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RESUMO

A inflamacdo € relevante para o organismo, mas se patologica, compromete a qualidade de
vida dos individuos. Ciclooxigenases, COX, sdo enzimas que atuam em pProcessos
fisiolégicos, constitutivamente, no caso da Ciclooxigenase-1, COX-1, e inflamatoérios e/ou
patoldgicos, no caso da Ciclooxigenase-2, COX-2. Plantas da Chapada do Araripe podem
conter substancias ativas com propriedades anti-inflamatérias, como bowdenol e espatulenol,
que foram as moléculas escolhidas para este estudo. A docagem molecular consiste de
calculos teoricos que ddo suporte a experimentos em areas biolégicas. Docagens com uma e
outra macromolécula informam teoricamente como é a interacdo de certas substancias com
essas proteinas e fornecem dados que podem eleger possiveis candidatos a farmacos. O
substrato natural das COX, o acido araquidbnico e os anti-inflamatérios flurbiprofeno e
diclofenaco, néo seletivos, o meloxicam, com poder de inibicdo maior sobre a COX-2, e 0
seletivo celecoxib, denominados de ligantes originais, foram escolhidos para controle deste
trabalho. Inicialmente foi feita a redocagem dos ligantes originais nos seus respectivos sitios
de ligacdo. As estruturas dos receptores foram consideradas em trés situacdes: cristalizada,
com energia minimizada, e com energia minimizada e residuos flexiveis. No ultimo caso foi
feita ainda a docagem cruzada de cada ligante nos sitios dos demais. Em seguida os calculos
foram repetidos tendo o bowdenol e espatulenol como ligantes. Os valores de RMSD (desvio
médio quadratico) entre as estruturas das proteinas antes e apds minimizacdo foram baixos,
menores que 0,54, indicando grande semelhanca estrutural entre elas, enquanto que nos
ligantes foram abaixo de 2,0A, com excecdo do 4cido araquiddnico que foi superior a 2,0A na
COX-2. Na docagem cruzada, o desvio médio das energias de ligacdo foi de *1,7kcal/mol
para a COX-1 e +1,6kcal/mol para a COX-2. As energias de ligacdo obtidas considerando
residuos flexiveis foram, em média, inferiores aquelas que tem como alvo 0s receptores
rigidos (antes ou apds minimizacdo de energia). Para uma discussdo mais consistente,
baseando-se na qualidade das interagGes observadas, considerou-se no caso da COX-1 os
dados da docagem rigida com os receptores relaxados (p6s-minimizados). Para a COX-2,
foram considerados os dados da docagem flexivel e para as moléculas estudadas foram
consideradas as medias das energias das docagens flexiveis em cada COX. Bowdenol e
espatulenol mostraram-se estatisticamente equivalentes aos ligantes originais em termos de
energia de ligacdo, e assim podem ser considerados como possiveis anti-inflamatorios.
Sugere-se que sejam verificados os dados obtidos nesse estudo em comparagdo com dados de
experimentos in vitro e/ou in vivo.

Palavras-chave: Inflamagéo, Ciclooxigenases, Bowdenol, Espatulenol, Docagem molecular.



ABSTRACT

Inflammation is an important condition for the body, but if pathological, it can compromise an
individual’s quality of life. Cyclooxygenases, COX, are enzymes involved in physiological
processes, constitutively, in the case of Cyclooxygenase-1, COX-1, and inflammatory and/or
pathological, Cyclooxygenase-2, COX-2. Several plants from the Araripe Plateau may contain
active substances with anti-inflammatory properties, such as bowdenol and spathulenol,
which were chosen for this study. Molecular docking consists of theoretical calculations that
support experiments in biological areas. Docking small ligands to macromolecules allows
their interaction to be assessed, providing data that helps to spot potential drug candidates.
Arachidonic acid, a natural substrate of COX, nonselective anti-inflammatory drugs
(flurbiprofen and diclofenac), meloxicam, a stronger COX-2 inhibitor, and celecoxib (a COX-
2 selective ligand), namely original ligands, were chosen for this work. Firstly, original
ligands were redocked to their respective binding sites, with receptor structures considered
under three different conditions: crystallized form, energy minimized geometry, and energy
minimized geometry with flexible residues. For the latter condition, cross-docking was also
performed for each ligand into each other’s sites. Then, docking calculations were carried out
again, using bowdenol and spathulenol as ligands. The RMSD (root mean square deviation)
values between the structures of proteins, before and after minimization were low, less than
0.5 A, indicating a high structural similarity. The original ligands showed RMSDs smaller
than 2.0A, with the exception of arachidonic acid in COX-2, when compared to crystal
position. In cross-docking experiments the average deviation of the binding energy was
+1,7kcal/mol for COX-1 and +1,6kcal/mol for COX-2. On average, the binding energies
obtained from docking with flexible residues was lower than when rigid receptors were
considered (before and after energy minimization). In order to provide a consistent basis for
the discussion, the quality of the binding poses were considered. For COX-1, results from
rigid docking of original ligands with minimized receptor were considered, whereas for COX-
2, results from flexible docking were preferred, as well as for bowdenol and spathulenol. The
original ligands showed a lower binding energy when docked to COX-2, as opposed to COX-
1. Bowdenol and spathulenol showed essentially identical binding energies when docked to
either COX. Bowdenol and spathulenol are statistically equivalent to the original ligands in
terms of binding energy, and can be considered as potential anti-inflammatory drugs. .It is
suggested that data obtained in this study be checked against data from in vitro and/or in vivo
experiments.

Keywords: Inflammation, Cyclooxygenase, Bowdenol, Spathulenol, Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

Eicosandides como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos sdo autacéides
derivados dos lipidios formados a partir de acidos graxos polinsaturados, principalmente o
acido araquidonico, pela atuacdo de enzimas como as ciclooxigenases e lipooxigenases.
Detectados em quase todos os tecidos e liquidos corporais, eles contribuem para diversos
processos fisioldgicos e patologicos, incluindo inflamagdo, homeostasia, trombose, e secrecdo
gastrintestinal (BRUNTON, L.L.; LAZO, J.S.; PARKER, K.L., 2005).

Proteinas como as Ciclooxigenases (COX) sdo macromoléculas bioldgicas ou
biopolimeros com importantes fun¢des nos organismos. A COX-1, ou constitutiva, foi
encontrada em quase todos os tecidos normais (DUBOIS et al., 1998), j& a COX-2,
denominada indutiva, ndo foi detectada, ou foi encontrada em baixos niveis, em tecidos
normais, apresentando maior expressdo em presenca de citocinas, fatores de crescimento e
estimulantes tumorais (FITZGERALD; PATRONO, 2001).

A inflamacdo é um processo fisiologico imprescindivel para homeostasia do
organismo. A superexpressdo desse processo pode favorecer o desenvolvimento de vérias
doencas (HARPUT; GENC; SARACOGLU, 2012) como doencas intestinais inflamatdrias,
gota, aterosclerose e, possivelmente, cancer.

Os Anti-Inflamatorios Nao-Esteroidais (AINES) sdo farmacos que inibem de forma
variavel as duas isoformas, a COX-1 e COX-2. Devido aos efeitos colaterais advindos da
inibicdo da forma constitutiva COX-1, houve uma intensificagdo no desenvolvimento de
farmacos seletivos para COX-2. No entanto persistem os potenciais efeitos adversos na
funcdo renal, sintomas gastrointestinais e provaveis consequéncias cardiovasculares e na
fertilidade (KUMMER; COELHO, 2002).

Por serem renovaveis e reprodutiveis, os vegetais sdo fontes de descobertas de
principios ativos. Ao explorar a biodiversidade, a bioprospeccdo molecular proporciona a
investigacdo desses compostos que podem levar ao desenvolvimento de um farmaco
(SACCARO JUNIOR, 2011), tal como, historicamente, substancias ativas foram obtidas de
plantas como prot6tipo que possibilitou o desenvolvimento de farmacos como o
hipnoanalgésico morfina isolada da planta de género Papaver, em 1805, e o anticoagulante
dicumarol isolado do género Melilotus, em 1941(ROCHA E SILVA, 1973).
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A bioinformatica emprega ferramentas computacionais para o estudo de problemas e
questdes bioldgicas, compreendendo também aplicacbes relativas a salide humana, como o
planejamento de farmacos (VERLI, 2014).

A docagem, ou atracamento, molecular faz parte de estudos da bioinformatica para a
descoberta e desenvolvimento de substancias de interesse farmacolégico. Nela, observa-se a
identificacdo do sitio de ligagdo na proteina, a determinacdo da posicdo e orientacdo do
ligante, e a determinacéo da afinidade da ligacdo. (LESK, 2005).

Substancias como bowdenol e espatulenol estdo presentes em Oleos essenciais de
vegetais encontrados na Chapada do Araripe, sul do Cear4, com caracteristicas anti-
inflamatdrias. O extrato etandlico da casca da espécie Bowdichia virgilioides apresenta
atividade anti-inflamatéria comprovada (BARROS et al., 2010). A Psidium sobraleanum
Proenca Landrum contém o espatulenol como um dos seus constituintes (PEREIRA, 2010) e é
do mesmo género da goiaba, a Psidium guajava, cujos estudos de atividade anti-inflamatdria
em animais foi relatada (DUTTA; DAS, 2010).

Métodos computacionais como ferramentas na biologia agrega conhecimento e soma
qualidade nas pesquisas experimentais. A docagem molecular elege os melhores ligantes para
possiveis alvos farmacoldgicos (LESK, 2005) ou pode promover modificagdes estruturais
racionais para melhorar a especificidade e potencial de interacdo de um ligante, possivel
farmaco (VERLI, 2014).

Assim, procura-se, com esse trabalho, observar o comportamento das substancias
bowdenol e espatulenol no sitio ativo das ciclooxigenases 1 e 2 através do uso de docagem

molecular em busca de compostos com expressiva atividade anti-inflamatéria.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho podem ser vistos nas se¢des subsequentes.

2.1 Objetivo geral

Obter, através da docagem molecular, informagdes da acdo de substancias no sitio

ativo das ciclooxigenases 1 e 2 e consequentemente, na inibi¢cdo do processo inflamatdrio.

2.2 Objetivos especificos

Entender, atraves de docagem molecular, o comportamento das substancias
Bowdenol e Espatulenol nas vias de transdugdo de sinal relacionadas ao processo
inflamatorio, para que, dependendo do resultado, seja possivel a indicagdo de
compostos a serem testados in vitro ou in vivo;

Construir um banco de dados de substancias com potencial de serem testadas
experimentalmente, reduzindo o uso de animais na pesquisa cientifica que muitas
vezes seguem padrdes antiéticos;

Impulsionar o estudo da quimica computacional para dar suporte a estudos
experimentais da bioprospeccdo molecular por meio da comparacdo de resultados
computacionais com os respectivos dados in vitro ou in vivo, complementando-0s
sempre que possivel,

Comprovar ou adicionar ao conhecimento popular, o conhecimento cientifico que trara

beneficios terapéuticos ndo s6 para a regido local, mas para todas as populagoes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A fim de demonstrar a importancia dos temas relacionados ao desenvolvimento deste

trabalho, foi feita uma pesquisa bibliografica apresentada a seguir.

3.1 Plantas Medicinais e seus produtos derivados

Planta Medicinal, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) é aquele
vegetal precursor de farmacos semissintéticos ou que gque apresenta em um ou mais 0rgaos,
substancias que podem ser usadas com finalidade terapéutica (BULLETIN OF THE WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1998). E uma determinada espécie vegetal, sendo ela
proveniente de cultivo ou ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003).

Os vegetais sempre estiveram presentes desde os primordios da civilizagdo, seja
como alimento, vestuario, habitacdo, defesa e ataque, transporte, utensilios em manifestacdes
artisticas, culturais e religiosas, além do potencial curativo promotor da saide (SCHENKEL,;
GOSMANN; PETROVICK, 1999).

E preciso muita atencdo e vigilancia no uso de produtos naturais, bem como o
conhecimento sobre os diferentes termos utilizados nessa area. Fitoterapico € aquele
medicamento elaborado apenas por matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, de
cura ou para diagnostico, caracterizando-se pelo conhecimento da eficacia, seguranca,
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Na sua fabricacdo pode conter adjuvantes
farmacéuticos permitidos na legislacdo vigente, contudo ndo pode possuir substancias ativas
de outras origens, mesmo sendo de origem vegetal, isoladas ou suas misturas, caso em que se
enquadra o fitofarmaco, uma substancia ativa, isolada de matérias-primas vegetais, ou mesmo

mistura de substancias ativas de origem vegetal (BRASIL, 1995).

Em relacdo a comercializacdo popular de plantas medicinais, cuidados séao
indispensaveis, tais como identificacdo correta da planta (pelo comerciante e/ou pelo
fornecedor), interagdes entre plantas medicinais e medicamentos alopaticos, efeitos de
dosagens elevadas, reacdes alérgicas ou tdéxicas (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). A
toxicidade de substancias encontradas em plantas € um parametro importante em seu uso:

substancias como apiol, safrol e alcaloides pirrolizidinicos, presentes em plantas, podem ter
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efeitos hepatotdxicos; componentes toxicos ou antinutricionais, como o &cido oxalico também
se encontram em muitas plantas de consumo comercial (GUIL; RODRIGUEZ-GARCIA;
TORNA, 1997). Da mesma forma, substancias isoladas de plantas consideradas medicinais
possuem citotoxicidade ou genotoxicidade e mostram relacdo com a incidéncia de tumores
(AMES, 1983), isto demanda cautela em sua utilizagdo e demanda estudos mais detalhados

para sua avaliagéo.

Até o inicio do século XIX, a maioria dos medicamentos era constituida por plantas
medicinais e seus extrativos. Tempo depois, 0s recursos vegetais comecaram a ser estudados
por meios cientificos e assim estabeleceu-se a tendéncia da utilizacdo de substancias ativas
isoladas, os “principios ativos”, o que agregava vantagens relativas a reprodutibilidade dos
efeitos por apresentar constancia em sua composicdo, uma maior eficicia, seguranca e
qualidade dos produtos gerados, uma vez que se torna mais facil o estabelecimento de
especificacGes para uma Unica substancia em relacdo a uma mistura complexa (SCHENKEL
et al., 1999). Sabe-se, por exemplo, que adulteragdes em certos 6leos vegetais, como no 6leo
de copaiba, agente anti-inflamatorio, podem trazer maleficios na sua utilizacdo, como efeito

potencializador do processo inflamatério (VEIGA et al., 2001).

3.2 Bioprospecgao Molecular e medicamentos

Considerando que os farmacos podem ser desenvolvidos a partir de moléculas, a
bioprospeccdo molecular proporciona esse desenvolvimento atraves do conhecimento dessas
moléculas. E uma das formas de se explorar economicamente a biodiversidade. Uma busca
sistematica por organismos, genes, enzimas, compostos, processos e partes provenientes de
seres vivos com potencial econdmico, podendo levar ao desenvolvimento de um produto
(SACCARO JUNIOR, 2011). Refere-se a pesquisa de material biolégico que proporciona o
fortalecimento do uso sustentavel, utilizacdo de estratégias de conservacao, distribuicdo justa
e igualitaria dos beneficios provenientes de sua utilizacdo, além da promocdo e
regulamentacdo de novas tecnologias, pois este material bioldgico é um recurso que obteve
valor de mercado (AZEVEDO, 2003).

Considerando que o medicamento é composto por uma ou mais substancias ativas e
seus adjuvantes, os vegetais sdo fontes de matérias-primas farmacéuticas importantes, seja

pela dificuldade de se obter sinteticamente moléculas com a mesma estereoquimica ou pela
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inviabilidade econémica. H& casos em que as substancias do medicamento ndo ocorrem na
natureza, mas sua sintese é possivel através de precursores naturais (SCHENKEL et al.,
1999). Em relacdo aos adjuvantes, o entendimento no seu modo de atuacao levou a elaboracédo
de derivados semissintéticos, em que foram salientadas certas propriedades das moléculas
originais por modificagbes estruturais, como nos derivados da celulose (LIMA NETO;
PETROVICK, 1997).

A procura por substancias que apresentassem a cura de enfermidades ou atividade
anti-inflamatoria, antipirética, antimicrobiana, dentre outras, sempre esteve presente na
pesquisa cientifica e ndo sdo poucos os exemplos de estudos com plantas para esses fins com
resultados interessantes. Observou-se que flavonoides, esteroides, polifendis, cumarinas,
alcaloides e terpenos possuem inumeras aplicacdes que incluem atividades anti-inflamatéria,
analgésica e antipirética (SHUKLA et al., 2010). Dentre eles, os triterpenos apresentaram
atividade anti-inflamatéria, com estrutura semelhante aos esteroides e sem seus efeitos
colaterais. (GUPTA et al., 1969). Ainda em relacdo aos triterpenos, os pentaciclicos como o
lupeol e linoleato de lupeol, cujo espectro de atividade anti-inflamatéria parece ser diferente
dos AINEs classicos, possuem a vantagem de ndo apresentar efeitos indesejaveis, como o
desenvolvimento de Ulcera gastrica (GEETHA; VARALAKSHMI, 2001). Em outro caso, a
mistura do [-sitosterol e estigmasterol, constituintes da planta Sidastrum paniculatum,
mostrou uma promissora atividade anti-inflamatoria (SOBRAL CAVALCANTE et al., 2010).

A descoberta da atividade de certas substancias ultrapassa sua utilizacdo, sendo
importante para identificacdo de uma nova possibilidade de intervencdo terapéutica.
Historicamente, substancias ativas obtidas de vegetais e utilizadas como prot6tipos para o
desenvolvimento de farmacos, como o hipnoanalgésico morfina em 1805, proveniente do
género Papaver, o anticolinérgico atropina em 1833, obtido do género Atropa, e o
adrenérgico efedrina em 1887, do género Ephedra (ROCHA E SILVA, 1973) foram
imprescindiveis para o desenvolvimento da terapéutica atual (SCHENKEL et al., 1999).

Existe uma diferenca clara na exploracdo dos recursos biolégicos de paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos, seja pelo avanco tecnoldgico desigual ou por pouco
investimento politico em pesquisa. Quando se conduz temas como “conservacao ambiental” ¢
notdrio observar que termos como biotecnologia, bioprospeccéo, recursos genéticos, patentes

e biopirataria sdo relacionados, mostrando assim o quanto é importante conhecer o potencial
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bioldgico de uma nagdo para conservar a fonte de riqueza existente, que se traduz por um

maior conhecimento e desenvolvimento de um pais (AZEVEDO, 2003).

3.3 Oleos Essenciais

O metabolismo secundario vegetal se constitui de reacdes quimicas (por enzimas,
coenzimas e organelas) capazes de originar, transformar e acumular véarias substancias, nao
necessariamente relacionadas diretamente a manutencéo da vida da planta, mas que apresenta
vantagens para sua sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie em seu ecossistema. Esse
metabolismo possui elevada capacidade biossintética em termos de substancias produzidas e
diversidade numa mesma espécie. Sendo fatores de interacdo entre organismos, seus produtos
apresentam atividades bioldgicas de interesse comercial como nas areas de alimentacao,
agronomia, perfumaria e farmacéutica. Quanto a este Ultimo, o interesse deriva
principalmente do enorme nimero de novas moléculas que podem ser farmacologicamente
Gteis ao homem (SANTOS, 1999).

Os oOleos essenciais ou volateis sdo compostos naturais complexos e derivados do
metabolismo secundario vegetal. Conhecidos por seu potencial antisséptico natural
(bactericida, fungicida e virucida) e inseticida, sdo utilizados para conservacao de alimentos,
além de apresentar propriedades medicinais como atividade analgésica, sedativa e anti-
inflamatoria. Sdo extraidos de plantas aromaticas, geralmente situadas em paises de clima
temperado a tropical. Normalmente sdo liquidos, volateis, limpidos e raramente coloridos.
Lipossoluveis, possuem densidade menor do que a &gua e podem ser sintetizados em todos o0s
orgdos da planta (brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes) (BAKKALI et
al., 2008). Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos,
cetonas, eteres, oxidos, furanos, cumarinas, até compostos com enxofre. Seus compostos
podem estar em diferentes concentracdes, existindo 0s componentes majoritarios e
minoritarios que podem variar dependendo da espécie, isto €, um componente pode ser
majoritario em uma espécie e apresentar-se em baixissimas concentracdes em outras.
Quimicamente, a grande maioria dos 6leos volateis € composta de derivados fenilpropanoides
ou preponderantemente, de terpendides (SPITZER; SIMOES, 1999), metabdlitos secundarios
com diversas atividades biologicas (SARAC et al., 2014; ZWENGER; BASU, 2008). E
importante salientar que quando se fala de dleo essencial, sua composi¢do e atividade
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bioldgica podem variar conforme o clima, area geogréfica, estacbes do ano, condi¢des do
solo, periodo de safra e técnica de extracdo (CARVALHO FILHO et al., 2006).

Os Oleos essenciais sdo fontes de produtos naturais ativos biologicamente
(BAKKALI et al., 2008;BURT, 2004) e sdo expressivos por suas atuaces na etnomedicina,
culindria, e aplicacbes cosméticas. Dentre as atividades bioldgicas, sdo agentes
antibacterianos, antifngicos, antivirais, inseticidas, antioxidantes e anticancer (BURT,
2004;KORDALI et al., 2005).

Fazendo parte da composicdo de dleos essenciais, substancias como o safrol tem
importancia na sintese de farmacos. Ele € um dos mais abundantes dentre os principais
componentes de 6leos volateis brasileiros, e é encontrado, por exemplo, no 6leo de sassafras
(Ocotea sp.) obtido de espécies de canelas brasileiras do sul do Brasil (RIZZINI, C.T.;
MORS, 1976). O uso do safrol para sintese de farmacos forneceu novos analogos de
prostaglandinas, tromboxanas, AINEs, protétipos de inibidores de Prostaglandina
Endoperdxido Sintase-2 (PGHS-2) ou COX2, e de amidas naturais bioativas (BARREIRO;
FRAGA; ARAUJO JR, 1999).

3.3.1 A substancia Bowdenol

Bowdenol é uma substancia que pode ser encontrada na Bowdichia virgilioides
Kunth, um vegetal arboreo conhecido popularmente como sucupira-preta, sucupira-do-
cerrado, sucupira-agu, sucupira-do-campo e paricarana. Pertence a familia Fabaceae e tem
ampla disperséo pelo Brasil, com maior incidéncia nas regides Norte, Nordeste e Centro-
Oeste. Embora apresente uma distribuicdo uniforme, ocorre com baixa densidade
populacional (ALMEIDA, S. P. et al., 1998; LORENZI, 1992). E uma planta decidua,
heliofita e xerdfita, peculiaridades comuns em plantas do cerrado e na sua transicdo para
floresta semidecidua. Sua floragdo em tons arroxeados ocorre entre 0s meses de agosto e
setembro, com a planta quase totalmente sem folhas. Seus frutos, de coloracdo avermelhada,
se caracterizam por serem legumes, indeiscentes, achatados, contendo pequenas sementes
com 3 a 5 mm de comprimento (LORENZI, 1992; RIZZINI, C. T. , 1990). Essa arvore
possui porte variavel, entre pequena e mediana, conforme o terreno em que se encontre, e
tronco reto ou contorcido coberto de casca grossa e cinzenta em que emana uma seiva

castanho-clara que seca ao entrar em contato com o ar (BRAGA, R., 1953). Muito utilizada
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em arborizagéo, ela se adapta a terrenos secos e pobres podendo ser usada em plantios de
areas degradadas de preservacdo permanente (APP) (LORENZI, 1992). Varias partes da B.
virgilioides sdo usadas na medicina popular para tratar de artrite, diabetes, reumatismo,
diarreia, gota, inflamacdes e Glceras (CONCEICAO, 1980; FRIESE, 1934).

As cascas do tronco deste vegetal séo utilizadas na medicina popular em casos de diarreia
cronica e purificacdo do sangue (BRAGA, R. , 1960) enquanto as sementes sdo utilizadas no
tratamento de reumatismo, artrite e doencas de pele (CRUZ, 1965; PIO-CORREA, 1984).

O extrato etandlico da sua casca da espécie B. virgilioides foi testado e a atividade
anti-inflamato6ria comprovada. A triagem fitoquimica evidenciou a presenca de triterpendides,
taninos, flavonoides, alcaloides e antraquinonas, contudo sendo necessarios mais estudos para
evidenciar compostos responsaveis pela propriedade investigada (BARROS et al., 2010).
Cascas e folhas também foram testadas para atividades antinociceptiva, anti-inflamatoria e
antioxidante e tiveram resultados que confirmaram essas atividades. Na triagem fitoquimica
do estudo, observou-se uma grande quantidade de flavonoides, taninos e triterpenos e uma
menor quantidade de saponinas. A identificacdo e isolamento dos componentes bioativos
estariam sendo realizados, que elucidariam as propriedades analgésicas e anti-inflamatorias da
B. virgilioides (THOMAZZI et al., 2010). Outras atividades bioldgicas como antimalaria
(DEHARO et al., 2001), hipoglicemiante (OLIVEIRA; SAITO, 1989) e antinociceptiva
(SILVA et al., 2010) da sucupira também foram relatadas. Em algumas plantas do cerrado de
Mato Grosso, dentre as quais a B. virgilioides, os extratos em hexano, diclorometano, acetato
de etila e etanol das entrecascas da referida planta mostrou atividade antimicrobiana (SILVA
JUNIOR et al., 2009). Potente atividade cicatrizante, particularmente pelas suas propriedades
antimicrobianas foi observada com o extrato aquoso da casca do caule de B. virgilioides
(AGRA et al., 2013). Ja em outro estudo, a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de B.
virgilioides apresentou fraca atividade contra alguns microrganismos testados (ALMEIDA, J.
R. G. D. S. etal., 2006).

Triterpenos (ARRIAGA et al., 2000;TORRENEGRA et al., 1985;VELOZO et al.,
1999), flavonoides, especialmente isoflavondides (TORRENEGRA et al., 1985;VELOZO et
al., 1999) e oleos essenciais (ARRIAGA et al., 1998) fazem parte das classes quimicas de
substancias encontradas na B. virgilioide. Dentre as substancias dessa especie que ja foram
isoladas, tais como o odoratin 7-O-B-D-glucopiranosideo (VELOZO et al., 1999) e a 7,8,4-
trimetoxisoflavona (JUCKY et al., 2006), esta o derivado benzofurano, o 3-di-
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hidrobenzofurano denominado bowdenol (MELO et al., 2001), cuja nomenclatura IUPAC é
metil-3-[2-(1-hidroximetilvinil)-2,3dihidrobenzo[b]furan-5-il]-(E)-2-propenoato. O bowdenol
é um derivado fenilpropandide que apresenta um anel furdnico em sua estrutura. Sua formula
molecular é C15H1604 € sua estrutura e imagem em bola e bastdo podem ser visualizadas na

Figura 1.

Figura 1 — Férmula estrutural (a) e em bola e bastdo (b) do Bowdenol.
4 : k
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Fonte — autora.

O bowdenol, composto ja sintetizado (GUTIERREZ, 2007), tem a Plicatina B como
seu precursor biogenético (MANN, 1994). A Plicatina B apresenta atividades antimutagénicas
(MENON et al., 1999) e possui 0 grupo fenil orto-prenilato que exibe uma larga gama de
atividades farmacoldgicas incluindo anti-inflamatoria, antifungica e antibacteriana
(DINTZNER et al., 2004).

A sucupira-preta vem sofrendo redugdo sensivel em sua quantidade devido a
exploracdo comercial desordenada e, também, pela ocorréncia de dorméncia tegumentar em
suas sementes, que dificulta sua propagacédo e o estabelecimento de novos individuos (TAO,
1992) o que contribui para importancia de estudos que tragam informacdes cientificas para
subsidiar planos de acdo de manejo e conservacdo da diversidade biologica (BARBEDO,;
BILIA; FIQUEREDO RIBEIRO, 2002).
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3.3.2 A substancia Espatulenol

A substancia espatulenol faz parte da composicdo do Oleo essencial de diversas
plantas. Popularmente, espécies do género Psidium sdo usadas como cicatrizantes, por causa
de suas propriedades adstringentes e também em diarreias (COELHO DE SOUZA et al.,
2004; SOUZA; FELFILI, 2006). A Psidium sobraleanum Proenca Landrum, popularmente
conhecida como araca de veado, uma espécie presente na Chapada do Araripe, no sul do
Ceara, contém o espatulenol como um dos seus constituintes, em torno de 8,8% de sua
composicdo quimica (PEREIRA, 2010). O género Psidium é o mesmo que o da goiaba, a
Psidium guajava, cujos estudos de atividade anti-inflamatoria em animais foi relatada
(DUTTA; DAS, 2010). Espécies do género Protium, mais precisamente a Protium strumosum
e Protium hebetatum, que demonstraram atividade anti-inflamatoria, apresentaram em seu
6leo essencial o espatulenol (SIANI et al., 1999). Em um outro estudo com o Eucalyptus
citriodora, para identificacdo de substancias que tivessem uma agdo antituberculose via
inalacdo, o espatulenol também fazia parte do percentual de fracGes do dleo do vegetal
(ALVARENGA et al., 2014).

O oleo essencial de Cinnamomum osmophloeum mostrou comprovada atividade anti-
inflamatdria indicando que os principais componentes, como o 1,8-cineol, trieno santolina,
espatulenol, e 6xido de cariofileno, podem ter um papel importante na regulacdo da resposta
imune mediada por células (CHAO et al., 2005).

Em outro trabalho, o oleo volatil da casca da fruta de Garcinia brasiliensis,
constituido principalmente por sesquiterpenos, entre eles o espatulenol, apresentou uma
atividade anti-inflamatéria (MARTINS et al., 2008).

O dleo essencial extraido de folhas e caule da Piper aleyreanum mostrou que tem
potencial para o desenvolvimento de fitomedicamentos seguros com efeitos antinociceptivos e
anti-inflamatorios e propriedades gastroprotetoras. A andlise quimica da amostra de 6leo
essencial identificou 35 compostos, 0 que representa 81,7% do contetdo total do 6leo. Oxido
de cariofileno (11,5%), B-pineno (9%), espatulenol (6,7%), canfeno (5,2%), B-elemeno
(4,7%), mirtenal (4,2%), verbenona (3,3%) e pinocarvona (3,1%) foram consideradas
principais constituintes (LIMA et al., 2012).

Em 6leos essenciais de quatro espécies de Teucrium, relatou-se forte atividade anti-

inflamatoria e citotdxica contra trés linhas de células tumorais humanas testadas, devido
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parcialmente a presenga de sesquiterpenos como o espatulenol, 6-cadineno, cariofileno, 6xido
cariofileno, a-humuleno, e torreiol. No geral, 150 componentes foram identificados nesses
0leos e em todos eles demostrou-se grande quantidade de sesquiterpenos (50,1-55,8%), sendo
o espatulenol e 6-cadineno os principais componentes do 6leo da Teucrium brevifoliumoil
(MENICHINI et al., 2009).

O dleo essencial de folhas de Casearia sylvestris foi estudado e os resultados
demostraram uma atividade anti-inflamatéria juntamente com atividade antiulcerogénica.
Compostos terpénicos presentes no 6leo podem ser responsaveis por essa atividade. Dentre 0s
componentes, o espatulenol é um deles (ESTEVES et al., 2005).

O espatulenol esta presente também nas espécies Myrciaria tenella e Calycorectes
sellowianus, em cujo 6leo essencial de suas folhas demostrou atividade anti-inflamatoria. A
presenca de B-cariofileno pode ser responsavel pelo potente efeito anti-inflamatorio do 6leo
das folhas de M. tenella, ja que é seu componente principal e que ja tem sido testado para esta
atividade na sua forma pura, entretanto, deve-se considerar a sinergia entre os diferentes
componentes do 6leo, que também podem contribuir para o efeito observado (APEL et al.,
2010).

No género Thecocarpusis representado na flora do Ird, exclusivamente pela espécie
Thecocarpus meifolious Boiss (MOZAFFARIAN, 1996; RECHINGER, 1987) que
apresentou atividade antimicrobiana e antioxidante (TAHERKHANI, M. et al., 2014), foram
identificados quarenta compostos no 6leo da parte aérea da planta, estando o espatulenol entre
0S componentes majoritarios, com maior percentual, 30,8%, seguido do éxido de cariofileno
(11,1%) (TAHERKHANI, MAHBOUBEH; MASOUDI; RUSTAIYAN, 2012).

Agastache ¢ um pequeno género de Lamiaceae que compreende 22 espécies de
plantas medicinais aromaticas. O perfil fitoquimico de todas as espécies de Agastache
estudadas até o momento € normalmente semelhante, consiste de duas classes principais de
metabdlicos: fenilpropandides e terpenodides. Nos 06leos essenciais relativamente variaveis, a
maioria das populacdes de diferentes espécies de Agastache contém mais de 50% do
composto estragol, além de outros compostos ndo-volateis e volateis (metil-eugenol,
pulegona, mentona, isomentona e espatulenol) que foram relatados em varias proporcdes. A
bioatividade in vitro e in vivo de varios extratos ou compostos individuais dessas espécies

incluem antimicrobiana, atividade antiviral e antimutagénicas, anti-inflamatoria,
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antiaterogénico, antioxidantes, bem como a atividade biocida de varias pragas de alimentos
(ZIELINSKA; MATKOWSKI, 2014).

O género Croton, Euphorbiaceae, € encontrado de forma geral na regido Nordeste do
Brasil, principalmente na caatinga (vegetacdo semiarida) e apresenta um perfil de atividades
biolégicas e uso popular. Vérias atividades biologicas, incluindo anti-inflamatoria,
antinociceptiva, e gastroprotetora, do 6leo essencial obtido a partir deste género foram
relatadas em varios modelos animais (BIGHETTI et al., 1999;CAVALCANTI et al.,
2012;COELHO DE SOUZA et al., 2013;SIQUEIRA et al., 2006). O 6leo essencial da espécie
Croton argyrophyllus apresenta atividade anti-inflamatoria, que por sua vez pode estar
relacionada a sua capacidade antioxidante. Dentre 0s seus quarenta e dois componentes, 0
biciclogermacreno (14,60%) e espatulenol (8,27%) eram os mais abundantes (RAMOS et al.,
2013). Entretanto a atividade anti-inflamatoria desses componentes é desconhecida, mas o
potencial anti-inflamatorio de terpenos tem sido descrito (BASTOS et al., 2011;BENTO et al.,
2011;CHAVAN et al., 2010;FERNANDES et al., 2007;PEANA et al., 2002;RIELLA et al.,
2012).

Normalmente as atividades biologicas dos 6leos essenciais sdo apresentadas pelos
seus componentes principais, porém 0s componentes minoritarios podem modular essa
atividade (BASTOS et al., 2011;BENTO et al., 2011;CHAVAN et al., 2010;FERNANDES et
al., 2007;PEANA et al., 2002;RAMOS et al., 2013;RIELLA et al., 2012).

O espatulenol é um sesquiterpendide oxigenado, com formula molecular CisH230.
Sua férmula estrutural e imagem em modelo de bola e bastdo podem ser visualizadas na

Figura 2.
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Figura 2 — Formula estrutural (a) e em bola e bastéo (b) do Espatulenol.
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Fonte — autora.

3.4 Inflamacéo e Ciclooxigenases

Farmacologicamente, o entendimento de cada elemento de transducdo de sinal de
circuitos integrados que controlam crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo celular mostra
potenciais alvos para farmacos que seletivamente possam atuar em estados patoldgicos.
Nesses casos, esses elementos sinalizadores estdo frequentemente modificados ou
superexpressos, como no caso da inflamacdo patoldgica. Para se verificar a complexidade das
redes de sinalizacdo é preciso o entendimento da integracdo de receptores, efetores, alvos e
proteinas estruturais e, dessa forma se podera compreender o fundamento de alvos
terapéuticos que podem ser modificados com farmacos (KESTER; VRANA; KARPA, 2012).

A inflamacdo, um processo imprescindivel para manutencdo da homeostase do
organismo, correlaciona-se com 0 processo oxidante, principalmente porque compartilha
caminhos semelhantes (KUNSCH; MEDFORD, 1999). Alteracbes como superexpressao
nesses mecanismos podem favorecer o desenvolvimento de varias doencas que podem estar
relacionadas com o céncer, distarbios isquémicos e deméncia (HARPUT et al., 2012). O uso
de produtos vegetais com conhecidas propriedades anti-inflamatorias e/ou antioxidantes pode
ser de grande importancia na terapéutica dos anti-inflamatorios (RAMOS et al., 2013).
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A capacidade de desencadear uma resposta inflamatdria é essencial para a sobrevida
em vista do combate aos patdgenos e da reparacao de lesbes, embora, em algumas situacdes e
doencgas, a resposta inflamatoria possa ser exagerada e duradoura, ndo trazendo qualquer
beneficio aparente (BRUNTON, L.L; LAZO, J.S; PARKER, K.L. , 2005). A reacao
inflamatoria aguda refere-se aos eventos desencadeados nos tecidos por uma resposta imune
ou traumas mecanicos. Embora sejam respostas protetoras, se desenvolvidas
inapropriadamente tornam-se prejudiciais. Muitas das doencas que precisam de tratamento
farmacoldgico envolvem os processos inflamatérios que para serem combatidos necessitam
de uma compreensdo da reacdo inflamatoria patologica (RANG et al., 2011).

Para enfrentar a invasao por um patdgeno, o organismo apresenta respostas de defesa
e é a organizacdo dessas respostas para combater o causador da doencga que constitui a reacéo
inflamatoria/imunoldgica aguda. Na diminuicdo dessas defesas (como por exemplo, na
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, AIDS), certos organismos, que normalmente ndo sdo
patdgenos, podem causar doencas, as chamadas infec¢Bes oportunistas. Contudo, em alguns
casos, essas reacdes de defesa também podem ser desencadeadas por substancias quimicas,
calor, etc. Em outras circunstancias, podem atuar inapropriadamente contra substancias
in6cuas externas ao corpo (como o pdlen) ou contra os proprios tecidos do corpo (em
disturbios autoimunes). Quando esse fato acontece, as préprias respostas podem provocar
lesdo e, na verdade, podem passar a constituir parte do processo mérbido (de forma aguda,
como na anafilaxia, ou cronicamente, como na artrite reumatoide, na asma ou na
aterosclerose). Agentes anti-inflamatorios ou imunossupressores sdao utilizados para esses
tipos de condicOes. A compreensdo dos mecanismos de a¢do e dos usos clinicos dos farmacos
que afetam a resposta inflamatdria e imunolégica depende de um estudo da maneira segundo
o qual as células e os mediadores interagem entre si, uma vez que essas respostas de defesa do
hospedeiro sdo controladas ou moduladas por uma diversidade de mediadores quimicos
(RANG et al., 2011).

A inflamagdo em pequena escala restaura o equilibrio homeostético, combate
doencas e estimula as reacGes de cicatriza¢do. Entretanto, a inflamacdo em escala maior leva
ao desenvolvimento de patologias, como doencas intestinais inflamatdrias, gota, aterosclerose
e, possivelmente, cancer. A compreensdo dos mecanismos segundo os quais 0s mediadores
inflamatorios regulam o dano tecidual levou a identificacdo de alvos farmacolégicos para o

desenvolvimento de farmacos que poderiam combater a inflamacdo. Para tratamento de
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desordens inflamatdrias sdo utilizados farmacos pertencentes a uma das seguintes categorias:
antihistaminicos; AINEs e anti-inflamatorios esteroidais (glicocorticoides) (KESTER et al.,
2012).

O dano tecidual causado pela inflamacdo gera vasodilatagdo, assim como outras
alteracGes caracteristicas, como aumento na permeabilidade capilar e acimulo de células
inflamatorias no local da lesdo. Células de defesa, como os leucécitos, desempenham um
papel central no desencadeamento dos processos inflamatdrios. Mesmo assim € necessaria a
interacdo de uma variedade vasta de mediadores (p. ex., histamina, cininas, neuropeptidios,
citocinas e derivados do &cido araquidénico) para manter a resposta inflamatoria. Inflamacdes
agudas e inespecificas sdo mediadas, primeiramente, por neutrofilos e macréfagos, enquanto
linfécitos, baséfilos e eosindfilos estdo geralmente associados com respostas inflamatdrias
especificas e mais cronicas. Em circunstancias normais, a inflamacdo se localiza em uma
regido, ndo é duradoura e se reverte espontaneamente, todavia uma inflamacéo persistente
indica um estado patoldgico continuado (KESTER et al., 2012).

A inflamac&o é um fator de risco para inUmeras doencas, como a doenca inflamatéria
intestinal (DII), asma cronica, artrite reumatoide, esclerose multipla e psoriase. Bloquea-la
torna-se indispensavel para o controle dessas doencas. Produtos naturais apontam para a
supressdo dessa inflamacgéo, controlando a DII. Estudos in vivo e/ou in vitro mostram que
esses efeitos anti-inflamatérios dos produtos naturais acontecem pela supressao da expressao
de citocinas proinflamatoérias, tais como o fator de necrose tumoral a (Tumor Necrosis Factor
Alpha, TNF-a)), moléculas de adesdo intercelular e mediadores pro-inflamatorios, tais como o
oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e COX-2, fatores de transcri¢do nuclear-kB (NF-kB),
espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species, ROS), além de melhorar a atividade
antioxidante (DEBNATH; KIM; LIM, 2013).

O é&cido araquidonico € um &cido graxo com 20 atomos de carbono liberado a partir
de fosfolipidios da membrana celular em decorréncia da acdo da enzima fosfolipase A2, que
pode ser ativada por estimulos diversos, como quimico, inflamatério ou traumético
(BRUNTON, L.L et al., 2005) (KUMMER; COELHO, 2002). A enzima Prostaglandina G/H
sintase (PG G/H sintase) ou COX possui dois sitios cataliticos que origina compostos
distintos. O sitio ciclooxigenase converte o acido araquidénico em Prostaglandina G, (PGGy)
que é reduzida em Prostaglandina H, (PGH>) pelo sitio peroxidase, que ndo apresenta inibigéo
pelos AINEs (BROOKS et al., 1999). A PGH: é convertida pelas isomerases especificas dos
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tecidos em varios prostanoides (tromboxanos e prostaglandinas) (DUBOIS et al., 1998). O
acido araquidonico, precursor de eicosanoides, também pode ser metabolizado por
lipoxigenases, além da COX, produzindo leucotrienos, ou por epoxigenases produzindo
acidos hidroxieicosatriendicos (HETESs) (KESTER et al., 2012). Na Figura 3 observam-se 0s
principais eicosanoides sintetizados pelas vias da COX e LOX.

Figura 3 — Principais eicosanoides sintetizados pelas vias da COX e LOX.
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Legenda: COX= ciclooxigenase; GGT= g-glutamil transpeptidase; LTAs= leukotrienes As; LTAsH=
leukotriene A4 hydrolase; LTB4= leukotriene B4; LTCs= leukotriene C4; LTCS= leukotriene C.
synthase; LTD4= leukotriene Da; LTE4s= leukotriene Es; LXs = lipoxins; MBD= membrane-bound
dipeptidase; PGD,= prostaglandin D,; PGDS= prostaglandin D synthase; PGE,= prostaglandin E;
PGES= prostaglandin E synthase; PGF,,= prostaglandin F.,; PGFS= prostaglandin F reductase;
PGH,= prostaglandin H;; PGI,= prostacyclin; PGIS= prostaglandin | synthase; TXAS= thromboxane
A synthase; TXB,= thromboxane B; 6-ketoPGF,,= 6-keto-prostaglandin Fy,; 5-LOX= 5-
lipoxygenase;  12-LOX=  12-lipoxygenase;  15LOX=  15-lipoxygenase; 5-HETE=  5-
hydroxyeicosatetraenoic acid; 12-HETE= 12-hydroxyeicosatetraenoic acid; 15-HETE= 15-
hydroxyeicosatetraenoic acid.

Fonte — (HE et al., 2012).
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As PGs podem atuar de modo paracrino ou autdcrino atrdves das classes de
receptores de membrana ligados a proteina G e os receptores nucleares PPAR (Peroxisome
Proliferator Activated Receptors) (DUBOIS et al., 1998) e € por essa variedade de receptores
especificos que se tem a diversidade clinica de acdo das PGs, na inflamacdo, mas também na
coagulagdo do sangue, metabolismo dsseo, funcdo renal e respostas imunes, dentre outras
atuacdes. Por causa desse papel importante nos processos fisiologicos, ndo séo de surpreender
os inimeros efeitos colaterais de terapias a base de AINEs (KUMMER; COELHO, 2002) e da
importancia de se isolar ou sintetizar compostos que tenham atividade semelhante aos AINES
sem os seus efeitos colaterais caracteristicos.

Os AINEs apresentam um amplo espectro de indicacOes terapéuticas, tais como
analgesia, anti-inflamacéo, antipirese e profilaxia contra doengas cardiovasculares (DUBOIS
et al., 1998). Vane, importante farmacologista, foi quem primeiro propds que os efeitos, tanto
terapéuticos quanto colaterais, dos AINEs eram resultantes da inibigdo da COX por estes
compostos (VANE, 1971). Dessa forma, reduziriam a formacgdo de prostaglandinas,
diminuindo a intensidade da inflamagdo (DAHL;RAEDER, 2000;YAKSH et al., 2001).

Tempos depois da identificacdo da COX é que se teve uma maior compreensdo de
suas funcbes (VANE, 1971). Esse impulso na pesquisa esta relacionado a comprovagédo da
eficicia dos AINEs em diversas indica¢Oes terapéuticas, porém com importantes efeitos
colaterais, principalmente os gastrointestinais (KUMMER; COELHO, 2002). Esse termo
COX relaciona-se ao seu proposto mecanismo de acao resultar em produtos como peroxidos
biciclicos (endoperoxidos) a partir da oxigenacdo de acidos graxos polinsaturados
(MARNETT et al., 1999). H& duas isoformas homdlogas da COX, a COX-1 e a COX-2
(JONES, R., 2001). A COX-1, ou constitutiva, foi encontrada em quase todos os tecidos
normais (DUBOIS et al., 1998), j& a COX-2, denominada indutiva, ndo foi detectada, ou foi
encontrada em baixos niveis, em tecidos normais, apresentando maior expressao em presenca
de citocinas, fatores de crescimento e estimulantes tumorais (FITZGERALD; PATRONO,
2001).

Mesmo com um percentual de 60% homologas, com mesmo peso molecular de
70KD e semelhantes mecanismos de metabolizacdo do &cido araquidénico (SCHONBECK et
al., 1999), essas enzimas apresentam diferencas tais como: sequéncia genética distinta para
cada isoforma, apesar da reacdo enzimatica catalisada por elas ser idéntica (DUBOIS et al.,
1998;REDDY;HERSCHMAN, 1996); o sitio de ligagdo do agente inibidor da COX-2 ¢
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estruturalmente cerca de 25% maior que o da COX-1 (BROOKS et al., 1999), além de conter
dois locais de ligacdo, o sitio catalitico e um local de ligacdo secundario, permitindo assim o
desenvolvimento de agentes que bloqueiam especificamente a COX-2 em concentracfes que
apresentam minimos efeitos sobre a COX-1(LIPSKY et al., 2000).

Os detalhes da ligacdo dos AINEs ao sitio ativo da COX-1 e COX-2 tém sido
esclarecidos através da cristalografia de raios-x (DUGGAN et al., 2010; KURUMBAIL et al.,
1996; LOLL; PICOT; GARAVITO, 1995; ROWLINSON et al., 2003; SELINSKY et al.,
2001). Assim observa-se que 0s AINEs classicos comumente ligam-se a COX por interaces
ibnicas entre o grupo carboxilato dos AINEs e a cadeia lateral de Arg-120 e por meio de
interacdes de ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral de Tyr-355, residuos esses situados
na base do sitio ativo da enzima (KURUMBAIL et al., 1996; LOLL et al., 1995). Em
contrapartida, as ligacdes de hidrogénio pelo carboxilato do diclofenaco sdo feitas com o
residuo Tyr-385, bem como com Ser-530, no apice do sitio ativo. Tanto o primeiro, quanto o
segundo modo de ligacdo sdo visualizados na interagcdo do &cido araquiddnico no sitio ativo
da COX-2 (ROWLINSON et al., 2003).

Fisiologicamente, a COX-1 tem bastante expressividade no trato gastrointestinal, na
geragdo da PG E2 citoprotetora, dentre outras fungdes. Ela esta envolta em inUmeras
condicBes patoldgicas, como a trombose e a aterosclerose, além de ser o alvo de um dos mais
eficazes farmacos clinicos antitromboticos para prevencdo de eventos cardiovasculares, a
aspirina. Pesquisas como a sintese, caracterizacdo farmacoldgica e analise por docagem de
uma familia de diaril-isoxazois, mostra a importancia da pesquisa por agentes antitrombaticos
para prevencao de patologias cardiovasculares (VITALE et al., 2013).

Ao surgimento de um quadro inflamatdrio, a atividade da isoforma COX-1 ndo
parece ser alterada ou apresenta um aumento discreto de 2 a 4 vezes na sua expressdo
(DUBOIS et al., 1998). Em menores quantidades, a COX-2 encontra-se em determinados
tecidos como o cérebro, intestinos, testiculos, rins (BEEJAY; WOLFE, 1999) e diante de uma
inflamac&o, sua expressao é aumentada cerca de 20 vezes ou até mais (KUMMER; COELHO,
2002). Ela é capaz de atuar no metabolismo do acido araquiddnico e de outras substancias tais
como o &cido linolénico e &cido linoleico (SCHONBECK et al., 1999).

Foi proposta a existéncia de uma terceira isoforma desta familia de enzimas, a COX-

3, que diferentemente das isoformas anteriores, ndo produziria prostandides pro-inflamatorios,
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mas sim substancias anti-inflamatorias (WILLOUGHBY; MOORE; COLVILLE-NASH,
2000).

De maneira geral, os AINEs inibem, de forma variavel, as duas isoformas COX-1 e
COX-2, em dosagens terapéuticas. Assim passaram a ser caracterizados conforme sua
capacidade de inibicdo da COX-1 e COX-2. Contudo, se um determinado anti-inflamatério
inibe somente a COX-2, ele é chamado de agente inibidor seletivo da COX-2, sem
interferéncia na COX-1. Para esses agentes foi usada a denominagdo coxibs, uma esperanca
de melhor eficacia com menos efeitos colaterais. Entretanto persistem os potenciais efeitos
adversos na funcdo renal, sintomas gastrointestinais e provaveis consequéncias
cardiovasculares e na fertilidade (KUMMER; COELHO, 2002).

Os AINEs tém aplicacao clinica principal como anti-inflamatérios no tratamento dos
distdrbios musculoesqueléticos, como artrite reumatoide, osteoartrite e espondilite
anquilosante, entretanto, em geral, eles proporcionam somente alivio sintomético da dor e
inflamacdo associados & enfermidade e n&o interrompem o desenvolvimento da lesdo
patoldgica tecidual (BRUNTON, L.L et al., 2005).

Diclofenaco, flurbiprofeno, meloxicam e celecoxib sdo exemplos de AINEs.
Diclofenaco e flurbiprofeno séo farmacos que atuam em ambas as COX, portanto inibidores
reversiveis nao seletivos ou ndo especificos da COX (BRUNTON, L.L et al., 2005). S&o
farmacos ndo especificos que ao inibir a atividade da COX impedem a formac&o tanto de
prostaglandinas quanto de tromboxanos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2009), ja o
meloxicam e o celecoxib sdo farmacos seletivos da COX (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2011).

O flurbiprofeno, juntamente com outros farmacos, ibuprofeno e naproxeno, sdo um
grupo semelhante de farmacos, derivados do &cido propidnico, Uteis e eficazes, mas que
compartilham junto com outros AINEs efeitos indesejaveis. Sdo utilizados, por exemplo, para
artrite reumatoide e osteoartrite. O ibuprofeno foi o primeiro AINE derivado desse &cido a ser
aprovado para uso geral. Todos os fa&rmacos citados sdo eficazes na inibicdo da COX, embora
apresente diferenca em termos de poténcia. Todos podem causar toxicidade gastrica, contudo
sdo efeitos menos graves do que os do &cido acetilsalicilico.

Todos os AINEs apresentam eficacia semelhante salvo algumas excecgOes, dessa
forma tendem a ser diferenciados pela sua toxicidade e custo (KATZUNG et al., 2009). Em

um estudo observou-se, por exemplo, que o indice de toxicidade de farmacos como o
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ibuprofeno e aspirina sdo menores do que o da indometacina (FRIES, 1993) que é um
derivado indo6lico usado em condi¢Ges reumaticas, gota e espondilite anquilosante. Foi
constatado também ser o ibuprofeno tdo eficaz quanto a indometacina para esta Ultima
indicagé@o, com a vantagem de apresentar uma menor toxicidade (KATZUNG et al., 2009).

A aspirina foi o farmaco padrdo segundo o qual se era comparado todos os AINEs
até o surgimento do ibuprofeno, de baixo custo, tdo eficaz quanto a aspirina e mais seguro que
ela (KATZUNG et al., 2009).

O diclofenaco apresenta atividade antipirética, analgésica e anti-inflamatéria, sendo
um poderoso inibidor da COX, mais potente do que o naproxeno. Apesar de seus efeitos
colaterais (principalmente relacionados a problemas gastrointestinais), o diclofenaco é
utilizado nos EUA para tratamento em longo prazo da artrite reumatoide ou osteoartrite
(BRUNTON, L.L et al., 2005). Ja o flurbiprofeno, sua farmacologia, terapéutica e efeitos
adversos, se comparados ao de outros anti-inflamatdrios, sdo semelhantes aos derivados do
acido propidnico (BRUNTON, L.L et al., 2005). Ele é comumente utilizado para tratar a dor
aguda e cronica (SULTAN et al., 2009) restaurando a funcdo mitocondrial e protegendo as
células de leséo de isquemia/reperfusdo hepatica (FU et al., 2012).

O meloxicam é um derivado dos acidos endlicos (oxicans) que, com base em estudos
in vitro, foi sugerido ser um inibidor mais seletivo da COX-2. Foram observados,
clinicamente, menos efeitos colaterais gastrintestinais com o meloxicam que com oS
inibidores ndo-seletivos da COX. Em conjunto, a extensdo da inibicdo da COX-1 pelo
meloxicam representa uma funcéo da dose e variabilidade interpessoal dos niveis do farmaco
(BRUNTON, L.L et al., 2005).

A busca de uma estratégia terapéutica mais segura levou ao desenvolvimento de
inibidores COX-2 seletivos (KHANNA et al., 1997) e ao reconhecimento farmacos, que
também possuem alto grau de seletividade para inibicdo COX-2 e toxicidade gastrica muito
baixa, como etodolaco e nimesulida (BRUNTON, L.L et al., 2005).

Celecoxib é um derivado pirazolico pertecente a classe dos 1,2-difenil-heterocicliclos,
primeiro dos coxibs a ser aprovado pela Food and Drug Administration FDA (WHELTON,
2001) e que ndo apresenta nenhum dano topico para a mucosa intestinal (FORNAI et al.,
2014). Dentre os coxibs, o celecoxib é o unico aprovado nos EUA, enquanto que o
etoricoxibe é aprovado em varios paises e o rofecoxibe e valdecoxibe foram retirados de
circulacdo em todo o mundo (BRUNTON et al., 2011).
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O SC-558 é uma substancia que demostra a importancia do planejamento de farmacos
seletivos. SC-558 é o 1-fenilsulfonamida-3-trifluormetil-5-parabromofenilpirazol (LESK,
2005), um derivado pirazolico pertencente a mesma classe do celecoxib e diferindo dele
apenas por um atomo de bromo que possui a mais em sua molécula (KURUMBAIL et al.,
1996). E um inibidor diaril-heterociclico com uma seletividade de 1.900 vezes para a COX-2
em relacdo a COX-1. Ele apresenta-se com um anel pirazol central e um substituinte
sulfonamida ligado a um dos anéis aril. A sulfonamida do SC-558 se estende para dentro de
uma fenda do sitio de ligacdo da COX-2, interagindo com His- 90, GIn-192 e Arg-513 da
COX-2. H4, contudo, uma fenda semelhante em COX-1, mas ndo sendo acessivel pela
substituicdo da Val-523 pelo lle-523, que é mais volumoso, ou seja, ndo pode inibir a COX-1
por impedimento estérico com a cadeia lateral da isoleucina, que corresponde a valina na
COX-2 (LESK, 2005). Esse mesmo local do sitio da COX-2 ndo é ocupado no complexo
COX-2 e inibidores néo-seletivos (KURUMBAIL et al., 1996). O SC-558 mostra ser um
eficaz anti-inflamatério em modelos de inflamagdo crénica, como o de edema de pata
induzido por carragenina (SEIBERT et al., 1994), ndo apresentando ulceracdo gastrica mesmo
em doses elevadas (VANE; BOTTING, 1995).

A Figura 4 esquematiza a acdo de AINE tradicionais e seletivos. Na parte ‘A’ da
figura, o é&cido araquiddnico penetra no canal da enzima COX e €é convertido em
Prostaglandina E2 Na parte ‘B’ da figura, o flurbiprofeno bloqueia ambos os canais de COX-1
e COX-2. Em ‘C’, um agente seletivo ¢ eficaz no bloqueio do canal COX-2, entretanto exerce

pouco efeito sobre COX-1.
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Figura 4 — Diagrama comparando a acdo de AINE tradicionais e seletivos da COX.
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Legenda: COX= ciclooxigenase; COX-1 e COX-2= ciclooxigenases 1 e 2.

Fonte — adaptado de (RANG et al., 2011), citado por (HAWKEY, 2001).

Uma complexa rede de sinalizacdo com receptores, efetores, alvos e proteinas
estruturais levam a séries de respostas bioldgicas, como coagulacdo sanguinea, funcao
neuronal, secrecdo de prdétons no estbmago ou inflamacdo, em um organismo. A
farmacodindmica refere-se ao modo como um farmaco liga-se a um alvo especifico, um
receptor, que podem ser receptores citosolicos ou membranares, transportadores ou enzimas
como a COX, ativando-o ou inativando suas funcdes e alterando suas respostas bioldgicas. As
propriedades farmacéuticas definem a forma como os farmacos irdo interagir com alvos
seletivos. As companhias farmacéuticas, em um planejamento racional, utilizam-se dessas
propriedades para identificar, validar, aperfeicoar e testar os farmacos (KESTER et al., 2012).
Esses ultimos caracterizam-se por sua afinidade, eficacia, especificidade e poténcia. A
afinidade refere-se a capacidade do farmaco para interagir ou ligar-se ao seu alvo, a eficécia,

determinada pelas propriedades do farmaco e seu sistema receptor-efetor (BRUNTON et al.,
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2011), é a capacidade de o fa&rmaco interagir com seu alvo e proporcionar uma resposta
bioldgica, a seletividade esta relacionada a interacdo de um farmaco com seu receptor, a
especificidade, a interacdo preferencial com uma classe ou unico subtipo de receptor e a
poténcia compara a eficacia de farmacos que atuam através do mesmo receptor, isto é, aquele
farmaco que alcanca o mesmo efeito biolégico com uma menor concentragdo é o mais potente
(KESTER etal., 2012).

Quanto maior a afinidade, mais intensa é a ligacdo do farmaco ao receptor. Essa
afinidade é medida pela constante de dissociacdo do complexo farmaco-receptor, ou seja,
quanto menor a constante de dissociagcdo do farmaco, maior é a afinidade do farmaco para seu
receptor (KESTER et al., 2012). A capacidade inibitoria de um ligante pode ser expressa pela
constante inibitoria (Ki) que é a constante de equilibrio de dissociacdo do complexo Enzima-
Inibidor (NOWICKI; SCATTON, 2008). Quanto mais potente o inibidor, menor sera seu Kje
mais afinidade tera. Os inibidores considerados potentes apresentam valores de K; na ordem
de 10° M, embora sejam mencionados casos de até 10> M (BUTINI et al., 2008; LEWIS et

al., 2002). E justamente essa afinidade que é observada no processo de docagem molecular.

3.5 Bioinformatica e farmacos

A bioinformaética é uma ciéncia aplicada que surgiu com a unido entre biologia e
ciéncia da computacdo onde, utilizando-se de programas de computador, se faz inferéncias a
partir de dados provenientes da biologia molecular moderna, conexdes entre eles, e deriva
predigdes relevantes (LESK, 2005). Ela pode ser dividida em bioinformética tradicional ou
classica, que abrange problemas relacionados a sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, € a
estrutural, incluindo a maior parte das técnicas compreendidas pela quimica computacional ou
modelagem molecular. Essa ciéncia moderna emprega ferramentas computacionais para o
estudo de problemas e questbes bioldgicas, compreendendo também aplicagcfes relativas a
salde humana, como o planejamento de farmacos (VERLI, 2014).

O grande momento para a bioinformatica foi em 1950, onde vérias contribuices
imprescindiveis para a compreensdo de moléculas bioldgicas e suas fungdes surgiram, como o
trabalho da estrutura em hélice da molécula de Acido desoxirribonucleico (DNA) por Watson
e Crick (WATSON; CRICK, 1953), o que permitiu entender como as sequéncias de letras do

codigo genético se organizam tridimensionalmente. Além desse, outros trabalhos foram
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importantes para elucidacdo da estrutura tridimensional de proteinas. Atualmente, o que se
entende por bioinformatica se deve, dentre outros autores, a Dra. Dayhoff com a
sistematizacdo do conhecimento sobre a estrutura tridimensional das proteinas. Ela foi uma
das pioneiras do uso de computadores para o estudo de biomoléculas. Em relacdo a essas
Gltimas, € importante destacar que os acidos nucleicos e proteinas receberam maior atencdo
em termos de alvos na bioinformética tradicional, entretanto as diferentes biomoléculas
(membranas e carboidratos, por exemplo) sdo importantes na informacdo genética, servindo
como alvo na modulacdo farmacoldgica ou emprego biotecnoldgico, e estdo se tornando um
alvo da bioinformatica (VERLI, 2014).

A cada ano, problemas cada vez mais complexos sdo abordados de uma forma
melhor, além de haver uma constante atualizacdo e renovacdo dos procedimentos
computacionais. Unindo-se a bioinformatica, a biologia molecular favorece o
desenvolvimento de medidas terapéuticas ou de prevencdo em combate a agentes infecciosos
ou tumores (LESK, 2005; VOIT; RADIVOYEVITCH, 2000). Avancos na manipulagéo e
terapia génica possibilitam a identificacdo detalhada de novos genes bem como da forma
como sdo regulados contribuindo para a area médica (HERZEL et al., 2001). Com o projeto
genoma humano e de outros organismos criou-se inimeras sequéncias de genes em que suas
relacdes evolutivas e funcionais necessitam de elucidagdo para, por exemplo, a terapéutica.
Assim, organismos evolutivamente bastante distantes dos humanos, como bactérias e plantas,
podem ser candidatos a receptor alvo de farmacos (VERLI, 2014).

As etapas para obtencdo de novos farmacos é um processo longo e de alto custo. E
dividido em duas grandes fases: descoberta (pré-clinica ou pesquisa bésica) e
desenvolvimento (ou clinica) (LOMBARDINO; LOWE, 2004). Inicialmente, as pesquisas se
concentram geralmente na identificacdo e otimizacdo de moléculas pequenas capazes de
representar Novas Entidades Quimicas (New Chemical Entities, NCE) com potencial de
desenvolvimento clinico. A validacdo do alvo molecular selecionado é indispensavel por uma
porcdo de motivos que vdo desde o estabelecimento de sua relevancia no processo
fisiopatoldgico alvo do estudo até a caracterizacdo do impacto de sua modulacdo seletiva no
tratamento ou na cura de doencas ou disfuncdes em humanos (GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010).

A identificagdo de um ou mais compostos lideres (substancia que apresenta atividade

bioldgica) € um dos objetivos no principio do desenvolvimento de farmacos. Uma das
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maneiras de se obter esses compostos ¢ através da triagem e planejamento computacional. A
computacdo e o encontro rapido de informacdes contribuem nos diversos passos dos projetos
de descobrir e desenvolver farmacos como a identificacdo da molécula-alvo e melhoramento
de ligantes (LESK, 2005).

3.6 Docagem molecular

Docagem constitui um termo usado em metodologias computacionais que tentam
prever a estrutura do complexo intermolecular, um receptor e seu ligante (SOUSA,
FERNANDES; RAMOQOS, 2006). A docagem, ou atracamento, molecular assim como a
modelagem molecular fazem parte de estudos da bioinforméatica para a descoberta e
desenvolvimento de substancias de interesse farmacologico. Na docagem observa-se a
identificacdo do sitio de ligacdo na proteina, a determinacdo da posicdo e orientacdo do
ligante, e a determinacdo da afinidade da ligagdo. A docagem de pequenas moléculas exige o
ajuste do ligante em uma regido de uma proteina de estrutura conhecida. A regido ou sitio de
ligacdo deve ser conhecida, sendo sera preciso testar muitos modos de ligacéo diferentes entre
ligante e proteina para a predi¢do do melhor sitio de ligacdo (LESK, 2005).

As metodologias computacionais de docagem molecular se baseiam no modelo de
chave-fechadura, proposto por Fischer em 1894 (FISCHER, 1894), em que a proteina ou
receptor proteico é a fechadura e o ligante é a chave que ira ou nio interagir com a proteina. E
importante salientar que essa fechadura ndo € rigida e no meio biologico, tanto o ligante
quanto a proteina sdo flexiveis, podendo alterar sua conformacdo durante a formagdo do
complexo receptor-ligante. O reconhecimento proteina-ligante se da através de caracteristicas
fisico-quimicas e estruturais das moléculas que fazem interacdo (VERLI, 2014)

A base da docagem molecular é o conhecimento da complementaridade em tamanho,
forma, distribuicdo de carga, polaridade e potencial para intera¢fes ionicas, hidrofébicas e
ligacOes de hidrogénio. O que pode complicar € a possibilidade de ambas as partes serem
flexiveis, o que torna melhor o trabalho com estruturas moleculares dotadas de anéis. Outra
dificuldade também sdo moléculas de &gua nas interfaces, pois podem fazer parte da
complementaridade da superficie e realizar interacdes entre a proteina alvo e o ligante por
meio de ligacGes de hidrogénio. Outro aspecto importante de se observar é que varias

proteinas mudam sua conformagdo em face da ligagdo com o ligante, assim a estrutura
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experimental de uma proteina ndo-ligada ndo deve ser considerada como um alvo flexivel
para a docagem. Como é dificil predizer as afinidades absolutas, a docagem molecular
comparativa pode dar informacdes sobre as afinidades relativas de ligantes e/ou do ligante a
varias proteinas podendo cogitar a especificidade da interacdo (LESK, 2005).

O reconhecimento molecular proteina-ligante é regido pela combinacdo de efeitos
entélpicos e entropicos estimados pela energia de ligacdo de Gibbs. Essa energia pode ser
obtida por meio de métodos tedricos como o de Pertubacdo da energia livre (PEL) e o de
Integracdo termodinamica (IT), em que € calculada a diferenca entre energias livres de ligacao
entre ligantes similares. Um estudo de reconhecimento molecular exige que seja preparado o
sistema, isto é, a proteina e o ligante. E necessaria a obtencdo das coordenadas das estruturas
tridimensionais das moléculas que fazem parte do complexo e a observacéo da localizacdo do
sitio ativo da enzima estudada (VERLI, 2014).

Da década de 80 em diante foram desenvolvidos algoritmos de docagem rigida, onde
tanto o ligante quanto o receptor funcionavam como corpos rigidos e apenas seis graus de
liberdade rotacionais e translacionais eram explorados. Posterior a esses primeiros algoritmos,
vieram a ser desenvolvidos os algoritmos de docagem flexivel, apresentando o ligante flexivel
e receptor rigido, de acordo com a teoria da chave-fechadura, além de novos graus de
liberdade, os conformacionais, acrescido dos dois citados anteriormente para os algoritmos de
docagem rigidos. Em seguida, vieram os algoritmos que tratavam o ligante como flexivel e o
receptor podendo ser parcialmente ou completamente flexivel, de acordo com a teoria do
encaixe induzido. Para que na docagem, os algoritmos de simulacdo promovam a investigacao
de uma complexa superficie possibilitando a previsdo da orientacdo e conformacéo do ligante
no sitio de ligacdo do receptor, hd a utilizacdo de uma funcdo de busca (GANI, 2007;
KITCHEN et al., 2004).

Ha diversos programas de docagem molecular como o EADock DSS e AutoDock e
esses se diferenciam principalmente pelo método de busca e pela funcdo de avaliagdo de
afinidade utilizada. Os métodos de busca dos programas de docagem molecular podem ser
classificados em trés categorias: métodos de busca sistematicos, deterministica e estocastica.
No primeiro, um conjunto de valores é estabelecido para cada grau de liberdade. No segundo
método de busca, um mesmo estado inicial de entrada resulta sempre no mesmo resultado de
saida. Métodos de simulacdo por dinamica molecular e métodos classicos de minimizacao de

energia sdo exemplos de métodos de busca deterministica. J& no terceiro tipo de método de
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busca, a estocéstica, no processo de otimizacdo ha movimentos aleatorios associados aos
graus de liberdade que implica na possibilidade de originar diferentes resultados como saida
para um mesmo estado inicial de entrada. Monte Carlo e Algoritmos Evolucionistas
(inspirados no processo biolédgico evolucionista de populacdes e abrangem varios tipos de
algoritmos incluindo Algoritmos Genéticos, Estratégias de Evolucdo e Evolucdo Diferencial.
Os Algoritmos Genéticos baseiam-se no principio biolégico de sobrevivéncia dos mais
adaptados proposto por Darwin em sua teoria da evolucdo. Nele, trabalha-se com uma
populacdo de individuos, onde cada individuo ilustra uma possivel solucdo para o problema
trabalhado. A cada nova geragdo, novos individuos sao originados por meio de recombinacdes
e mutacdes, processo repetido até que a populagdo evolua para as melhores solugBes ou
minimo global de energia. No entanto, essas melhores solucdes podem ficar presas em
minimos locais) sdo exemplos desse Ultimo tipo de busca mais usados por programas como
Prodock e Autodock. A utilizacdo dos métodos de busca resulta em inimeras conformacdes
do ligante. As funcGes de avaliacdo combinadas a esses métodos avaliam a qualidade dessas
conformacdes, ordenando-as conforme sua afinidade pelo receptor. As funcdes de avaliacdo
ou pontuacdo na docagem molecular receptor-ligante podem ser de trés tipos: baseadas em
campo de forgca, empiricas e baseadas em conhecimento. Com a finalidade de se avaliar a
eficdcia das funcdes de busca estratégica e pontuacdo sdo feitos docagem de validacdo, ou
redocking, onde o ligante de um complexo ligante-receptor € removido da estrutura
cristalografica obtida experimentalmente e os dois sdo submetidos a docagem. Com o0s
desvios médios quadraticos (Root Mean Square Deviation, RMSD) do ligante obtido quando
comparado ao ligante cristalografico da estrutura utilizada é avaliada a eficacia da fungéo de
busca, sendo consensual que um RMSD inferior a 2 A é necessario para a validacdo da
metodologia utilizada. (PLEWCZYNSKI et al., 2011; VERLI, 2014).

Em termos de programas de docagem, varios trabalhos ja foram publicados em
relacdo a avaliacdo comparativa de funcdes de busca e/ou de pontuagéo, dentre eles, um que
avaliou sete programas de docagem sobre 1300 complexos, relatando que os programas que
utilizam o algoritmo genético na busca, GOLD (JONES, G. et al., 1997) e AutoDock
demonstraram ter mais habilidade que os outros no posicionamento do ligante no sitio,
entretanto as funcbes de pontuacdo dos programas em geral apresentaram desempenho ruim
(PLEWCZYNSKI et al., 2011).
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Em busca de acelerar o processo de desenvolvimento de farmacos, as empresas
farmacéuticas investem na geracdo de algoritmos de simulacdo para testar milhares de
ligantes sobre a estrutura do alvo em um intervalo de tempo pequeno e custo reduzido. A
docagem (ancoramento) molecular é o método que busca prevé a geometria e energia do
encaixe do ligante no sitio ativo do receptor utilizando algoritmos de simula¢do (KITCHEN et
al., 2004). A flexibilidade da proteina é um aspecto de relevancia no planejamento racional de
farmacos com base na estrutura do receptor bioldgico e um desafio para quem trabalha com
docagem molecular devido a grande quantidade de graus de liberdade que precisam ser
considerados, principalmente relacionados aos graus de liberdade dos movimentos peptidicos
e das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos da proteina (VERLI, 2014).

Docagem molecular e caracterizacdo de fluorescéncia de uma classe de inibidores
da COX-2 demonstraram que alguns derivados de benzotieno-[3,2-d]-pirimidina podem ser
relevantes para imagens de fluorescéncia das células cancerosas que por sua vez, expressam
a enzima COX-2. (BARONE et al., 2014). O estudo experimental do potencial anti-
inflamatorio do acido graxo alfa-linolénico em inibicdo a COX-2 teve o0 uso de docagem
molecular como um apoio aos métodos experimentais (ANAND; KAITHWAS, 2014), o que
demonstra a importancia de estudos de docagem molecular com a COX.

3.7 Quimica Quantica: Métodos ab initio

A quimica é uma ciéncia experimental que, aliada a métodos tedricos, pode fornecer
informacdes ndo disponiveis experimentalmente, e/ou que servem de apoio na andlise e
interpretacdo de dados experimentais. A quimica tedrica € dividida em quantica, com 0s
métodos ab initio e semiempirico, e classica, com a mecanica ou dinamica molecular, por
exemplo (MORGON, 2001; MORGON et al., 1995; MORGON et al., 2000). A quimica
tedrica tem estado em crescente expansdo e os fenbmenos quimicos vem sendo cada vez mais
investigados por metodologias computacionais, seja pelo avanco dos métodos tedricos, ou
pelos avancos de tecnologia da informatica (ARROIO et al.,, 2005; RIBEIRO; GRECA,
2003).

A parceria entre quimica experimental e tedrica € observada em varios ramos da
quimica, como na biogquimica, onde se tem a analise conformacional de grandes sistemas

bioldgicos moleculares: macromoléculas, o estudo dos complexos enzima-substrato, além do
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planejamento racional de farmacos. Calculos de interesse quimico em sistemas médios que
utilizam metodologias de alto nivel tais como ab initio e funcional da densidade reflete em
acréscimo de qualidade ao trabalho experimental (MORGON, 2001).

No método ab initio, a energia € obtida segundo a resolucdo da Equagdo de
Schradinger partindo de um determinado conjunto de funcdes de bases e fazendo uso do
Hamiltoniano correto sem o envolvimento de quaisquer dados experimentais, a ndo ser as
constantes fisicas fundamentais. No principio, as funcdes de base eram funcbes de ondas
semelhantes aquelas de atomos de hidrogenio, uma vez que, neste caso, a equacdo de
Schrodinger pode ter uma solucdo exata matematicamente fazendo uso de equacdes
diferenciais. Contudo, para certos atomos e sistemas moleculares, essa equa¢do ndo encontra
resultados exatos e as aproximacdes s6 sdo conseguidas numericamente, por computador,
sendo que sua qualidade ainda depende do modelo quimico trabalhado, isto é, do método
tedrico e bases utilizadas. Esse método é limitado de modo computacional na medida em que
0 aumento no sistema eletrdnico, na quantidade de atomos na molécula, ou no ndmero
atdbmico, resulta em um tempo maior para realizar um célculo, pois aumenta o nimero de
integrais a serem resolvidas, o que ndo é viavel em célculos de sistemas moleculares maiores,
como sistemas enzimaticos (LEAL et al., 2010).

Para execuc¢do de um calculo ab initio é preciso escolher o tipo de método ou nivel
de teoria e um conjunto de fung¢Bes-base necessarias para o calculo desejado. Dessa forma, é
possivel prever estruturas moleculares através do calculo da energia total do sistema. Varios
trabalhos utilizam-se desse método. A hidrdlise neutra da formamida em solugdo aquosa foi
investigada por métodos ab initio com niveis CCSD(T) (Coupled cluster with a full treatment
singles and doubles) Cluster com Agrupamento Acoplado com tratamento completo de
Simples e Duplas /6-31G(d) e MP2(Mgller-Plesset de 22 ordem) /6-311+G(2df, 2p)
(ALMERINDO; PLIEGO JR, 2007). A geometria da ureia também foi estudada por métodos
ab initio, empregando-se 0s conjuntos de base 6-31G e 6-311G, em nivel HF (Hartree-Fock)
e MP2 (CIRINO; BERTRAN, 2002). Célculos por métodos ab initio com comparacdo de
bases sdo estudados, como no trabalho do perfil de excitacdo Raman do anion esquarato,
C40472, calculado por métodos ab initio no nivel de teoria HF e Teoria de Resposta Linear
(TRL) para seis frequéncias de excitagdo, com um total de cinco conjuntos de funcdes de base
(6-31G, 6-31+G, cc-pVDZ, aug-cc-pVDZ e bases de Sadlej), objetivando comparar a
funcionalidade da base 6-31G, em relagdo a convergéncia numérica dos resultados e custo
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computacional, com os dos outros conjuntos de base. A base 6-31G, nesse trabalho,
apresentou, em média, desempenhos similares nos resultados numéricos dos conjuntos de
bases maiores, contudo com custo computacional menor, sendo apropriada em estudos
tedricos dos derivados e complexos do esquarato (MIRANDA; VAZQUEZ, 2002).

Métodos classicos e quanticos sao utilizados dependendo do que, e qual a finalidade
a ser trabalhada, mas também h& estudos com ambos os métodos, tal como, na analise
estrutural de ciclodextrinas onde, as geometrias da a, B ¢ y ciclodextrinas foram otimizadas
com o método de Mecanica Molecular (MM2), cujo arquivo de saida serviu como arquivo de
entrada para outras otimizagdes realizadas por métodos quéanticos semiempiricos
[AM1(Austin Model 1) e PM3(Parameterized Model 3)] e ab initio (HF/3-21G). Esse trabalho
avaliou a qualidade das geometrias resultantes desses calculos anteriores, para descri¢do
estrutural das moléculas mencionadas (BRITTO; NASCIMENTO; SANTOS, 2004).

3.8 Mecéanica Molecular

Mecanica molecular (MM) ou de Campo de Forca Empirico € um método que
historicamente teve inicio avaliando compostos organicos, e posteriormente inorganicos. Seus
calculos utilizam varias equacfes derivadas experimentalmente para a superficie de Born-
Oppenheimer e baseiam-se matematicamente em um modelo de estrutura molecular da
mecanica classica (COELHO et al., 1999).

Nesse método, empregado na modelagem molecular, calcula-se a estrutura e energia
das moléculas considerando os movimentos dos nucleos, tendo os elétrons uma distribuicéo
conforme as posi¢Oes assumidas pelos nucleos, e assim, ndo sendo considerados diretamente
nesse caso. Na aproximacdo de Born-Oppenheimer os nucleos, mais pesados, se movem de
forma mais lenta que os elétrons. Assim, podem ser estudados de forma dissociada seus
movimentos, ao tratar vibracfes e rotagdes moleculares. Como o0s elétrons se movem mais
rpido que o ndcleo, eles assumirdo conformacgdes de acordo com o movimento dos nucleos
(RODRIGUES, 2001).

A superficie de Born-Oppenheimer, ou superficie de energia potencial, é
multidimensional. Ela possui minimos locais segundo uma ou algumas conformacdes
moleculares estaveis, onde primeiramente, a estrutura correspondente a molécula relaciona-se

ao minimo global da superficie potencial (COELHO et al., 1999).
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O numero ou tipos de fungdes de energia potencial a serem usadas segue as
propriedades moleculares que se deseja reproduzir. De acordo com a funcdo de energia
potencial pode-se executar: calculos das propriedades geométricas, das geometricas e
vibracionais; geométricas e termodindmicas; ou geométricas, vibracionais e termodinamicas.
As expressOes da energia potencial podem ser originadas, basicamente, de Campos de Forca
Central, Campo de Forca de Valéncia Geral e Campo de Forca de Urey-Bradley (COELHO et
al., 1999).

A docagem molecular faz uso da mecénica molecular na medida em que 0s métodos
quanticos ndo trabalham com grandes sistemas moleculares como proteinas e produzem uma
infinidade de dados que precisam ser computados (VERLI, 2014). Na MM considera-se a
molécula como um modelo de esferas ligadas por molas, sendo as esferas, os nucleos, e as
molas, as ligagdes entre os atomos das moléculas. A energia e geometria molecular sdo
calculadas pelo campo de forca, que € preparado de forma a conter um arranjo de diferentes
tipos de &tomos, de pardmetros para comprimento e angulos de ligacdo, por exemplo, e
equacBes para os calculos de energia. Essa energia, que é a energia total, pode ser
desmembrada em diversas partes, as forcas potenciais, como as energias associadas com a
deformacdo do comprimento, angulo de ligacdo ou torsdo, e sdo calculadas
independentemente (RODRIGUES, 2001).

A MM é um método de utilizagdo das leis da fisica cléssica e de resultados
experimentais em estudos de estrutura molecular e propriedades quimicas em sistemas
grandes, incorporando indiretamente informacdes eletronicas e por isso possuindo resultados
tedricos limitados (LEAL et al., 2010).

O estudo de compostos de coordenacdo por mecénica molecular apresenta
obstaculos, como previsdo da constante de for¢ca metal-ligante que ndo modifique as
caracteristicas quimicas especificas do metal e do ligante, e uma modelagem mais precisa da
ligagdo entre o metal e o ligante. Calculos ab initio e de mecénica molecular podem ser
observados envolvendo os compostos de coordenacdo e com 6tima concordancia entre valores
calculados e experimentais (ALMEIDA, C. H. F.; MACHUCA HERRERA; MACHADO,
2002).

Para o sucesso de um calculo, um método pode completar outro, dessa forma, metodos
de quimica quéantica e mecanica molecular podem ser uma parceria vantajosa conhecida por

QM/MM  (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics) Mecanica Quantica/Mecénica
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Molecular, ou métodos hibridos. Em propriedades que envolvem elétrons, como a quebra e
formacdo de ligacbes quimicas, os métodos de mecéanica molecular sdo falhos, o que nédo
ocorre com métodos que fazem uso de mecénica quéntica, mas por outro lado, sdo
vantajosamente Uteis no tratamento de sistemas moleculares grandes, em que ndo se utiliza a
quimica quantica (COELHO et al., 1999). Em um dado estudo sobre a reacdo de
polimerizacdo do eteno, catalisada através de um complexo catibnico volumoso do tipo
Ni(Il)-a-diimina, empregou-se a combinacao da teoria do funcional de densidade (DFT) e
MM (FERREIRA et al., 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada no estudo, bem como o material utilizado para 0 mesmo

sdo descritos a seguir.

4.1 Bowdenol e espatulenol

Bowdenol e espatulenol foram as substancias escolhidos para este estudo,
considerando a disponibilidade das substancias na regido do Cariri; as propriedades relatadas
na literatura; a escassez/inexisténcia de estudos de docagem molecular com as mesmas; além
de serem estruturalmente interessantes. O bowdenol por ser uma estrutura com mais ligacoes
rotacionaveis, dessa forma mais flexivel no sitio ativo da proteina, e o espatulenol por ser uma

substancia com poucas ligacdes rotacionaveis e, portanto mais rigido.

4.2 Ligantes originais

Foram selecionadas cinco estruturas de cada ciclooxigenase considerando sua
disponibilidade no repositorio Protein Data Bank (www.pdb.org), com resolugdo minima de
3,0 A, e contendo 0 mesmo ligante cristalizado com COX-1 e COX-2. Os identificadores
(codigos pdb) das estruturas contendo o0s receptores, os ligantes, suas abreviaturas e
resolucdes estdo listados na Tabela 1 e suas estruturas quimicas na Figura 5. Com excecao do

acido araquidonico, que € um substrato natural das COX, todos os outros ligantes sdo AINEs.
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Tabela 1-ldentificadores das macromoléculas e seus respectivos ligantes com abreviaturas.
RECEPTOR RECEPTOR LIGANTE ABREVIATURA RESOLUCAO

COox-1 COX-2 COX-1/COX-2
1DlY 3HS5 Acido ACD 30A/21A
Araqguiddnico
1EQH 3PGH Flurbiprofeno FLP 27AI25A
3KK6 3LN1 Celecoxib CEL 275A 124 A
3N8Y 1PXX Diclofenaco DIF 26A/29A
4017 4M11 Meloxicam MXM 24A1245A

Fonte — autora.

Figura 5 — Férmulas estruturais dos ligantes originais.
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4.3 Preparacao dos arquivos de entrada

Os arquivos de entrada foram preparados com o auxilio de varios softwares: UCSF
Chimera (PETTERSEN E.F, 2004); Simulaid (MEZEI, 2010), Swiss PDB Viewer (GUEX;
PEITSCH, 1997); ChemBioOffice Ultra 14 (KERWIN, 2010); G.AM.E.S.S. (SCHMIDT,
1993) e AutoDockTools 4.2 (MORRIS, 2009).

Utilizando o UCSF Chimera, os arquivos das estruturas proteicas foram processados
de modo a excluir as cadeias repetidas (no caso, B, C e D), e todos os demais residuos que
ndo o ligante. Arquivos separados da proteina e do ligante foram salvos. Estes arquivos foram
processados pelo programa Simulaid para retirar residuos em posicdes alternativas e corrigir
residuos faltantes na proteina.

Os ligantes que acompanham as proteinas, bem como os selecionados neste trabalho
(bowdenol e espatulenol), tiveram suas geometrias otimizadas no nivel de teoria da
Perturbacdo de Mgller-Plesset até a segunda ordem (MP2) (M@LLER; PLESSET, 1934),
utilizando a base 6-31G(d,p), implementado no pacote G.A.M.E.S.S. (General Atomic and
Molecular Structure System) (SCHMIDT, 1993) para que as posi¢cGes dos hidrogénios,
inexistentes nas estruturas determinadas por raios-x (estruturas cristalizadas), fossem
calculadas corretamente.

A estrutura da COX-2 com diclofenaco (1PXX) contém dados incompletos dos
residuos da cadeia, e foi a Unica estrutura a ser corrigida utilizando o software
SwissPDBViewer, que executa a acdo apropriada no momento em que 0 arquivo é aberto.
Feito isso, todas as proteinas foram processadas no UCSF Chimera utilizando a fungdo Dock
Prep, que adiciona hidrogénios; calcula cargas parciais para residuos padrdo com campo de
forca empirico AMBER ff14SB e para demais residuos com o método semi-empirico AM1-
BCC; e adiciona contra-ions para neutralizacdo de carga. Neste estado as proteinas estdo
prontas para a docagem inicial. Em seguida, as proteinas tiveram suas estruturas relaxadas
através de minimizacdo de energia por mecanica molecular com todos os parametros padrao
do programa, com exce¢do do nimero de passos, aumentado para 300. Neste ponto temos as
proteinas prontas para a segunda etapa da docagem, feita com as estruturas minimizadas.

Os arquivos para a docagem molecular foram preparados utilizando a suite
AutoDockTools 4.2. Aqui a estrutura do ligante e da proteina (receptor) sdo formatados em

um padréo especifico para ser lido pelo AutoDock4 (arquivos contendo além das coordenadas
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atdmicas, as cargas parciais). Os ligantes recebem cargas parciais de Gasteiger e tem suas
ligacBes rotacionaveis selecionadas. No caso das proteinas, optou-se por manter as cargas
calculadas pelo UCSF Chimera, em etapa anterior, uma vez que o campo de forca AMBER
foi designado primariamente para a simulacdo de biomoléculas (SALOMON-FERRER;
CASE; WALKER, 2013). Uma grade clbica, com espacamento de 0,375 A, é determinada
com centro no ligante original, e dimensdes suficientes para acomodar os ligantes e permitir
sua rotacdo no sitio demarcado. Nesta grade serdo calculados os mapas de energia baseados
nos tipos de atomos dos ligantes. O algoritmo de docagem escolhido foi o Algoritmo
Genético Lamarckiano, e as condic¢Ges de calculo foram: 50 corridas, com populacéo inicial
de 300 individuos, e 25.000.000 de avaliagdes de energia (exceto para o acido araquiddnico,
que por ter muitas ligacGes rotacionaveis, esse valor era de 30.000.000). Estes valores
demonstraram ser adequados, apresentando bons resultados na literatura (HETENYI; VAN
DER SPOEL, 2002).

Na docagem flexivel, os residuos flexiveis foram ARG 120, SER 530, TYR 355 e
TYR 385 para todos os ligantes com excec¢do do celecoxib, cujos residuos na COX-1 foram o
GLN 192 e LEU 352 e na COX-2 foram o0 ARG 513, GLN 192, LEU 352 e SER 353. Estes
aminoacidos foram escolhidos porque apareceram com mais frequéncia nas interacdes dos

ligantes originais com as proteinas, geralmente formando ligagcao de hidrogénio.

4.4 Calculos de docagem molecular

A docagem molecular foi executada da seguinte forma:

12 Redocagem dos ligantes originais nos respectivos sitios de ligacdo das proteinas
rigidas antes e ap0s minimizacédo de energia, bem como considerando os residuos flexiveis;

22 Docagem cruzada de cada ligante original nos sitios dos demais, considerando 0s
residuos flexiveis (docagem flexivel);

3% Em seguida o bowdenol e espatulenol foram docados nas proteinas antes e apds

minimizacdo de energia, assim como considerando os residuos flexiveis.
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4.5 Analise dos dados

Na andlise dos dados, os parametros observados foram: energia de ligacédo, residuos
proximos e RMSD das proteinas e ligantes.

A energia de ligagdo foi utilizada para avaliar o grau de afinidade dos ligantes
bowdenol e espatulenol em relacdo aos ligantes originais e essa avaliagdo foi feita da seguinte
forma: para a redocagem e docagem nos sitios das proteinas rigidas, antes e ap0s minimizagao
de energia, foram utilizados as desvios médios da docagem cruzada obtidas para COX-1 e
COX-2, j& para redocagem e docagem com os residuos flexiveis foram utilizadas os desvios
de cada ligante original para COX-1 ou COX-2, mas para o bowdenol e espatulenol foram
considerados os desvios médios tal como ocorreu na docagem rigida. Em relagdo aos valores
das energias de ligacdo, para o bowdenol e o espatulenol considerou-se a média simples das
energias de ligacdo obtidas com cada uma das cinco estruturas de cada ciclooxigenase, e para
os demais ligantes, foram considerados os valores obtidos em cada célculo de docagem.

As interagdes dos ligantes com a proteina foram avaliadas visualmente através dos
diagramas de residuos préximos, considerando a ocorréncia de formacgdo de ligacGes de
hidrogénio, e comparando com as interacfes observadas para os ligantes originais na estrutura
cristalizada.

Os valores de RMSD das proteinas foram calculados pelo UCSF Chimera
comparando as proteinas antes e apds minimizacdo de energia, tomando como referéncia a
estrutura correspondente cristalizada com acido araquiddnico (1DIY, COX-1; 3HS5, COX-2).
No caso dos ligantes, o calculo foi feito pelo programa Chemcraft 1.8 (ZHURKO; ZHURKO)

comparando as posic¢Oes da redocagem com a dos ligantes cristalizados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do trabalho sdo apresentados e discutidos a seguir, separados por

topicos.
5.1 Avaliacdo das estruturas proteicas e dos ligantes

Os valores do RMSD das estruturas das ciclooxigenases mostra que elas séo

equivalentes, com valores de RMSD abaixo de 0,5A, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 — RMSD da COX-1 e COX-2 Pré e Po6s-minimizacdo tendo a estrutura com acido
araquiddnico como referéncia.

RMSD da COX-1 e COX-2 Pré e P6s-minimizacao

COX-1 Pre Pos COX-2 Pre Pos
1D1Y 0,000 0,182 3HSS5 0,000 0,124
3N8Y 0,428 0,386 1PXX 0,305 0,301
4017 0,399 0,360 4M11 0,321 0,320
1EQH 0,428 0,410 3PGH 0,402 0,391
3KK6 0,485 0,435 3LN1 0,286 0,285

Fonte — autora.

Os valores de RMSD dos ligantes sdo mostrados na Tabela 3. Assim verifica-se que
esses RMSD redocados ficaram abaixo de 2,0 A tanto na COX-1 quanto na COX-2, com
exceco do &cido araquiddnico, que foi superior a 2,0 A na COX-2, justificado por se tratar de

uma molécula bastante flexivel.
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Tabela 3—RMSD dos ligantes complexados com a COX- 1 e COX-2 pré, p6s minimizada e com
residuos flexiveis.

RMSD
COX-1 COX-2

Ligantes Pré Pds Flex Pré Pds Flex
ACD 1,135 1,837 1,345 2,462 2,766 2,098
CEL 0,37 0,59 0,548 0,736 0,435 0,55
DIF 0,832 0,165 0,658 0,213 0,214 1,283
FLP 1,127 1,087 0,276 1,113 1,085 1,122
MXM 0,245 0,247 0,98 0,892 0,151 0,125

Fonte — autora.

5.2 Interacdes ligantes e proteinas

O bowdenol apresenta seis ligacGes rotaciondveis, enquanto que o espatulenol
apresenta apena uma, 0 que possibilita o bowdenol ter um maior nimero de posicoes
alternativas dentro do sitio ativo das COX.

Nas figuras abaixo, visualiza-se na COX-1 e COX-2 os residuos do sitio ativo
préximos aos ligantes cristalizados na parte ‘A’ de cada figura, com os residuos do sitio ativo
proximos aos ligantes da docagem rigida com a proteina minimizada ou da docagem flexivel,
na parte ‘B’ de cada figura. Os residuos coincidentes em cada lado da figura aparecem
circulados, aqueles que fazem ligacdo de hidrogénio (tracejadas) apresentam-se na cor verde,
e 0s que participam de interagbes hidrofébicas, com um semi-circulo raiado. Os ligantes
estudados, bowdenol e espatulenol ocupam o lugar no sitio ativo das proteinas dos respectivos

ligantes originais redocados.

5.2.1 COX-1

Como observado na Figura 6, o acido araquiddnico cristalizado faz ligacdo de
hidrogénio com os residuos Arg 120 e Tyr 355 enquanto que na redocagem rigida so foi

observada ligagdo de hidrogénio com Arg 120. J& na redocagem flexivel, Figura 7, observa-se
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que as interacGes sdo as mesmas que as observadas na posicdo original, assim foi possivel a
reproducdo da posigéo cristalizada com a redocagem flexivel.

Figura 6 — COX-1 com &cido araquidénico cristalizado e na redocagem rigida.
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Fonte — autora.

Figura 7 — COX-1 com &cido araquidénico cristalizado e na redocagem flexivel
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Fonte — autora.
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Como observado na Figura 8, o bowdenol, na docagem rigida, ndo faz nenhuma
ligacdo de hidrogénio. Ja na docagem flexivel, ele faz ligacdo de hidrogénio com os residuos

Arg 120, Tyr 355 e Tyr 385, com uma interacdo a mais que o ligante cristalizado.

Figura 8 — COX-1 com &cido araquidénico cristalizado e bowdenol na docagem rigida.
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Fonte — autora.

Como observado na Figura 9 sdo observadas as interacdes do espatulenol com a
COX-1 na docagem rigida comparada com as do &cido araquiddnico nas mesmas condices.
O espatulenol faz ligacdo de hidrogénio apenas com o residuo Ser 530. Ja na docagem

flexivel, as interagdes observadas sdo praticamente as mesmas que na docagem rigida.
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Figura 9 — COX-1 com é&cido araquidénico cristalizado e espatulenol na docagem rigida.
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Fonte — autora.

Observam-se interagdes essencialmente iguais do flurbiprofeno com a COX-1 na
posicao cristalizada e na redocagem rigida e flexivel. Quanto ao bowdenol, observa-se que faz
ligacdo de hidrogénio com os residuos Arg 120, Ser 530 e Tyr 385. Ja na docagem flexivel,
ele faz ligacdo de hidrogénio com os residuos Arg 120, Ser 530 e Tyr 355. Nesta ultima,
houve uma troca da interacdo entre a Tyr 385 para a Tyr 355. Em relagdo ao espatulenol, em
sua docagem rigida, ele ndo faz nenhuma ligacdo de hidrogénio, enquanto que na docagem
flexivel ele faz ligacdo de hidrogénio com os residuos Arg 120, Glu 524 e Tyr 355, com dois
deles sendo os mesmos que os do flurbiprofeno na posicao original.

O celecoxib cristalizado faz ligacdo de hidrogénio com os residuos Gln 192 e Leu
352, assim como na redocagem rigida, entretanto, nessa Ultima, ele faz ligacdo de hidrogénio
com dois residuos a mais, a Phe 518 e Ser 516. Esses mesmos residuos observados na
redocagem rigida sdo observados na redocagem flexivel. Em relacdo ao bowdenol, na
docagem rigida, ele faz ligacdo de hidrogénio com os residuos Ala 527, lle 517, Phe 518 e Ser
516, diferente daqueles que estabilizam o celecoxib na posi¢do cristalizada. Ja na docagem
flexivel, ele faz ligag&o de hidrogénio com o residuo Leu 352, mesmo da celecoxib na posi¢ao
cristalizada. O espatulenol, na docagem rigida ndo faz ligacdo de hidrogénio com nenhum
residuo. Ja na docagem flexivel, ele faz ligacdo de hidrogénio com o residuo Ser 530.

O diclofenaco cristalizado e na redocagem rigida faz ligacdo de hidrogénio com os
residuos Ser 530 e Tyr 385. J& na redocagem flexivel, ele faz ligacdo de hidrogénio com os
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residuos Arg 120 e Tyr 355, ndo coincidindo com nenhum residuo do sitio cristalizado e
consequentemente dos residuos da redocagem rigida. O bowdenol, na docagem rigida faz
ligacdo de hidrogénio com o Met 522, que ndo coincide com nenhum dos residuos do ligante
cristalizado. J& na docagem flexivel ele faz ligagcdo de hidrogénio com os residuos Arg 120,
Ser 530 e Tyr 355, coincidindo com um residuo do ligante cristalizado. O espatulenol, na
docagem rigida, faz ligacdo de hidrogénio com a Ser 530, coincidindo com um dos residuos
do ligante cristalizado. O mesmo acontece na docagem flexivel, ressaltando a importancia
desse residuo para a estabilizacao dos ligantes.

O meloxicam cristalizado faz ligagdo de hidrogénio com o residuo Ser 530 e na
redocagem rigida com o mesmo residuo. J& na redocagem flexivel sdo observadas ligagdes de
hidrogénio com os residuos Arg 120 e Tyr 385, além da Ser 530. O bowdenol, na docagem
rigida faz ligacdo de hidrogénio com a Arg 120, Asp 362 e Tyr 355 que ndo coincide com
nenhum residuo que interage por ligacdo de hidrogénio com o ligante cristalizado. Ja na
docagem flexivel ele faz ligacdo de hidrogénio apenas com os residuos Arg 120 e Ser 530,
coincidindo este ultimo com um dos residuos que fazem ligacdo com o ligante cristalizado. O
espatulenol, na docagem rigida, faz ligacdo de hidrogénio com a Ala 527 e Leu 531, que ndo
coincide com nenhum residuo do ligante cristalizado. Ja na docagem flexivel ele faz ligacéo
de hidrogénio com os residuos Ala 527, Leu 531 e Ser 530, coincidindo com um residuo do

ligante cristalizado, o Ser 530, e um dos residuos da docagem rigida, o Leu 531.

5.2.2 COX-2

Na Figura 10 o &cido araquiddnico cristalizado faz ligacdo de hidrogénio com o0s
residuos Ser 530 e Tyr 385 e na redocagem rigida faz ligacdo de hidrogénio com o Arg 513 e
Phe 518, que ndo coincide com nenhum residuo do ligante cristalizado. Ja na redocagem
flexivel ele faz ligacdo de hidrogénio com os residuos Arg 120 e Tyr 355, ndo coincidindo

com nenhum residuo do ligante cristalizado, nem com os residuos da docagem rigida.
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Figura 10 — COX-2 com acido araquidénico cristalizado e na redocagem rigida.
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Fonte — autora.

Na Figura 11, na docagem rigida, o bowdenol faz ligacdo de hidrogénio com os
mesmos residuos que o ligante cristalizado: Ser 530 e Tyr 385. Ja na docagem flexivel, ele faz
ligacdo de hidrogénio com os residuos Arg 120, Gly 526, Ser 530 e Tyr 355, ou seja,

mantendo a serina e substituindo a tirosina.
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Figura 11 — COX-2 com acido araquidénico cristalizado e bowdenol na docagem rigida.
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Fonte — autora.

Na Figura 12, na docagem rigida, o espatulenol faz ligacdo de hidrogénio com a Val
349, que ndo coincide com nenhum residuo do ligante cristalizado. Ja na docagem flexivel ele

faz ligacdo de hidrogénio com o residuo Ser 530, coincidindo com um dos residuos que

interage com o ligante cristalizado.
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Figura 12 — COX-2 com &cido araquidénico cristalizado e espatulenol na docagem rigida.
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Fonte — autora.

O flurbiprofeno cristalizado faz ligacdo de hidrogénio com os residuos Arg 120 e Tyr
355 e na redocagem rigida faz ligacdo de hidrogénio com o Tyr 355, coincidindo este ultimo
residuo com o ligante cristalizado. Ja na redocagem flexivel, as interacbes observadas
reproduziram bem aquelas do ligante cristalizado. O bowdenol, na docagem rigida, faz
ligacdo de hidrogénio com His 89, Ser 530 e Tyr 385, que ndo coincide com nenhum residuo
do ligante cristalizado. Ja na docagem flexivel, ele faz ligacdo de hidrogénio com os residuos
Arg 120, Ser 530 e Tyr 355, coincidindo apenas as interagcdes com Arg 120 e Tyr 355 do sitio
do ligante cristalizado. O espatulenol, tanto na docagem rigida, quanto na docagem flexivel,
faz ligacéo de hidrogénio com a Val 349, diferentemente das interagfes de hidrogénio que o
flurbiprofeno realiza.

O celecoxib cristalizado faz ligagdo de hidrogénio com os residuos Arg 513, Gin
192, Leu 352 e Ser 353 e, na redocagem rigida e flexivel, faz ligacao de hidrogénio com o GlIn
192, Leu 352 e Phe 518, coincidindo apenas 0s primeiro e segundo residuos com os do sitio
do ligante cristalizado. O bowdenol na docagem rigida, faz ligacdo de hidrogénio com o Phe
518 e Ser 530, que ndo coincide com nenhum residuo do ligante cristalizado. Ja na docagem
flexivel, ele faz ligacdo de hidrogénio com a Ser 353 e Ser 530, o primeiro coincidindo com o

residuo do ligante cristalizado e o ultimo com o ligante da docagem rigida. O espatulenol, na
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docagem rigida e flexivel, faz ligacdo de hidrogénio apenas com a Ser 530, que ndo coincide
com nenhum residuo do ligante cristalizado.

O diclofenaco cristalizado e na redocagem rigida faz ligagdo de hidrogénio com os
residuos Ser 530 e Tyr 385. Ja na redocagem flexivel, ele faz ligacdo de hidrogénio com o
residuo Tyr 355. O bowdenol, na docagem rigida, faz ligacdo de hidrogénio com a Phe 518 e
a Ser 530. J& na docagem flexivel, ele faz ligacdo de hidrogénio com os residuos Arg 120, Ser
530 e Tyr 355. Tanto na docagem rigida, quanto na docagem flexivel, ha coincidéncia do
residuo Ser 530 do sitio do ligante cristalizado. O espatulenol, na docagem rigida e flexivel,
faz ligacdo de hidrogénio apenas com a Ser 530, o que também é observado para o
diclofenaco no sitio ativo.

O meloxicam cristalizado faz ligacdo de hidrogénio com o residuo Ser 530 enquanto
na redocagem rigida e na flexivel, faz ligacdo de hidrogénio com a Arg 120 e Ser 530,
coincidindo o segundo com um dos observados no sitio do ligante cristalizado. O bowdenol,
tanto na docagem rigida quanto na flexivel, faz ligacdo de hidrogénio com a Arg 120, Ser 530,
Tyr 355 e Tyr 385, coincidindo um deles com um residuo do ligante cristalizado, o Ser 530. E
importante notar que o bowdenol faz ligacdo de hidrogénio com todos aqueles residuos
tratados como flexiveis, em ambas as docagens. O espatulenol, na docagem rigida faz ligacédo
de hidrogénio com o residuo Ser 530. J& na docagem flexivel, ele faz ligacdo de hidrogénio
com os residuos Arg 120 e Tyr 355, ndo coincidindo com nenhum residuo da docagem rigida
e nem do sitio do ligante cristalizado.

Uma observacgédo das interacdes aqui apresentadas mostrou que: as posicdes obtidas
na docagem rigida para os ligantes originais na COX-1 foram melhores que aquelas obtidas
na flexivel; na COX-2, as intera¢Ges observadas, tanto na docagem rigida quanto na flexivel
foram equivalentes, assim, optou-se por considerar os dados da docagem flexivel para analise;
por fim, para o bowdenol e espatulenol, tanto na COX-1 quanto na COX-2, observou-se uma

melhor interacdo na docagem flexivel.

5.3 Energia de Ligacéo

No experimento de docagem cruzada o desvio médio da energia de ligacdo na COX-
1 foi de + 1,7kcal/mol enquanto que na COX-2 foi de +1,6kcal/mol, tal como observado na

Tabela 4. As energias médias de ligacdo do acido araquiddnico foram as menores e
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praticamente iguais na COX-1 e COX-2. O diclofenaco e flurbiprofeno também apresentaram
energia de ligacdo praticamente idénticas em ambas as proteinas, com o flurbiprofeno
apresentando uma energia um pouco menor. Celecoxib e meloxicam apresentaram energias
semelhantes entre si e menores na COX-2. Em negrito estdo os valores de energia dos ligantes

originais em suas respectivas proteinas.

Tabela 4 — Energias de ligacdo e desvio médio, obtidos da docagem cruzada na COX-1 e COX-2 em

kcal/mol.
COX-1 Média Desvio
Ligante/  1DIY 3KK®6 3N8Y 1EQH 4017
Proteina

ACD -7,51 -7,88 -9,36 -8,73 -9,43 -8,58 0,86
CEL -4,51 -8,72 SioS -5,29 -8,71 -6,91 1,94

DIF -4,40 -5,23 -8,24 -7,87 -8,10 -6,77 1,81
FLP -5,37 -5,30 -8,27 -8,93 -8,63 -7,3 1,81
MXM -3,51 -6,43 -7,61 -6,69 -9,65 -6,78 2,22
Desvio
Meédio: 1,73
COX-2
Ligante/  3HS5 3LN1 1PXX 3PGH 4M11
Proteina

ACD =5,92 -6,86 -8,81 -10,37 -9,80 -8,35 1,90
CEL -4,86 -8,09 -7,87 -7,78 -8,64 -7,44 1,48

DIF -5,10 -6,73 -7,51 -7,56 -7,86 -6,95 1,12

FLP -5,31 -5,32 -7,95 -8,92 -8,50 -7,2 1,75

MXM -5,37 -6,06 -8,35 -6,92 -9,65 -7,27 1,73
Desvio

Meédio: 1,60

Fonte: autora.

O perfil das energias de ligacdo obtidas na docagem utilizando os receptores rigidos,
mostrados nas Figura 13 (forma cristalizada) e Figura 14 (com energia minimizada) foram
bastante semelhantes. Considerando o erro de £1,7kcal/mol para a COX-1 e *1,6kcal/mol
para a COX-2, pode-se observar que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os
ligantes originais, bowdenol e espatulenol. J& na docagem considerando residuos flexiveis, as
energias de ligagdo, mostradas na Figura 15, foram em média mais baixas que nos casos
anteriores, entretanto, considerando os desvios apresentados, também houve semelhanca

estatistica entre os ligantes originais, bowdenol e espatulenol.
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Figura 13 — Energia de ligacéo, receptores cristalizados. Dados da redocagem para ligantes originais, e
média para bowdenol e espatulenol.
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Fonte — autora.
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Figura 14 — Energias de ligacdo, receptores minimizados. Dados da redocagem para ligantes originais,

e média para bowdenol e espatulenol.
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Figura 15 — Energias médias de ligac&o, receptores minimizados e residuos flexiveis.
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Tendo em vista uma andlise das interacGes observadas entre os ligantes e 0s
receptores, pode-se definir um cenario consistente para avaliar as energias de ligacdo da
seguinte maneira: no caso da COX-1, serdo consideradas as energias de ligacdo da docagem
rigida com os receptores relaxados (p6s-minimizados); j& no caso da COX-2, serdo
consideradas as energias da docagem flexivel; e para os ligantes serdo consideradas as médias
das energias das docagens flexiveis em cada COX. Deste modo, pode-se inferir que 0s
ligantes originais e as substancias bowdenol e espatulenol sdo estatisticamente equivalentes

em termos de energia de ligacéo.
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6 CONCLUSAO

Os valores de RMSD entre as estruturas das proteinas antes e ap6s minimizacao foram
baixos, menor que 0,5A, indicando grande semelhanca estrutural entre elas. Quanto aos
ligantes, apresentaram um RMSD abaixo de 2,0A na COX-1 e COX-2, com excecio do &cido
araquidonico que foi superior a 2,0A na COX-2, o que valida a metodologia utilizada.

A docagem cruzada permitiu avaliar o desvio médio das energias de ligacdo calculadas
pelo autodock que foi de +1,7kcal/mol para a COX-1 e +1,6kcal/mol para a COX-2.

Os ligantes originais e as substancias bowdenol e espatulenol s&o estatisticamente
equivalentes em termos de energia de ligacdo e podem ser capazes de exercer atividade anti-

inflamatoria.
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7 PERSPECTIVAS

e Utilizar os resultados desse trabalho para fortalecer as metodologias de
docagem molecular;

e Propor alteragbes estruturais e funcionais nos ligantes estudados a fim de
potencializar sua afinidade e/ou seletividade com a COX-2;

e Verificar os dados obtidos nesse estudo em comparagdo com dados de

experimentos in vitro e in vivo.
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ANEXO

Lista de abreviaturas internacionais dos aminoacidos

Amino&cido Abreviatura 3 letras Abreviatura 1 letra
Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E

Histidina His H
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Serina Ser S
Treonina Thr T
Tirosina Tyr Y
Asparagina Asn N
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Alanina Ala A
Valina Val \
Leucina Leu L
Isoleucina lle L
Cisteina Cys C
Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F
Triptofano Trp
Metionina Met M

Fonte — (DE ROBERTIS; HIB, 2014)



