. A utilização do programa Gaussian for realizada no 

GridUnesp, sob supervisão do Dr. Alexandre Suman de Araujo. 

Durante esta etapa de otimização dos ligantes, para calcular a carga do 

paládio, foram utilizadas as configurações básicas ‘B3LYP’ e ‘DGDZVP’, pois se 

trata de um metal de transição 180. Também foram utilizadas algumas opções 

para gerar cargas derivadas de potencial eletrostático 181,182: ‘MK’ para produzir 

cargas adequadas ao potencial eletrostático, ‘dipole’ para restringir as cargas 

para reproduzir o momento dipolar ao ajustar as cargas ao potencial, e 

‘ReadRadii’ para alternar o raio atômico do elemento indicado. O raio atômico do 

paládio calculado e informado pelo Gaussian09 foi de 1,63Å. 

 

3.3. Simulação de docking molecular 

As simulações de docking molecular sítio dirigido foram realizadas no sítio 

de ligação dos benzodiazepínicos do receptor GABAA, localizado entre as 
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subunidades α1 e γ2. Para tal fim, foi utilizado o programa AutoDock (v 4.0) 183. 

O programa AutoDock foi adotado por ser um programa de livre acesso, fácil 

utilização e que permite alterar e adicionar informações químicas dos átomos 

presentes nos ligantes. 

 Os campos de forças usuais empregados em programas de docking 

molecular não possuem informações físico-químicas sobre o átomo de paládio 

presente nos compostos de coordenação estudados. Portanto, para realizar as 

simulações com estes ligantes, foi necessário importar um arquivo contendo 

algumas informações químicas, como raio de van de Waals e volume atômico 

de solvatação. Esse arquivo foi obtido no próprio nicho do AutoDock (disponível 

em: http://autodock.scripps.edu/resources/parameters). 

 As grades foram definidas em 80.0 pontos em cada direção cartesiana. O 

espaçamento entre pontos da grid foi de 0,375Å (configuração padrão do 

programa). O centro da grid estava localizado no centro geométrico do sítio de 

ligação determinado pelo programa Fpocket.  

 Durante as simulações de docking, por questões de custo computacional, 

as cadeias laterais dos aminoácidos permaneceram rígidas e os ligantes 

flexíveis. Ao todo, para cada ligante (compostos de coordenação e diazepam), 

foram calculadas 250 poses. Foi adotada a abordagem de Algoritmo Genético, 

com limite máximo de gerações de 2,5×106. Todos os parâmetros do AutoDock 

foram definidos como padrão. O programa AutoDock utiliza seu próprio campo 

de força baseado em cálculos de energia livre semi empíricos 160. 

 Para cada simulação, as poses geradas foram agrupadas em clusters por 

similaridade de configuração. Foi empregado um raio de corte de 2,0Å de RMSD 

(Root Mean Square Deviation). 

 Após as simulações de docking molecular e agrupamento das poses, 

foram selecionadas as melhores poses de cada simulação. Para isso, para cada 

simulação, foram escolhidos os cinco clusters com as menores energias médias. 

E dentro de cada cluster, foi selecionada a pose com a menor energia de ligação. 

Essas poses foram analisadas quanto a sua orientação espacial comparada com 

o flumazenil complexado ao receptor GABAA α1β2γ2 (PDB ID: 6D6U), utilizando 
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o programa de visualização PyMol (v. 1.8). As poses com orientação semelhante 

ao flumazenil foram selecionadas. 

As poses selecionadas foram avaliadas quanto ao seu modo de interação 

com o modelo construído durante as simulações de docking molecular, utilizando 

o servidor PLIP 184 e o programa local LigPlot+ 185. Esses servidores têm como 

objetivo caracterizar as interações ligante-receptor, tais como, π-stacking e 

ligações de Hidrogênio. Vale ressaltar que antes de analisar as interações do 

LigPlot+, foram retirados os hidrogênios dos ligantes e dos receptores. 

Antes de iniciar as simulações de docking com os compostos de 

coordenação e diazepam com os modelos construídos, foram realizadas 

simulações de re-docking do flumazenil com o receptor GABAA α1β2γ2 (PDB ID: 

6D6U).  

Resumidamente, o re-docking consiste em retirar o ligante complexado na 

estrutura cristalográfica e recolocá-lo, por meio de simulações de docking 

molecular. Essa metodologia é importante, pois verifica se o ligante se ligará na 

mesma pose no sítio de ligação da estrutura cristalográfica. Essas simulações 

verificam também a eficiência do algoritmo de docking adotado, avaliando a 

precisão da abordagem escolhida.  

 Além das simulações de re-docking, foram realizadas simulações de 

cross-docking do flumazenil com o modelo heteropentamérico construído do 

receptor GABAA α1β2γ2.  

Em linhas gerais, o cross-docking se baseia na retirada do ligante 

complexado em uma estrutura cristalográfica para testá-lo em outra estrutura 

proteica equivalente, sendo uma estrutura semelhante ou modela a partir deste 

cristal, por simulações de docking molecular.  
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4. Resultados e discussão 

4.1. Construção dos modelos do receptor GABAA 

A variação de identidade do alinhamento das sequências par a par em 

cada subunidade foi calculada: α1 (95,6% - 99,78% identidade), β2 (98,73% - 

99,79% identidade) e γ2 (91,85% - 100% identidade), incluindo as sequências de 

camundongos e humanos (Figura 12). Esta alta identidade no alinhamento das 

sequências indicam uma alta conservação entre as espécies para cada 

subunidade, incluindo animais não mamíferos. 
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Figura 12: Matrizes de identidade das sequências de diferentes organismos de cada isoforma do 
receptor GABAA. Foi utilizado o servidor Kalign. A) Sequências da subunidade α1. B) Sequências 
da subunidade β2. C) Sequências da subunidade γ2. A escala de cores indica a identidade entre 
as sequências em porcentagem. 

 

A sequência do camundongo da subunidade α1 (P62812), utilizada na 

construção dos modelos, é iniciada no resíduo de posição 40 (Thr40 - Treonina). 

No alinhamento, entre as posições 342 e 414, a sequência do molde receptor 

GABAA β3 (PDB ID: 4COF) é inexistente; como essa região faz parte do domínio 

intracelular, não haveria prejuízos na construção dos modelos, portanto esse 

fragmento não foi utilizado (Figura 13A). A sequência consenso da subunidade 

β2 toma como ponto de partida o resíduo na posição 34 (Ser34 - Serina, 

enquanto a sequência consenso da subunidade γ2 na posição 64 (Gly64 - 

Glicina). 
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Nos alinhamentos das subunidades β2 e γ2 foram observados longos gaps 

em algumas sequências (Figura 13B e Figura 13C). Na subunidade β2, foi 

notificado um gap com trinta e oito resíduos, entre as posições 360 e 397, onde 

apenas três sequências possuíam estes aminoácidos: uma isoforma de humano 

(P47870), uma isoforma de camundongo (P63137) e uma sequência de macaco 

rhesus (D1LYT2). Na subunidade γ2, um gap com quarenta resíduos foi 

observado, sendo que apenas uma isoforma de humano (P18507-3) apresentou 

esta sequência de resíduos. Em ambos casos, não foram utilizados estes 

fragmentos de sequências durante o processo de modelagem molecular do 

modelo do receptor GABAA, pois se tratava de uma região intracelular. 

 As identidades entre a sequência do molde β3 e as sequências-alvo 

(camundongo) α1, β2 e γ2 foram de 40,56%, 89,24% e 43,86%, respectivamente. 

Como já comentado nas sessões anteriores, estes valores de identidade entre 

as sequências são considerados aceitáveis para a construção do modelo por 

técnica de modelagem comparativa. 
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Figura 13: Alinhamento das sequências de cada subunidade do receptor GABAA agrupando diferentes organismos com o molde do receptor GABAA β3 
homopentâmero (PDB ID: 4COF). Foi utilizado o servidor CLUSTAL Ômega. A) Alinhamento das sequências da subunidade α1 com o molde 4COF. B) 
Alinhamento das sequências da subunidade β2 com o molde 4COF. C) Alinhamento das sequências da subunidade γ2 com o molde 4COF. Em destaque estão 
evidenciados os resíduos idênticos.
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4.1.1. Modelo GABAA dimérico 

Como o sítio de ligação dos BZDs se encontra na porção extracelular 

entre as subunidades α1 e γ2, primeiramente foi construído um modelo do 

receptor GABAA apenas com estas duas subunidades (Figura 14). Este modelo 

não possui loops intracelulares, uma vez que o próprio molde também não os 

detém. As subunidades α1 e γ2 possuem 209 e 208 resíduos, respectivamente. 

O sítio de ligação dos BZDs é coberto por uma β-hairpin. Foram removidas as α-

hélices transmembranares na região C-terminal durante a construção do modelo, 

uma vez que foram realizadas comparações com um modelo do receptor GABAA 

α1γ2 desprovido de α-hélices transmembranares, construído por modelagem 

comparativa, disponível na literatura 148. A construção deste modelo depositado 

na literatura será explicada nas sessões posteriores. 
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Figura 14: Representação modelo heterodimérico do receptor GABAA (γ2α1). Foi utilizado o 
programa PyMol 82. A cadeia azul corresponde à subunidade γ2 e a cadeia verde corresponde à 
subunidade α1. A região do sítio dos benzodiazepínicos está destacada no círculo tracejado. As 
setas indicam a região das α-hélices transmembranares que foram removidas. 

 

Primeiramente, foi selecionado o modelo com a menor energia de DOPE 

score. Posteriormente, foi adotada uma etapa de otimização do modelo 

selecionado, e foi detectada uma redução da energia potencial: -3,5e+04 para -

4,1e+05 kcal/mol. Após todas as etapas de otimização, ocorreu uma melhoria 

significativa do modelo quanto à análise estereoquímica, podendo ser observada 

nos gráficos de Ramachandran, obtidos pelo servidor PROCHECK, sendo 

notada uma redução de 0,9% para 0,3% na região desfavorável (Tabela 2). O 
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servidor ERRAT também apresentou uma melhora de 15,8% do fator de 

qualidade comparado ao modelo inicial (Tabela 2). A qualidade estereoquímica 

do modelo construído, otimizado e com loops refinados se aproxima do valor 

obtido para o cristal 4COF. 

Na comparação entre o modelo otimizado e o molde, observamos que o 

molde apresentou resultados melhores no gráfico de Ramachandran e no 

servidor ERRAT. O cristal apresentou nenhum resíduo na região desfavorável e 

1,0% mais resíduos na região favorável; e um fator de qualidade superior em 

6,33%. 

Tabela 2: Avaliação da qualidade estereoquímica do modelo utilizando Ramachandran e 
ERRAT 

Modelos 
Ramachandran ERRAT 

(Fator de Qualidade) R11 R22 R33 

γ2α1 96.5% 2.6% 0.9% 74.58% 

γ2α1 – Otimizado 95.6% 3.9% 0.5% 89.57% 

γ2α1 – Otimizado e Loops refinados 95.6% 4.2% 0.3% 90.45% 

Modelo da literatura 148 90.7% 7.4% 2.0% 76.55% 

Cristal da literatura 47 (PDB ID: 

4COF) - Molde 
96.6% 3.4% 0.0% 96.78% 

Resultados obtidos a partir da avaliação da qualidade estereoquímica do modelo pentamérico, 

realizado em três etapas: (1) modelo inicial gerado pelo Modeller; (2): modelo otimizado pelo 

GROMACS; (3): modelo com os loops refinados pelo servidor ModLoop. R1: referente as regiões 

favoráveis. R2: referente as regiões permitidas. R3: referente a regiões desfavoráveis. 

De forma geral, os perfis de DOPE score per resíduo do molde (PDB ID: 

4COF) e o modelo gerado se apresentaram similares (Figura 15) apesar de 

apresentarem alternância quanto à qualidade. Essas diferenças são esperadas, 

uma vez que a identidade no alinhamento da sequência molde β3 com as 

sequências-alvos α1 e γ2 foram apenas 40,56% e 43,86%, respectivamente.  

Na comparação entre a subunidade α1 do modelo e a subunidade β3 do 

molde, é observado que até o resíduo na posição 70 (Thr81 – Treonina do 

modelo e Leu79 – Leucina do molde 4COF), os valores de DOPE score per 

resíduo são similares; entretanto, entre as posições 60 (Asp71 do modelo e 

Asp69 do molde - Ácido aspártico) e 120 (Arg131 do modelo e Arg129 do molde 
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- Arginina), e entre 170 (Ala181 – Alanina do modelo e Glu179 – Ácido glutâmico) 

até o final da sequência, o molde apresentou melhor qualidade; enquanto entre 

as posições 120 e 170, o modelo apresentou melhor qualidade. Além disso, é 

possível destacar que há gaps no perfil do modelo no resíduo de posição 69 

(Met80 - Metionina); e no molde, nas posições 73 (Arg84), 166 (Ser177 - Serina) 

e 175 (Arg186) (Figura 15A). 

Nos perfis de DOPE score per resíduo entre as subunidades γ2 do modelo 

e β3 do molde, o molde apresentou melhor qualidade (Figura 15B), com exceção 

de alguns picos, onde o modelo apresentou melhor qualidade entre os resíduos 

nas posições 20 (Pro24 do modelo e Pro29 do molde - Prolina) e 30 (His54 – 

Histidina do modelo e Gly39 - Glicina), 40 (Pro64 do modelo e Met49 do molde - 

Metionina) e 50 (Ile74 – Isoleucina do modelo e Leu59 do molde - Leucina), 150 

(Tyr174 do modelo e Tyr159 do molde - Tirosina) e 160 (Lys184 – Lisina do 

modelo e Arg169 do molde); e uma região entre as posições 120 (Arg144 do 

modelo e Arg129 do molde) e 140 (Ser164 do modelo e Asn149 do molde - 

Asparagina). Foram observados gaps na posição 67 do molde (Gly76) e na 

posição 73 do modelo (Arg97) (Figura 15B). 

O valor médio de DOPE score para a subunidade β3 do molde foi de -

0,040; enquanto as subunidades α1 e γ2 do modelo foram aproximadamente -

0,037. Quanto menor (e consequentemente, mais negativo) for o valor de DOPE 

score mais o modelo é correlacionado com modelos nativos. 
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Figura 15: Perfil de DOPE score da subunidade β3 do cristal homopentâmero (PDB ID: 4COF) e 
subunidades do modelo heterodimérico construído. A) Perfil de DOPE score de uma subunidade 
β3 do cristal homopentâmero (PDB ID: 4COF) (vermelho) e a subunidade α1 do modelo 
heterodimérico construído (azul). B) Perfil de DOPE score de uma subunidade β3 do cristal 
homopentâmero (PDB ID: 4COF) (vermelho) e a subunidade γ2 do modelo heterodimérico 
construído (azul).  Para a construção destes gráficos, foi utilizado o programa Modeller 186 

 

4.1.2. Modelo GABAA pentamérico 
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Após a construção do modelo do receptor GABAA com apenas as 

subunidades α1 e γ2, foi realizada a construção do modelo deste receptor com 

suas cinco subunidades alternando entre: γ2-α1-β2-α1-β2 (Figura 16). Cada 

isoforma possui entre 331 e 335 resíduos e um domínio transmembranar, 

formado por quatro α-hélices na região C-terminal. Assim como o modelo 

dímero, este modelo é desprovido de loops intracelulares, e o sítio de ligação 

dos benzodiazepínicos é recoberto por uma β-hairpin.   

A cavidade central deste modelo possui um volume de 18.481Å3. A abertura 

extracelular distal possui um diâmetro máximo de 26,9Å, enquanto a abertura 

proximal à membrana mede 26Å e a abertura intracelular é de 12Å. O valor de 

RMSD do C-alfa entre o modelo construído e o receptor α1β2γ2 humano (PDB ID: 

6D6U) foi de 1,841Å; e entre o modelo produzido e o molde (PDB ID: 4COF) foi 

de 1,371Å. Tanto o molde, quanto os modelos gerados estão na conformação 

aberta. 

Primeiramente, dentre os modelos construídos, foi selecionado o modelo 

com o menor valor de DOPE score. Durante a etapa de otimização estrutural do 

modelo gerado, foi observada uma redução de energia potencial, variando de -

5,5e+04, a -6,0e+05 Kcal/mol. 

O modelo construído e otimizado apresentou um potencial da superfície 

eletrostática variado (Figura 16). A porção extracelular, incluindo a região N-

terminal, apresentou um perfil predominantemente eletropositivo, com exceção 

de algumas regiões perto das α-hélices transmembranares. O sítio de ligação 

dos benzodiazepínicos, localizado na região extracelular, apresentou um 

potencial eletrostático de superfície mais negativo (Figura 16). 
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Figura 16: Representações do modelo heteropentamérico do receptor GABAA (γ2α1β2α1β2). 
(Esquerda) A cadeia azul corresponde à subunidade γ2; as cadeias verde e amarela 
correspondem às subunidades α1; as cadeias rosa e vermelha correspondem às subunidades 
β2. O círculo vermelho demarca o sítio clássico dos benzodiazepínicos. (Direita) O potencial 
eletrostático de superfície do modelo pentamérico e do sítio de ligação dos benzodiazepínico em 
detalhes. Os átomos estão coloridos de acordo com suas cargas, variando entre 2,0 (azul) e -2,0 
(vermelho) de potencial eletrostático em kT/е. A linha tracejada demarca a divisão da região 
intracelular e da extracelular. 

 

A análise estereoquímica do modelo final avaliada utilizando o servidor 

ERRAT indicou uma melhora de 33% do fator de qualidade comparado com o 

modelo inicial (Tabela 3). Também foi observada uma melhoria nos gráficos de 

Ramachandran obtidos pelo servidor PROCHECK (Tabela 3), apresentando um 

leve aumento do número de resíduos nas regiões favoráveis, com mais de 93% 

dos resíduos nestas regiões, e redução nas regiões permitidas e desfavoráveis. 

Intracelular

Extracelular

Transmembranar

(kT/е)



 
 

69 

 

 

Tabela 3: Avaliação da qualidade estereoquímica do modelo utilizando Ramachandran e 
ERRAT 

Modelo 
Ramachandran ERRAT 

(Fator de Qualidade) R11 R22 R33 

γ2α1β2 93,9% 5,0% 1,1% 68,58% 

γ2α1β2 – Otimizados 94,0% 4,9% 1,1% 90,44% 

γ2α1β2 - Otimizado e Loops 

refinados 
96,8% 2,6% 0,6% 91,40% 

Cristal da literatura 47 (PDB ID: 

4COF) - Molde 
96,6% 3,4% 0,0% 95,09% 

Cristal da literatura 84 (PDB ID: 

6D6U) 
96,5% 3,5% 0,0% 78,47% 

Resultados obtidos a partir da avaliação da qualidade estereoquímica do modelo pentamérico, 
realizado em três etapas: (1) modelo inicial gerado pelo Modeller; (2): modelo otimizado pelo 
GROMACS; (3): modelo com os loops refinados pelo servidor ModLoop. R1: referente as regiões 
favoráveis. R2: referente as regiões permitidas. R3: referente a regiões desfavoráveis. 

 

Os cristais (PDB IDs: 4COF e 6D6U) e o modelo construído apresentaram 

similaridade entre perfis de DOPE score per-resíduos (Figura 17 e Figura 18), 

sugerindo uma boa qualidade do modelo. O perfil da subunidade α1 do modelo e 

β3 do molde 4COF apresentaram semelhanças, no formato dos picos e na 

qualidade, principalmente na região N-terminal, aproximadamente até o resíduo 

na posição 60 (Asp71 do modelo e Asp69 do molde 4COF), e na região C-

terminal, aproximadamente a partir do resíduo na posição 210 (Lys221 do 

modelo e Gly219 do molde 4COF). Na região entre estas posições houve 

alternância quanto à estrutura com melhor qualidade (Figura 17A). Assim como 

na subunidade α1 do modelo, os perfis de DOPE score per-resíduo das 

subunidades γ2 do modelo e β3 do molde 4COF também foram similares nas 

regiões N-terminal e C-terminal (Figura 17C). A subunidade γ2 do modelo e a 

subunidade β3 do molde apresentaram perfis de DOPE score per-resíduo 

altamente semelhantes, com formatos dos picos similares, como era esperado 

por terem uma alta identidade (89,24%). Curiosamente, na região C-terminal, 

aproximadamente a partir do resíduo 310 (Tyr334 do modelo e Trp426 do molde 
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4COF- Triptofano), ocorreu um decaimento inesperado da qualidade do modelo 

construído, porém como se tratava de uma α-hélice transmembranar, não houve 

qualquer prejuízo para a construção do modelo (Figura 17B). 

Quanto à comparação entre os perfis das subunidades β2 do modelo 

construído e da estrutura do receptor α1β2γ2 humano (PDB ID: 6D6U) (Figura 

18), podemos observar que foram mais semelhantes do que a comparação 

anterior (Figura 17); principalmente quanto ao formato dos picos e a qualidade. 

Na comparação das subunidades α1 do modelo e do receptor α1β2γ2 humano, 

observamos que em algumas sequências de resíduos, a estrutura 6D6U possui 

melhor qualidade, como nos picos que estão localizados aproximadamente nas 

posições 40 (Pro51 do modelo e Ser49 do molde 6D6U), 100 (Met111 do modelo 

e Ala109 do molde 6D6U) e 270 (Tyr281 do modelo e Lys279 do molde 6D6U) 

(Figura 18A). Já as subunidades β2 apresentaram menos picos com diferenças 

mais claras de qualidade, como nas proximidades nas posições Val100 (Valina) 

e Gly210 (Glicina) (Figura 18B). A maior semelhança entre os perfis das 

subunidades do modelo com as da estrutura 6D6U (Figura 18B), comparado com 

as do 4COF (Figura 17), é bastante nítida e procedente; uma vez que a primeira 

comparação foi feita entre as mesmas subunidades (α1, β2 e γ2), enquanto a 

última comparação é realizada com a subunidade β3 do 4COF. 

  



 
 

71 

 

 

 



 
 

72 

 

 

Figura 17: Perfil de DOPE score da subunidade β3 do cristal homopentâmero (PDB ID: 4COF) e 
subunidades do modelo heteropentâmero construído. A) Perfil de DOPE score de uma 
subunidade β3 do cristal homopentâmero (PDB ID: 4COF) (vermelho) e a subunidade α1 do 
modelo heteropentâmero construído (azul). B) Perfil de DOPE score de uma subunidade β3 do 
cristal homopentâmero (PDB ID: 4COF) (vermelho) e a subunidade β2 do modelo 
heteropentâmero construído (azul). C) Perfil de DOPE score de uma subunidade β3 do cristal 
homopentâmero (PDB ID: 4COF) (vermelho) e a subunidade γ2 do modelo heteropentâmero 
construído (azul). 
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Figura 18: Perfil de DOPE score das subunidades do receptor humano α1β2γ2 (PDB ID: 6D6U) e 
do modelo heteropentâmero construído. A) Perfil de DOPE score da subunidade α1 do receptor 
humano α1β2γ2 (PDB ID: 6D6U) (vermelho) e do modelo heteropentâmero construído (azul). B) 
Perfil de DOPE score da subunidade β2 do receptor humano α1β2γ2 (PDB ID: 6D6U) (vermelho) 
e do modelo heteropentâmero construído (azul). C) Perfil de DOPE score da subunidade γ2 do 
receptor humano α1β2γ2 (PDB ID: 6D6U) (vermelho) e do modelo heteropentâmero construído 
(azul). 
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De maneira geral, os resultados descritos acima indicam que o modelo 

gerado é confiável para ser utilizado em análises em ensaios de docking 

molecular. 

 

4.2. Comparação dos modelos com a literatura 

Para fins comparativos, foram feitas diferentes análises entre os modelos 

construídos neste projeto e os obtidos na literatura disponível. 

 

4.2.1. Dímero 

Recentemente, Richter e colaboradores construíram um modelo do 

receptor GABAA constituído somente pelas subunidades α1γ2, por modelagem 

comparativa 148. Em seu trabalho, utilizaram seis estruturas proteicas ligadas à 

acetilcolina (PDB ID: 1I9B, 1UW6, 2BYN, 2BYQ, 2BYR e 2BYS) 74,187,188 e duas 

estruturas receptoras nicotínicas de acetilcolina (PDB ID: 2BG9 e 2QC1) 76,189 

como moldes, uma vez que não havia estrutura disponível do receptor GABAA. 

Foram realizadas comparações entre o modelo constituído por duas 

subunidades com o modelo construído por Richter e colaboradores; pois ambos 

os modelos são constituídos pelas subunidades α1γ2. Entretanto, vale ressaltar 

que o modelo construído por Richter e colaboradores foi baseado em sequências 

de proteínas humanas 148. 

O valor de RMSD do C-alfa entre o modelo construído e o modelo 

disponível na literatura foi de 1,08Å. Foi realizada uma análise estereoquímica 

do modelo da literatura utilizando o servidor ERRAT e foi observado que o 

modelo depositado na literatura apresentou um valor inferior de 13,9% do fator 

de qualidade comparado com o modelo construído otimizado. Os gráficos de 

Ramachandran obtidos pelo servidor PROCHECK também mostraram maior 

qualidade estereoquímica do modelo construído comparado com o encontrado 

na literatura (Tabela 2). Esses resultados mostram que a metodologia utilizada 

obteve resultados significativos, comparando com o modelo encontrado na 

literatura. Entretanto, deve ser levado em conta que o modelo construído neste 

projeto teve como molde uma estrutura do receptor GABAA, enquanto o modelo 
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construído por Richter e colaboradores foi baseado em outras proteínas 

similares. 

 

4.2.2. Pentâmero 

Foram realizadas comparações entre o modelo construído com cinco 

subunidades e o molde utilizado na sua construção (PDB ID: 4COF) e o cristal 

recém-publicado receptor GABAA de humano (PDB ID: 6D6U). O valor de RMSD 

do C-alfa entre o modelo e o cristal correspondente ao receptor GABA humano 

(PDB ID: 6D6U) foi 1,841Å; enquanto entre o modelo e o molde (PDB ID: 4COF) 

foi 1,371Å. As análises do servidor ERRAT apontaram uma diferença 

significativa entre o cristal do receptor GABAA humano (PDB ID: 6D6U) com o 

modelo criado e o molde utilizado (PDB ID: 4COF); porém o valor de fator de 

qualidade entre o modelo criado e o molde foi similar, com uma diferença de 

3,69% (Tabela 3).  

Quanto aos valores do gráfico de Ramachandran, foi observada pouca 

diferença entre as três estruturas (Tabela 3); variando até 0,3% nas regiões 

favoráveis, 0,9% nas regiões permitidas e 0,6% nas regiões desfavoráveis. Vale 

ressaltar que a comparação é feita entre espécies diferentes, uma vez que tanto 

o cristal heteropentamérico (PDB ID: 6D6U), quanto o cristal β3 

homopentamérico (PDB ID: 4COF) são oriundos de humanos; enquanto na 

construção do modelo foram utilizadas sequências de Mus musculus. 

 

4.3. Sítio ativo dos benzodiazepínicos 

Anterior às simulações de docking molecular do diazepam e compostos 

de coordenação, foi realizada a predição dos resíduos que delimitam o sítio de 

ligação dos benzodiazepínicos do modelo construído (Figura 19). Os resíduos 

preditos da subunidade α1 foram: Phe99(α1), His101(α1), Gly157(α1), Ser158(α1), 

Tyr159(α1), Val202(α1), Gln203(α1), Ser204(α1), Ser205(α1), Thr206(α1), 

Gly207(α1), Tyr209(α1), Val210(α1), Val211(α1), Asp56(γ2), Tyr58(γ2), Val59(γ2), 

Phe77(γ2), Ala79(γ2), Met130(γ2), Leu140(γ2), Thr142(γ2), Lys184(γ2), Arg185(γ2) 

e Asp192(γ2). A cavidade apresenta um potencial de superfície principalmente 
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negativo (Figura 16), e vários resíduos aromáticos fazem parte dela: Tyr58(γ2), 

Phe77(γ2), Phe99(α1), Tyr159(α1) e Tyr209(α1). 

  

 

Figura 19: Representação do sítio de ligação dos benzodiazepínicos do modelo 
heteropentamérico do receptor GABAA (γ2α1β2α1β2). A cadeia azul corresponde à subunidade γ2 
e a cadeia verde corresponde à subunidade α1. 

 

No trabalho publicado por Richter e colaboradores 148, com seu modelo 

foram realizadas simulações de docking molecular com o diazepam. Eles 

observaram que o diazepam interagia com os resíduos: His101(α1), Tyr131(α1), 

Val202(α1), Ser204(α1), Thr206(α1), Tyr209(α1) e Val211(α1), Phe77(γ2), 

Ala79(γ2) e Thr142(γ2) (Figura 20). Com exceção do resíduo Tyr131(α1), todos 

estes resíduos foram preditos no sítio de ligação dos benzodiazepínicos do 

modelo construído neste trabalho. 
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Figura 20: Mapa de interação do diazepam no receptor dímero GABAA construído por Richter e 
colaboradores (Richter et al., 2012), gerado pelo LigPlot+. O modelo e o ligante foram obtidos 
nos arquivos suplementares da publicação por Richter e colaboradores (Richter et al., 2012). 

 

O cristal do receptor GABAA humano (PDB ID: 6D6U) recentemente 

publicado 84 está complexado com o flumazenil, se tratando de um antagonista 

do sítio dos benzodiazepínicos. Assim como o diazepam, o flumazenil também 

possui um anel benzeno e um anel diazepínico de sete membros, formando o 

anel 1-4 benzodiazepina. No caso do flumazenil, há a um átomo de flúor 

associado ao carbono da posição sete deste anel; enquanto o diazepam possui 

um átomo de cloro nesta mesma posição (Figura 21). Nesta publicação, foi 

observado que o flumazenil interage com os resíduos: His101(α1); Tyr159(α1); 

Ser204(α1); Ser205(α1), Tyr209(α1), Tyr58(γ2); Phe77(γ2); Ala79(γ2) e Thr142(γ2); 

além disso, realizou interações específicas de ligação de hidrogênio com 

His102(α1) (corresponde ao resíduo His101(α1)) e com Thr142(γ2), e também  

uma interação π-stacking com o resíduo Tyr210(α1) (corresponde ao resíduo 

Tyr209(α1)) (Figura 22) 84.  

A ligação de hidrogênio com His102(α1) (corresponde ao resíduo 

His101(α1)) foi realizada com o flúor do flumazenil, destacando a importância 

desse resíduo na ligação com ligantes da classe dos benzodiazepínicos, e 
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incluindo seus antagonistas, como o flumazenil, corroborando com os achados 

da literatura. 

 

Figura 21: Estrutura bidimensional dos ligantes. 1) Diazepam. 2) Flumazenil. 

 

 

Figura 22: Mapa de interação gerado pelo LigPlot+ do flumazenil no receptor GABAA humano 
(PDB ID: 6D6U), retirado diretamente da literatura (Zhu et al., 2018). A ordem dos resíduos 
pertencentes à subunidade α1 não estão alinhados ao modelo construído neste trabalho, portanto 
os resíduos  His102(α1), Tyr160(α1), Ser205(α1), Ser206(α1) e Tyr210(α1), correspondem aos 
resíduos His101(α1), Tyr159(α1), Ser204(α1), Ser205(α1) e Tyr209(α1). Os resíduos Tyr58, Phe77, 
Ala79 e Thr142 pertencem à subunidade γ2. 
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Posteriormente, foi realizado um alinhamento entre as sequências das 

subunidades α1 e γ2 do modelo com as sequências correspondentes da estrutura 

cristalográfica heteropentamérica de humano, mostrando a conservação dos 

resíduos preditos no sítio dos benzodiazepínicos, entre diferentes espécies, 

humano e camundongo (Figura 23). 
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Figura 23:  Alinhamento das sequências das subunidades α1 (A) e γ2 (B) do modelo GABAA com o cristal heteropentamérico humano (PDB ID: 6D6U). Foi 
utilizado o servidor Clustal Ômega. As setas em vermelho indicam os resíduos preditos do sítio dos benzodiazepínicos do modelo construído, utilizando o 
programa FPocket. 

B
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Como mencionado nas sessões anteriores, o modelo foi construído 

baseado em sequências proteicas da espécie Mus musculus, enquanto o cristal 

heteropentamérico (PDB ID: 6D6U) é oriundo de humano; portanto alguns 

resíduos que compõem o sítio dos benzodiazepínicos no modelo construído 

foram comparados a este cristal do receptor GABAA humano analisando o RMSD 

do C-alfa (Tabela 4). 

Após as modificações necessárias nas cadeias laterais dos resíduos 

preditos e o processo de otimização, foi realizada uma análise dos valores de 

RMSD do C-alfa destes resíduos no modelo gerado comparando com o cristal 

humano. Foram observados valores de RMSD inferiores a 1,0Å e uma redução 

destes valores quando comparados aos valores de RMSD das cadeias laterais 

antes das suas modificações (Tabela 4) (Figura 24). Foi observado que os 

resíduos Ser204(α1) e Thr142(γ2), as cadeias laterais sofreram rotações para o 

interior do sítio de ligação (Figura 24). 

Tabela 4: Valor de RMSD dos resíduos do sítio dos BZDs entre o modelo e o PDB ID: 6D6U, 
antes e depois do processo de otimização das cadeias laterais. 

RMSD (C-α): modelo x PDB ID: 6D6U 

 Antes Depois 

His101(α1) 1,175 Å 0,273 Å 

Tyr159(α1) 0,184 Å 0,155 Å 

Ser204(α1) 0,593 Å 0,192 Å 

Ser205(α1) 0,744 Å 0,603 Å 

Tyr209(α1) 0,885 Å 0,789 Å 

Tyr58(γ2) 0,144 Å 0,153 Å 

Phe77(γ2) 0,684 Å 0,699 Å 

Ala79(γ2) 0,230 Å 0,240 Å 
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Thr142(γ2) 1,012 Å 0,125 Å 

 

 

 

Figura 24: Representação do sítio de ligação dos BZDs do GABAA. Em cobre, os resíduos do 
modelo; em azul, os resíduos do cristal heteropentamérico (PDB ID: 6D6U). 

 

A técnica de modelagem comparativa foi de crucial importância na 

construção de modelos dimérico e heteropentamérico do receptor GABAA, a 
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partir de uma estrutura cristalográfica β3 homopentamérica, permitindo realizar 

análises estruturais desses modelos.  

As avaliações quanto à qualidade do modelo, quando comparadas ao 

modelo da literatura e as estruturas cristalográficas, mostram uma qualidade 

satisfatória do modelo construído, sugerindo seu uso em estudos estruturais, 

incluindo técnicas de docking molecular de pequenas moléculas. 

 

4.4. Construção dos ligantes 

Neste trabalho foram construídos cinco compostos de coordenação 

derivados do diazepam associados a átomos de paládio (Figura 8), se baseando 

no trabalho de Barros e colaboradores (2016) 129. Dos ligantes derivados de 

paládio utilizados neste trabalho, dois possuem dois átomos de paládio; em um 

deles, nomeado como [(DZP)PdCl]2, os átomos de paládio estão associados a 

átomos de cloro; no outro composto de coordenação, nomeado como 

[(DZP)PdOAc]2, os átomos de paládio estão associados a grupos acetato. Os 

outros três compostos de coordenação possuem apenas um átomo de paládio 

em suas estruturas; no ligante denominado como [(DZP)PdOAcPPh3], o átomo 

de paládio está associado a um grupo acetato e possui trifenilfosfina na sua 

composição; no [(DZP)PdClPPh3], o paládio está associado a íon cloro e 

também possui trifenilfosfina na sua estrutura; e por fim, o átomo de paládio do 

[(DZP)PdClPy] está associado a íon cloro e possui uma piridina na sua 

composição. 

Foram calculadas as cargas parciais dos átomos de paládios para cada 

composto de coordenação: [(DZP)PdOAcPPh3]: 0,217e; [(DZP)PdClPPh3]: 

0,152e; [(DZP)PdClPy]: -0,037e; [(DZP)PdCl]2: 0,211e e 0,218e; [(DZP)PdOAc]2: 

0,202e e 0,202e. Para tal fim, foi utilizado o programa Gaussian09 179.  

Após o cálculo das cargas parciais de cada ligante pelo Gaussian09, foi 

notado que a soma dessas cargas, incluindo as do paládio, foi excedente, 

tornando os ligantes carregados positivamente. Para resolver este problema, os 

excessos de cargas foram distribuídos homogeneamente entre todos os átomos, 

resultando em pequenas variações em relação às cargas originais calculadas 
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pelo método Gaisteiger. Por fim, os valores finais dos átomos de paládio para 

cada composto de coordenação foram: [(DZP)PdOAcPPh3]: 0,212; 

[(DZP)PdClPPh3]: 0,148; [(DZP)PdClPy]: -0,018; [(DZP)PdCl]2: 0,216 e 0,223; 

[(DZP)PdOAc]2: 0,194 e 0,194.   

Após o processo de otimização, todos os cinco compostos de 

coordenação apresentaram uma geometria de quadrado planar. Nos complexos 

metálicos com dois átomos de paládio, os átomos de cloro ([(DZP)PdCl]2) e dois 

oxigênios do grupamento acetato ([(DZP)PdOAc]2) ligados aos átomos de 

paládio sofreram hibridização. Nos ligantes [(DZP)PdOAcPPh3] e 

[(DZP)PdClPPh3], o átomo de fósforo do grupamento trifenilfosfina também 

sofreu hibridização. Em todos os complexos metálicos, o nitrogênio do anel 1-4 

benzodiazepina ligando com paládio também passou por um processo de 

hibridização. 

 

4.5. Ensaios de docking molecular 

O diazepam e os compostos de coordenação foram submetidos a ensaios 

de docking molecular no sítio de ligação dos benzodiazepínicos.  

As poses dos ensaios de docking molecular de cada ligante foram 

agrupadas em clusters conformacionais usando um raio de corte de 2,0Å, e as 

médias das energias de interação foram calculadas. Após as simulações, foram 

selecionados os cinco clusters com as menores energias médias.  Dentro destes 

clusters, foram analisados os modos de interação destes ligantes, observando a 

orientação do átomo de cloro associado ao anel 1-4 benzodiazepina do 

diazepam e dos compostos de coordenação com a His101(α1) do sítio de ligação 

dos BZDs do modelo. Para cada simulação, dentro do cluster escolhido, foi 

analisado o perfil de interação destes ligantes com os resíduos do sítio de ligação 

dos BZDs, utilizando os programas LigPlot+ e PLIP. 
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4.5.1. Re-docking e cross-docking 

 Os ensaios de re-docking mostraram que o flumazenil interagiu 

diretamente com treze resíduos: Phe99(α1), His101(α1), Ser158(α1), Tyr159(α1), 

Ala160(α1), Ser204(α1), Ser205(α1), Thr206(α1), Tyr209(α1), Tyr58(γ2), 

Phe77(γ2), Met130(γ2) e Thr142(γ2) (Figura 25); englobando todos os nove 

resíduos preditos no modelo publicado na literatura. Além disso, foram 

observadas quatro interações específicas: π-stacking com o resíduo Tyr209(α1); 

uma ligação de hidrogênio com Ala160(α1) e duas com Thr206(α1) (Tabela 5). 

Foi calculado o valor de RMSD entre o flumazenil do re-docking e o flumazenil 

complexado com o cristal heteropentamérico humano (6D6U), e foi encontrado 

o valor de 0,57Å. 

 

Figura 25:  Mapas de interação do re-docking do flumazenil com o receptor GABAA α1β2γ2 (PDB 

ID: 6D6U). Os resíduos marcados com ‘a1’ pertencem à subunidade α1 e os resíduos marcados 
com ‘g2’ pertencem à subunidade γ2. 

 

Tabela 5: Interações específicas do re-docking 

Interações π-stacking Ligações de Hidrogênio 

 Resíduo 
Distância 

(Å) 
Doador Aceptor 

Distância 

(Å) 

Re-docking Tyr209(α1) 3,6 Ala160(α1):NA O2:lig 1,8 
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Thr206(α1):NA N2:lig 2,5 

Thr206(α1):O3 O2:lig 2,0 

Interações detectadas pelo servidor PLIP para re-docking do flumazenil com o receptor GABAA 

α1β2γ2 (PDB ID: 6D6U). Lig se refere ao ligante em questão. 

 Os ensaios de cross-docking apresentaram as interações com dez 

resíduos: His101(α1), Ser158(α1), Tyr159(α1), Ser204(α1), Tyr209(α1), Tyr58(γ2), 

Phe77(γ2), Ala79(γ2), Met130(γ2) e Thr142(γ2). Assim como nos ensaios de re-

docking, todos os resíduos preditos na literatura também foram observados nas 

simulações de cross-docking (Figura 26). As interações específicas reportadas 

pelo servidor PLIP foram: π-stacking com Phe77(γ2) e ligação de hidrogênio com 

Thr142(γ2) (Tabela 6).  

 

 

Figura 26: Mapas de interação do cross-docking do flumazenil com o modelo construído 
otimizado. Os resíduos marcados com ‘a1’ pertencem à subunidade α1 e os resíduos marcados 
com ‘g2’ pertencem à subunidade γ2. 
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Tabela 6: Interações específicas do cross-docking 

Interações π-stacking Ligações de Hidrogênio 

 Resíduo 
Distância 

(Å) 
Doador Aceptor 

Distância 

(Å) 

Cross-

docking 
Phe77(γ2) 4,1 Thr142(γ2):O3 O3:lig 2,0 

Interações detectadas pelo servidor PLIP para cross-docking do flumazenil com o com o modelo 

construído otimizado. Lig se refere ao ligante em questão. 

Foram calculados os valores de RMSD entre as poses do re-docking 

(Figura 27) e cross-docking (Figura 28) com o complexo cristalográfico (PDB ID: 

6D6U). O cálculo foi realizado com as proteínas superpostas no VMD (Visual 

molecular dynamics) 190 e calculado o RMSD dos ligantes em função dos cristais.  

 O valor de RMSD reportado foi de 2,6Å para o ensaio de re-docking. 

Apesar do valor consideravelmente alto de RMSD, é possível observar que os 

átomos de flúor do complexo e do re-docking estão voltados para a mesma 

direção, entretanto os anéis diazepínico e benzeno estão voltados para direções 

opostas (Figura 27); além disso, é importante ressaltar que o perfil de interação 

da pose de re-docking com o sítio dos BZDs, apresentado pelo programa 

LigPlot+ (Figura 25) é similar ao perfil de interação apresentado na literatura 

(Figura 22). 
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Figura 27: Pose do flumazenil complexado ao cristal heteropentamérico humano (PDB ID: 
6D6U), em azul. E o seu re-docking, em cobre. 

 

 O valor de RMSD obtido entre o cross-docking e docking e o complexo 

cristalográfico do flumazenil como receptor heteropentamérico humano (PDB ID: 

6D6U) foi de 3,1Å. É possível observar que o átomo de flúor do flumazenil 

complexado e da simulação de cross-docking estão voltados para a mesma 

direção (Figura 28). Os anéis benzeno e diazepínico também estão em direções 

similares. O perfil de interação da pose de cross-docking com o sítio dos 

benzodiazepínicos, apresentado pelo programa LigPlot+ (Figura 26) é similar 

com o perfil de interação apresentado na literatura (Figura 22). 
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Figura 28: Pose do flumazenil complexado ao cristal heteropentamérico humano (PDB ID: 
6D6U), em azul. E o seu cross-docking com o modelo heteropentamérico construído, em cobre. 

 

4.5.2. Diazepam 

Nas simulações de docking molecular com o diazepam, o cluster 

escolhido apresentou a menor energia de ligação média, com valor de -6,9±0,3 

kcal/mol (Tabela 7).  
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Tabela 7: Estimativa de energia de ligação do diazepam. 

Diazepam 

Cluster n° de poses 
Melhor 

(kcal/mol) 

Média 

(kcal/mol) 

1 3 -7,0 -6,9±0,3 

2 5 -6,7 -6,5±0,3 

3 31 -6,6 -6,1±0,2 

4 3 -6,4 -6,2±0,1 

5 28 -6,2 -5,7±0,3 

Informações resumidas dos cinco melhores clusters dos ensaios com o diazepam.  Melhor: 

energia de ligação da melhor pose do respectivo cluster; Média: média e desvio padrão da 

energia de ligação do cluster correspondente. 

O servidor LigPlot+ reportou que o diazepam interagiu com os resíduos: 

His101(α1), Ser158(α1), Tyr159(α1), Ser204(α1), Tyr209(α1), Val211(α1), 

Tyr58(γ2), Phe77(γ2) e Thr142(γ2) (Figura 29). O servidor PLIP, em conjunto com 

o programa PyMol, auxiliaram na representação da interação da pose escolhida 

do ligante com os resíduos (Figura 30).  
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Figura 29: Mapa de interação do diazepam. Os resíduos marcados com ‘a1’ pertencem à 
subunidade α1 e os resíduos marcados com ‘g2’ pertencem à subunidade γ2. 

 

 

Figura 30: Análise das interações da pose escolhido do diazepam. Linhas tracejadas verdes 
representam interações π-stacking, prevista pelo servidor PLIP. 
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Comparando com os resultados observados por Richter e colaboradores 

148, observamos a interação de sete resíduos em comum: His101(α1), 

Ser204(α1), Thr206(α1), Tyr209(α1), Val211(α1), Phe77(γ2) e Thr142(γ2) (Figura 

20). Vale ressaltar que nos dois perfis de interação, o átomo de cloro do ligante 

interagiu com a His101(α1). 

Já a comparação com o flumazenil complexado ao receptor GABAA 

humano observamos sete resíduos em comum: His101(α1), Tyr159(α1), 

Ser204(α1), Tyr209(α1), Tyr58(γ2), Phe77(γ2) e Thr142(γ2) (Figura 22). 

Os resultados obtidos pelo servidor PLIP mostram que o diazepam formou 

interação π-stacking com os resíduos Tyr58(γ2) e His101(α1) (Tabela 8: Tabela 

8) (Figura 30), sendo que estes dois resíduos interagiram com o flumazenil 

complexado, e apenas o His101(α1) interagiu no complexo com o modelo 

dimérico. Esse resultado reforça a importância do resíduos His101(α1) na 

interação dos benzodiazepínicos clássicos com o seu sítio de ligação no receptor 

heteropentamérico GABAA, como já descrito na literatura 32,65.  

Tabela 8: Interações específicas do diazepam. 

Interações π-stacking 

 Resíduo Distância (Å) 

Diazepam® 
Tyr58(γ2) 4,8 

His101(α1) 4,7 

Interações detectadas pelo servidor PLIP do ensaio do diazepam com o modelo pentamérico 

GABAA. Foi avaliada a pose mais bem ranqueada do cluster escolhido. 

 

4.5.3. Compostos de coordenação com um átomo de paládio 

Os clusters selecionados dos compostos de coordenação com um átomo 

de paládio [(DZP)PdOAcPPh3] e [(DZP)PdClPPh3] apresentaram energias de 

ligação média iguais (-8,3 kcal/mol para ambas) (Tabela 9). O cluster escolhido 

do composto de coordenação [(DZP)PdClPy] obteve uma energia de ligação 

média superior aos outros dois (-7,6 kcal/mol) (Tabela 9). 
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Tabela 9: Estimativa de energia de ligação dos compostos de coordenação 
com um átomo de paládio 

 [(DZP)PdOAcPPh3] [(DZP)PdClPPh3] 

Cluster n° de poses 
Melhor 

(kcal/mol) 

Média 

(kcal/mol) 
n° de poses 

Melhor 

(kcal/mol) 

Média 

(kcal/mol) 

1 1 -8,3 -8,3±0,0 1 -8,3 -8,3±0,0 

2 1 -7,7 -7,7±0,0 1 -8,2 -8,2±0,0 

3 10 -7,6 -7,2±0,1 6 -8,0 -7,1±0,3 

4 3 -7,6 -7,3±0,2 22 -7,9 -7,3±0,4 

5 2 -7,3 -6,9±0,1 16 -7,5 -6,8±0,2 

 [(DZP)PdClPy]  

Cluster n° de poses 
Melhor 

(kcal/mol) 

Média 

(kcal/mol) 
   

1 1 -7,6 -7,6±0,0    

2 5 -7,4 -7,0±0,0    

3 62 -7,3 -7,0±0,5    

4 9 -7,2 -6,5±0,1    

5 6 -7,1 -6,7±0,1    

Informações resumidas dos cinco melhores clusters dos ensaios com compostos de 

coordenação com um átomo de paládio.  Melhor: energia de ligação da melhor pose do 

respectivo cluster; Média: média e desvio padrão da energia de ligação do cluster correspondente. 

 

O programa LigPlot+ apontou que o [(DZP)PdOAcPPh3] interagiu com os 

resíduos: Tyr159(α1), Val202(α1), Gln203(α1), Ser204(α1), Ser205(α1), Tyr58(γ2), 

Phe77(γ2), Ala79(γ2), Thr142(γ2) e Asp192(γ2) (Figura 31); o composto de 

coordenação [(DZP)PdClPPh3] interagiu com os resíduos: Gln203(α1), 

Ser204(α1), Ser205(α1), Asp56(γ2), Met57(γ2), Tyr58(γ2), Phe77(γ2), Ala79(γ2), 

Thr142(γ2), Gly191 e Asp192(γ2) (Figura 32); e por fim, o [(DZP)PdClPy] interagiu 

com: Phe99(α1), Ser158(α1), Tyr159(α1), Ser204(α1), Thr206(α1), Tyr209(α1), 

Tyr58(γ2), Phe77(γ2) e Thr142(γ2) (Figura 33).  
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Figura 31: Mapa de interação do [(DZP)PdOAcPPh3]. Os resíduos marcados com ‘a1’ pertencem 
à subunidade α1 e os resíduos marcados com ‘g2’ pertencem à subunidade γ2. 

 

Figura 32: Mapa de interação do [(DZP)PdClPPh3]. Os resíduos marcados com ‘a1’ pertencem 
à subunidade α1 e os resíduos marcados com ‘g2’ pertencem à subunidade γ2. 
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Figura 33: Mapa de interação do [(DZP)PdClPy]. Os resíduos marcados com ‘a1’ pertencem à 
subunidade α1 e os resíduos marcados com ‘g2’ pertencem à subunidade γ2. 

 

O servidor PLIP, em conjunto com o programa PyMol, auxiliou na 

representação da interação das poses escolhidas dos três ligantes com os 

resíduos (Figura 34, Figura 35 e Figura 36). 
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Figura 34: Análise das interações da pose escolhida do [(DZP)PdOAcPPh3]. Linhas tracejadas 
verdes representam interações π-stacking, prevista pelo servidor PLIP. 

 

 
Figura 35: Análise das interações da pose escolhida do [(DZP)PdClPPh3]. Linhas tracejadas 

verdes representam interações π-stacking, prevista pelo servidor PLIP. 
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Figura 36: Análise das interações da pose escolhida do [(DZP)PdClPy]. Linhas tracejadas verdes 
representam interações π-stacking e linhas tracejadas azuis representam interações de ligações 
de hidrogênio, prevista pelo servidor PLIP. 

 

Comparando as interações dos compostos de coordenação com as do 

flumazenil complexado com o receptor humano 84 (Figura 22), observamos 

algumas semelhanças: [(DZP)PdOAcPPh3] com os resíduos Tyr159(α1), 

Ser204(α1), Ser205(α1), Tyr58(γ2), Phe77(γ2), Ala79(γ2) e Thr142(γ2); o 

[(DZP)PdClPPh3] com os resíduos Ser204(α1), Ser205(α1), Tyr58(γ2), Phe77(γ2), 

Ala79(γ2) e Thr142(γ2); e o [(DZP)PdClPy] com Tyr159(α1), Ser204(α1), 

Tyr209(α1), Tyr58(γ2), Phe77(γ2) e Thr142(γ2). Podemos destacar que os 

resíduos Ser204(α1), Tyr58(γ2), Phe77(γ2) e Thr142(γ2) estão presentes em 

todas estas interações.  

Diferente da pose do diazepam (Figura 29), todos os três ligantes com um 

átomo de paládio não apresentaram interação com a His101(α1), porém o átomo 

de cloro estava voltado para a porção da subunidade α1 (Figura 34, Figura 35 e 

Figura 36). Foi observado que por uma questão espacial, os grupamentos 

trifenilfosfinas presentes nos [(DZP)PdOAcPPh3] e [(DZP)PdClPPh3] estão 

localizados na porção externa do sítio, voltados para o solvente (Figura 34 e 

Figura 35). O grupamento trifenilfosfina do [(DZP)PdClPPh3] fez interação com 

a Gly191(γ2) (Figura 32), sendo um resíduo que não foi predito no sítio de ligação 

dos BZDs, corroborando a saída deste grupamento do sítio de ligação. O 
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[(DZP)PdClPy] apresentou o grupamento piridina também voltado para a porção 

externa do sítio de ligação, também realizando interação com a Gly191(γ2) 

(Figura 36). 

Apesar do valor superior de energia de ligação média comparado aos 

outros compostos de coordenação com um átomo de paládio, o [(DZP)PdClPy] 

apresentou o maior número de interações específicas: π-stacking com 

Tyr209(α1) e ligação de hidrogênio com Ser204(α1) e Tyr142(γ2) (Tabela 10). O 

[(DZP)PdOAcPPh3] apresentou duas interações π-stacking com Tyr58(γ2) e 

Phe77(γ2) (Tabela 10). O [(DZP)PdClPPh3] mostrou apenas uma interação 

específica π-stacking com o resíduo Tyr58(γ2) (Tabela 10). Estes resultados 

sugerem um destaque para as interações específicas com os resíduos Tyr58(γ2) 

e Phe77(γ2). 

Tabela 10: Interações específicas dos compostos de coordenação com um 

átomo de paládio 

Interações π-stacking Ligações de Hidrogênio 

 Resíduo 
Distância 

(Å) 
Doador Aceptor 

Distância 

(Å) 

[(DZP)PdOAcPPh3] 
Tyr58(γ2) 3,9 

-- 

-- 
Phe77(γ2) 4,1 

[(DZP)PdClPPh3] Tyr58(γ2) 4,0 

[(DZP)PdClPy] Tyr209(α1) 4,6 
Thr142(γ2):O3 O2:lig 2,4 

Ser204(α1):O3 N3:lig 2,3 

Interações detectadas pelo servidor PLIP do ensaio dos compostos de coordenação com um 

átomo de paládio com o modelo pentamérico GABAA. Foi avaliada a pose mais bem ranqueada 

do cluster escolhido. Lig se refere ao ligante em questão. 

O maior número de interações específicas das poses selecionadas dos 

compostos de coordenação com um átomo de paládio comparados às 

simulações com diazepam indicam que essas características podem estar 

influenciando diretamente na menor energia de afinidade destes ligantes. 

Em ambas análises de interações específicas, LigPlot+ e PLIP, foi 

observada a presença dos resíduos Tyr58(γ2) e Phe77(γ2) nos ensaios com 

compostos de coordenação com um átomo de paládio e com o diazepam. Estes 
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resultados reforçam a importância destes resíduos nas interações com os 

benzodiazepínicos. 

 

4.5.4. Compostos de coordenação com dois átomos de paládio 

Nos ensaios de docking molecular foi observado que o cluster selecionado 

do [(DZP)PdOAc]2 apresentou a menor energia de ligação média (-8,40 kcal/mol) 

entre todos os ligantes estudados; vale ressaltar que o cluster selecionado é o 

quinto cluster com a menor energia de ligação média (Tabela 11).  

Tabela 11: Estimativa de energia de ligação dos compostos de coordenação 
com dois átomos de paládio 

[(DZP)PdCl]2 

Cluster n° de poses 
Melhor 

(kcal/mol) 

Média 

(kcal/mol) 

1 34 -8,4 -8,0±0,2 

2 5 -8,3 -8,0±0,2 

3 137 -8,2 -7,9±0,4 

4 14 -8,0 -7,7±0,1 

5 6 -7,7 -7,5±0,1 

[(DZP)PdOAc]2 

Cluster n° de poses 
Melhor 

(kcal/mol) 

Média 

(kcal/mol) 

1 121 -9,3 -9,0±0,3 

2 10 -9,1 -8,7±0,1 

3 3 -8,8 -8,6±0,1 

4 14 -8,6 -8,4±0,3 

5 47 -8,6 -8,4±0,4 

Informações resumidas dos cinco melhores clusters dos ensaios com compostos de 

coordenação com dois átomos de paládio.  Melhor: energia de ligação da melhor pose do 

respectivo cluster; Média: média e desvio padrão da energia de ligação do cluster correspondente. 
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O destaque do quinto cluster dos ensaios de [(DZP)PdOAc]2  pode estar 

relacionado com o fato deste ligante ser capaz de realizar duas interações 

específicas: π-stacking com o resíduo Phe77(γ2) e ligação de hidrogênio com 

Ser204(α1) (Tabela 12). Além disso, um efeito adicional que pode estar envolvido 

com a ligação dos compostos de coordenação é a restrição conformacional da 

rotação do anel fenólico pelo complexo de paládio, possivelmente favorecendo 

a interação entre o ligante e o receptor.  

O cluster selecionado do [(DZP)PdCl]2 apresentou uma energia de ligação 

média superior ao outro ligante com dois átomos de paládio (-8,0±0,2 kcal/mol) 

(Tabela 11). Apesar da média de energia superior, este composto de 

coordenação apresentou duas interações específicas: π-stacking com o resíduo 

Tyr209(α1) e ligação de hidrogênio com Ser204(α1) (Tabela 12). 

Tabela 12: Interações específicas dos compostos de coordenação com dois 
átomos de paládio 

Interações π-stacking Ligações de Hidrogênio 

 Resíduo 
Distância 

(Å) 
Doador Aceptor 

Distância 

(Å) 

[(DZP)PdCl]2 Tyr209(α1) 4,8 Ser204(α1):O3 N3:lig 2,2 

[(DZP)PdOAc]2 Phe77(γ2) 4,0 Ser204(α1):O3 N3:lig 2,4 

Interações detectadas pelo servidor PLIP para [(DZP)PdCl]2 e [(DZP)PdOAc]2 com o modelo 

pentamérico GABAA. A pose mais bem ranqueada do cluster escolhido foi avaliada para cada 

ligante. Lig se refere ao ligante em questão. 

O mapa de interação do [(DZP)PdCl]2 indica interação com: Phe99(α1), 

His101(α1), Ser158(α1), Tyr159(α1), Ser204(α1), Ser205(α1), Thr206(α1), 

Asp56(γ2), Tyr58(γ2), Phe77(γ2), Thr142(γ2), Arg185(γ2), Val188(γ2), Glu189(γ2), 

Val190(γ2), Gly191(γ2) e Asp192(γ2) (Figura 37). 
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Figura 37: Mapa de interação do [(DZP)PdCl]2 Os resíduos marcados com ‘a1’ pertencem à 
subunidade α1 e os resíduos marcados com ‘g2’ pertencem à subunidade γ2. 

Segundo o LigPlot+, o composto de coordenação [(DZP)PdOAc]2 interagiu 

com os resíduos: Phe99(α1), His101(α1), Ser158(α1), Tyr159(α1), Gln203(α1), 

Ser204(α1), Ser205(α1),  Tyr58(γ2), Phe77(γ2) e Thr142(γ2) (Figura 38). 
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Figura 38: Mapa de interação do [(DZP)PdOAc]2 Os resíduos marcados com ‘a1’ pertencem à 
subunidade α1 e os resíduos marcados com ‘g2’ pertencem à subunidade γ2. 

Comparando o perfil de interação do [(DZP)PdCl]2 (Figura 37) com os 

achados de Richter e colaboradores 148 (Figura 20), observamos a interação com 

cinco resíduos em comum: His101(α1), Ser204(α1), Thr206(α1), Phe77(γ2) e 

Thr142(γ2). Enquanto comparando com o [(DZP)PdOAc]2 (Figura 38) foram 

detectados quatro resíduos em comum: His101(α1), Ser204(α1), Phe77(γ2) e 

Thr142(γ2). Vale ressaltar que nos dois perfis de interação, o átomo de cloro do 

ligante interagiu com a His101(α1) (Figura 37 e Figura 38). 

Algumas semelhanças são observadas comparando os dois compostos 

de coordenação com dois átomos de paládio com a interação do flumazenil 

complexado com o receptor humano (Figura 22) 84: His101(α1), Tyr159(α1), 

Ser204(α1), Ser205(α1), Tyr58(γ2), Phe77(γ2) e Thr142(γ2) (Figura 37 e Figura 

38).  

Comparando as interações do [(DZP)PdOAc]2 (Figura 38) com as do 

diazepam (Figura 29), podemos observar um modo de interação similar, 
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apresentando sete resíduos em comum: His101(α1), Ser158(α1), Tyr159(α1), 

Ser204(α1), Tyr58(γ2), Phe77(γ2) e Thr142(γ2). 

O servidor PLIP, auxiliado pelo programa PyMol, disponibilizou 

representações da interação das poses escolhidas dos dois compostos de 

coordenação com os resíduos do sítio de ligação dos BZDs (Figura 39 e Figura 

40). 

 

 

Figura 39: Análise das interações da pose escolhido do [(DZP)PdCl]2. Linhas tracejadas verdes 
representam interações π-stacking e linhas tracejadas azuis representam interações de ligações 
de hidrogênio, prevista pelo servidor PLIP. 
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Figura 40: Análise das interações da pose escolhido do [(DZP)PdOAc]2. Linhas tracejadas verdes 
representam interações π-stacking e linhas tracejadas azuis representam interações de ligações 
de hidrogênio, prevista pelo servidor PLIP. 

A pose escolhida do [(DZP)PdCl]2 mostrou um perfil divergente 

comparada às poses selecionadas dos outros compostos de coordenação 

estudados, apresentando quatro resíduos exclusivos: Arg185(γ2), Val188(γ2), 

Glu189(γ2) e Val190(γ2) (Figura 39) sugerindo que os compostos de 

coordenação derivados do diazepam com paládio podem interagir em outras 

porções do sítio dos benzodiazepínicos. A representação da pose do 

[(DZP)PdOAc]2 com o sítio de ligação dos BZDs (Figura 40) mostra que uma 

porção do segundo diazepam se encontra na porção externa do sítio de ligação, 

não apresentando interação com nenhum resíduo (Figura 38). 
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5. Conclusões 

O modelo gerado do receptor GABAA com a combinação mais comum, 

utilizando sequências de camundongos, apresentou uma qualidade superior às 

estruturas depositadas na literatura, como o dímero proposto por Richter e 

colaboradores 148 e o cristal heteropentâmero humano (PDB ID:6D6U) 84, 

segundo análises do ERRAT e Ramachandran. 

Nossos resultados de docking molecular indicam que os compostos de 

coordenação sintetizados por Barros e colaboradores (2016) 129 possuem 

afinidade semelhante pelo sítio de ligação dos BZDs, e até maior do que o 

diazepam. Além disso, foram identificados quatro resíduos que contribuem para 

a interação proteína-ligante, observados nas melhores poses, e corroboraram 

dados da literatura: His101(α1), Ser204(α1), Tyr58(γ2) e Phe77(γ2).  

Com base nas características estruturais dos ligantes nas simulações de 

docking, o átomo de paládio apresentou uma função de estabilidade estrutural 

sobre esses compostos de coordenação, servindo com uma ‘ponte’ entre dois 

compostos de diazepam ou o diazepam com outra estrutura química; 

consequentemente, o número de átomos quando comparado com o próprio 

diazepam é maior, levando a um aumento no número de interações com o 

receptor no sítio de benzodiazepínicos.  

 Em suma, os compostos de coordenação derivados da associação do 

diazepam com átomo de paládio apresentaram afinidade pelo sítio de ligação 

dos BZDs, corroborando os resultados descritos e sugestões propostas por 

Barros e colaboradores 129. 
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6. Perspectivas 

Diante dos resultados apresentados algumas perspectivas foram 

formuladas e algumas perguntas levantadas. Uma das propostas seria a 

aplicação deste método de docking molecular, utilizando o diazepam e os 

compostos de coordenação em outras combinações prevalentes do receptor 

GABAA. Uma vertente desta proposta é realizar a técnica de docking nos sítios 

clássico dos BZDs e em outros sítios de ligação detectados por programas de 

predição de sítios. 

 Uma das maiores limitações do projeto foi a falta de informações físico-

químicas do átomo de paládio, incluindo parâmetros para o campo de força deste 

átomo, impossibilitando realizar outras técnicas computacionais importantes, 

como dinâmica molecular. Caso haja a disponibilidade destas informações no 

futuro, uma das propostas é realizar simulações de dinâmica molecular. 

 Outra perspectiva seria a utilização de outros átomos de metal de 

transição, com o mesmo número de coordenação do paládio e que apresentem 

informações físico-químicas que possibilitem seu uso em outras técnicas 

computacionais, aumentando o espectro de observações e análises do 

comportamento destes ligantes. 
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