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ARMELIN, P. R. G. Modelagem molecular de derivados pirimidinicos e estudos de
docking nas enzimas ciclooxigenase 1 e ciclooxigenase 2. 2010. 124f. Dissertacdo
(Mestrado em Biotecnologia)- Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, 2010.

RESUMO

Neste trabalho, o docking molecular foi utilizado para o estudo da formacdo de complexos alvo-
ligante das enzimas Ciclooxigenase 1 (COX-1) e Ciclooxigenase 2 (COX-2) com derivados
pirimidinicos, com a finalidade de entender os possiveis mecanismos de acdo e, assim, propor
modificagcdes nos compostos visando diminuir provaveis efeitos colaterais. Os ligantes
escolhidos foram uma série de 25 pirimidinas substituidas com atividade conhecida. As
estruturas tridimensionais destas moléculas foram obtidas por modelagem molecular e as das
enzimas dos bancos de dados PDB e PDBSum sob o c6digo 20YE e 1CX2 para COX-1 e COX-
2 respectivamente. Os sitios de ligag¢@o escolhidos para os cilculos de docking foram de 20 A ao
redor dos ligantes cristalograficos IM8-700 (20YE) e SC-558 (1CX2). Das pirimidinas
analisadas as que formaram complexo com a COX-1 se orientaram com a por¢cdo SO,Me
formando ligacdes de hidrogénio com a [le517 e Phe518. Sendo o benzo[b]tiofen-2-ilmetil-2-(4-
metanosulfonilfenil)-6-trifluorometilpirimidina-4-ilJamina o mais favordvel para a formagado de
complexo com a COX-1. Para a COX-2, os compostos que se ligaram mostram um padrdo que
inclui ligagdes de hidrogénio entre a porcao SO,Me e a His90 e Arg513 do bolso lateral e entre
a Argl20 e Tyr355 com os grupos substituintes do anel pirimidinico. A presenca de um pequeno
bolso lipofilico na COX-2 e os resultados de docking permitem sugerir que os ligantes 2, 15, 17,
22 e 23 poderiam mostrar melhor atividade mediante a adi¢do de um grupo hidrofébico no anel
fenila ou tiofenila para que este grupo se posicione dentro desse bolso. Em ambos os casos o
tipo de inibi¢do provdvel é o competitivo. Como a busca por novos farmacos antiinflamatdrios
deve lidar com um equilibrio entre a inibicdo de COX-2 e COX-1, os ligantes 2 e 22 que
apresentaram resultados favordveis para a COX-2 e ndo tanto para a COX-1 seriam os mais
promissores e, portanto, aqueles que poderiam ser testados in vivo.

Palavras-Chaves: Ciclooxigenase 1, Ciclooxigenase 2, Pirimidinas, Docking, Modelagem
Molecular.



ARMELIN, P. R. G. Molecular Modeling of pyrimidine derivatives and docking studies
in the enzymes cyclooxygenases 1 and 2. 2010. 124f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia)- Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Carlos, 2010.

ABSTRACT

In this research molecular docking was used to study enzime-ligand complexes of
Cyclooxygenase 1 (COX-1) and Cyclooxygenase 2 (COX-2) with pyrimidine derivatives,
aiming at understanding the possible mechanisms of action of these compounds and, thus,
suggest modifications that could increase their specificity. The chosen ligands were a series of
25 substituted pyrimidines with known activity. The three-dimensional structures of these
compounds were obtained by molecular modeling and that of the enzymes from the PDB and
PDBSum under the codes 20YE and 1CX2 for COX-1 and COX-2 respectively. The binding
sites chosen for the docking studies were 20 A around the crystallographic ligands IM8-700
(20YE) and SC-558 (1CX2). In the COX-1 formed complexes the SO,Me moiety is
positioned in such a way as to form hydrogen bonds with Ile517 and Phe518. The
benzo[b]thiophen-2-ylmethyl-[2-(4-methanesulfonylphenyl)-6-trifluoromethylpyrimidin-4-

yl]amine formed the most favorable complex with COX-1. In COX-2, the enzyme-ligand
interaction pattern shows the SO,Me group in the side pocket, forming hydrogen bonds with
His90 and Arg513 and the different substituent groups of the pyrimidine ring form hydrogen
bonds with Argl120 and Tyr355. The presence of a small lipophilic pocket in COX-2 and the
docking results suggest that the ligands 2, 15, 17, 22 and 23 may have their activity enhanced
by the addition of a hydrophobic group on the phenyl or thiophenyl rings so this group can
interact within this pocket. In both cases the mechanism of inhibition is probably competitive.
As the search for new anti-inflammatory drugs must deal with a subtle balance of COX-2 and
COX-1 inhibitions, the ligands 2 and 22 that showed better results for COX-2 rather than for
COX-1 would be the most promising ones and therefore, those that should be tested in vivo.

Keywords: Cyclooxygenase 1, Cyclooxygenase 2, Pyrimidines, Docking, Molecular
Modeling.
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1. INTRODUCAO

Os antiinflamatérios nao-esterdides (AINEs) estdo entre os agentes
terapéuticos mais amplamente utilizados no mundo inteiro. Geralmente sdo prescritos para
aliviar dores muscoesqueléticas “reumaticas” e muitas vezes tomados sem prescricdo médica
para outras dores. H4a mais de 50 AINEs diferentes no mercado, alguns dos quais sdo
mostrados na Figura 1.1, no entanto nenhum deles € ideal para controlar ou modificar os
sinais e sintomas da inflamacdo, particularmente aqueles observados nas doengas articulares
inflamatorias, e mais ainda, todos apresentam efeitos colaterais indesejaveis (VONKEMAN e

van de LAAR, 2010).

0 CH,COOH HiC | Gy

i H,CO _

C—OH 8 N\ /CH— CH2@CH COOH
©: CH, H,C

0—C—CH Il\I Tbuprofeno
T Cc=0
0o (|3H3
Aspirina® O Q CH—COOH
(acido acetilsalicilico)
F
Cl Flurbiprofeno
CH, Indometacina

|
" L
NH
i N—N
CH—COOH
° 0
ol H,CO CsHy

Acetaminofeno Naproxeno Fenilbutazona

Figura 1.1 Alguns AINEs (DrugBank).

Esta classe de compostos foi planejada com a finalidade de inibir a isoforma
2 da ciclooxigenase (COX-2) enzima que € induzida por estimulos inflamatdrios e traumas
tissulares. Entretanto, a inibicdo também da isoforma 1 (COX-1), que € constitutiva e esta
envolvida na producdo de prostaglandinas para citoprote¢do gdstrica e manutencdo da
homeostase renal e plaquetaria, é responsavel pelos efeitos colaterais (BATLOUNI, 2010;

VONKEMAN e van de LAAR, 2010). Um caso, relativamente recente, envolveu o 4-[4-
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(metilsulfonil)-fenil]-3-fenil-2(5H)-furanona (Vioxx®) que foi finalmente retirado do mercado
pela possibilidade de causar danos ao miocardio (McGETTIGAN e HENRY, 2006).

Portanto, existe ainda a necessidade de estudos que levem a descoberta de
novos compostos, cujos efeitos colaterais sejam minimos, e isto envolve um equilibrio sutil da
inibi¢do das COX-1 e COX-2, o que implica no conhecimento de correlagdes estrutura-
mecanismo de acdo-atividade que permitam propor modificagdes estruturais dos AINEs tendo
como resultado a minimizagdo dos efeitos colaterais.

Para contribuirmos ao entendimento dos possiveis mecanismos de inibicdo
escolhemos uma série de pirimidinas com atividade inibitéria conhecida (ORJALES et al.,
2008). Estes compostos foram modelados e estudados via docking molecular, que € uma
simulagdo computacional da formacdo de complexos enzima-ligante. Ambos os estudos
deverdo servir de base para o desenho de novos inibidores. No presente trabalho, os
receptores escolhidos para os cdlculos foram as enzimas COX-1 e COX-2, de codigos 2oye e

1cx2, e os ligantes escolhidos foram os compostos da familia das pirimidinas.

1.1 Ciclooxigenase

A enzima ciclooxigenase (COX) é uma glicoproteina dimérica integral de
membrana encontrada, principalmente, no reticulo endoplasmético (RE). A COX em
complexo com seu substrato acido araquiddnico leva a biossintese de prostaglandinas (Figura
1.1.1) e tromboxanos. Neste trabalho foram utilizadas para os cdlculos as isoformas COX-1 e
COX-2. Com relacdo a COX-3, variante de splice da COX-1, na literatura encontra-se que é
improvavel que tenha participacio crucial na producdo de prostaglandinas (HEIN e BANION,
2009; MUNOZ et al., 2010).

A COX-1 foi classificada fisiologicamente como constitutiva, sendo
expressa na maioria dos tecidos e nas plaquetas. Estd envolvida na produgdo de
prostaglandinas para a homeostasia tecidual, como, por exemplo, citoprotecdo gastrica e
manutencdo da homeostase renal e plaquetaria (BATLOUNI, 2010; VONKEMAN e van de
LAAR, 2010). A COX-2 ¢ induzida na maioria dos tecidos por estimulos inflamatérios e
traumas tissulares, sendo responsdvel pela produgcdo de mediadores prostandides da

inflamacdo. No entanto, a COX-2 estd presente em niveis detectidveis no sistema nervoso
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central (SNC) (ANDREASSON, 2010), rim (HORL, 2010) e coragio (BATLOUNI, 2010;
SCHEIMAN e HINDLEY, 2010; VONKEMAN e van de LAAR, 2010).

0 HO, HO,
-R, ~_-R, R,
A D ¢ Fy
R, R, R,
0 HO
0 o}
R, ~Ry O-~_-R,
B E G+H <::]
R, p R, 0->" R,
HO R,
Vi
0 HO, 9/<

(b)

0 (0}
f’\/\/\/COOH PN~ T T
COOH
) NN T \ R i

1
OH oH HO oH
PGE, PGE,

HO,
R e
O COOH
) ‘\4\/\/\/
i i
HO OH
PGF,,

Figura 1.1.1 Estruturas das prostaglandinas. (a) Prostaglandinas A-I. (b) Prostaglandinas E,,
E, e F,, (primeiras prostaglandinas identificadas) (Adaptado de VOET e VOET, 2000).

A descoberta desta segunda forma de ciclooxigenase foi um dos eventos
mais importante na biologia do prostandide. A inducdo desta isoforma, COX-2, por varios
estimulos associados com inflamacdo e ativacdo celular, garantiu a relevancia desta

descoberta para doencas inflamatdrias em geral (VANE, BAKHLE E BOTTING, 1998).

1.1.1 Mecanismo Catalitico e Estrutura Tridimensional das COXs

A COX € uma enzima que catalisa as duas primeiras etapas na biossintese

de prostaglandinas (PGs) a partir do substrato dcido araquidonico (AA). Estas etapas sdo a
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oxidacdo de AA a hidroperoxi endoperéxido (PGG;) e sua reducdo subsequente a hidroxi
endoper6xido (PGH,). O PGH,; € transformado por um grupo de mecanismos enzimaticos e
ndo-enzimdticos em prostandides primarios, PGE,, PGF,,, PGD,, PGI, e TXA, (Figura
1.1.1.1) (VANE, BAKHLE E BOTTING, 1998; SMITH, DEWITT e GARAVITO, 2000).

(i

Acido Araquiddnico

aspirina
indometacina

(@ owboe

OCH
PGG2
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COOH r
/p ] m g 3000
o8 c

PGTsintase TXA sintase UG AV
L\/\/\/ an 0
; PGHz 5

THAz
o |

son (j:\"*:/\::COOH
Isgemerase
HO"™ 0 .

COX-1 ou COX-2

PGz (prostamchnd)

HO %f WCDOH PGF :
PGD sintase OH
% sintase O‘ TXB2
Ol-r : C—-Mf\_._/\/\ COOH
H |
6-keto-PGF 1a - MCDOH TV
OH OH
OH PGEz
\_/\/\COOH H OH
q PGF2q
’V\/\/\/ (9o, 11a-PGF2)
© OH
PGDz

Figura 1.1.1.1 A cascata do acido araquidonico (Adaptado de VANE, BAKHLE E BOTTING, 1998).

Caracteristicas chaves do modelo da formag@o de prostaglandinas a partir do
acido araquidonico sdo o posicionamento apropriado do (a) carboxilato do AA a interagir com
Arg120; (b) o hidrogénio 13-proS do acido araquidénico para abstracdo pelo radical Tyr385;
(c) o C-11 e C-9 (Figura 1.1.1.2) do 4cido araquidonico para a formacdo de uma ponte
endoperdxido entre eles; e (d) o final ® do AA (C-14 ao C-20) em um bolso lateral do canal

que termina na Gly533 (SMITH, DEWITT e GARAVITO, 2000).
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Na sequéncia para conversido do AA a PGG; pelas COXs (Figura 1.1.1.3) ha
a abstracdo do hidrogénio 13-proS pelo o radical tirosil que leva a migracdo do radical ao C-
11 no AA. Ataque do oxigénio molecular, vindo da base do canal COX, ocorre do lado oposto
daquele da abstracdo do H. Enquanto o radical 11 R-peroxil se move sobre o C-8 para um
ataque sobre o C-9 para formar uma ponte endoperdxido, o C-12 € trazido mais préximo ao
C-8 via rotacdo sobre a ligacdo C-10/C-11 permitindo a formagdo do anel ciclopentano. O
movimento do C-12 também posiciona o C-15 para adicio de uma segunda molécula de
oxigénio, formacao de PGG; e a migracdo do radical de volta para Tyr385 (MALKOWSKI et
al., 2000).

C18
C2 C4 €15

Figura 1.1.1.2 Estrutura tridimensional do dcido araquiddnico indicando a numeragdo dos
atomos. Os hidrogénios ndo estdo representados.

\\

¥
o
I
i
|

o~ 11 R-peroxil

| .:'.-3-\"‘ ; 15
oL
J I .8
i
L]

Figura 1.1.1.3 Sequéncia para conversio do d4cido araquiddnico a prostaglandina G,
(Adaptado de MALKOWSKI et al., 2000).
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A estrutura por difracdo de raio X mostra que cada subunidade de 576
residuos desse homodimero consiste em dominios (Figura 1.1.1.4): um moédulo N-terminal de
48 residuos, estruturalmente semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF, de
epidermal growth factor, polipeptideo hormonal que estimula a proliferacdo celular), um
motivo central de ligacdo & membrana formado por 44 residuos € um dominio enzimatico C-
terminal com 484 residuos e o grupo heme. O motivo de ligacdo & membrana tem quatro
hélices a anfipdticas organizadas em um espiral a direita, cuja superficie hidrofébica esta
voltada para fora do corpo da proteina (VOET e VOET, 2000). Estas hélices também cercam

uma abertura pela qual o substrato dcido graxo e AINE parecem entrar no sitio de ligacdo da

ciclooxigenase.
Motivo semelhante
ao EGF
Dominio Grupo Heme
enzimdtico ——x

Motivo de ligacdo a

\ membrana
Membrana

Lipidica

Figura 1.1.1.4 COX-1 complexada com flurbiprofeno (3n8z). Em verde estd o motivo semelhante ao
EGF, em vermelho o motivo de ligacdo & membrana, em azul estd o dominio enzimético. O grupo heme
do sitio ativo estd em vermelho, os residuos cataliticos Argl20 e Tyr385 estdo em verde e azul claro
respectivamente, e em amarelo estd o flurbiprofeno. As representacdes das membranas lipidicas foram
agregadas para ilustrag@o.

As estruturas de COX contém varios canais de dgua, incluindo um canal que
se estende do sitio ciclooxigenase proximo a Gly533 a interface do dimero (SMITH,

DEWITT e GARAVITO, 2000).
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Ciclooxigenase 1

A ciclooxigenase-1 é uma oxirredutase, que tem como substrato o acido
araquidonico, precursor de prostaglandinas. Apresenta-se como um dimero funcional e faz
parte da classe enzimdtica E.C.1.14.99.1, por ser uma prostaglandina endoperdxido sintase.
Em sua classificacao estrutural apresenta duas classes cada uma com uma arquitetura: 1-
Classe principalmente beta e arquitetura de fita; 2- Classe principalmente alfa e arquitetura de
feixe ortogonal. Ha o predominio de a-hélices e folhas B (PDB, PDBsum).

A Figura 1.1.1.5 mostra a enzima COX-1, de cdédigo PDB 1DIY
(MALKOWSKI et al., 2000), com o 4cido araquidonico em seu sitio de ciclooxigenacdo. As
figuras a seguir mostram detalhes das interacdes do substrato com a enzima. A Figura 1.1.1.6
mostra as ligacdes de hidrogénio entre o carboxilato do dcido araquiddnico e os residuos
Argl120 e Tyr355. O C13 do 4cido araquiddnico estd préximo ao oxigénio fendlico da Tyr385
orientado justamente para abstragdo do H proS. O final o do substrato fica entre a Ser530 e
Gly533. Na Figura 1.1.1.7 est@o os residuos Phe381, Leu384, Trp387, Phe518 e Met522 que
formam um bolso que poderia acomodar as transi¢cdes conformacionais do C8 até o C12

durante a adi¢@o e formagdo do anel endoper6xido.

Mondmero B

Mondmero A

Acido
<___ araquiddnico

Acido
araquiddnico

Figura 1.1.1.5 COX-1 com o 4cido araquiddnico em seu sitio ativo ciclooxigenase (c6digo PDB: 1DIY).



Figura 1.1.1.6 Sitio ativo da COX-1 com seu substrato dcido araquidonico e algumas de suas
interagdes (representadas por linhas vermelhas com respectivas distancias em A). Note as ligacdes de
H entre o dcido araquidonico e os residuos Argl20 e Tyr355 (em tracejado). Em verde estd a
distancia (2.84 A) entre 0 C13 e 0 oxigénio fendlico da Tyr385.

Figura 1.1.1.7 Bolso catalitico da COX-1.

20
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A estrutura utilizada nos cdlculos de docking para a COX-1 foi a de c6digo
20YE do PDB, determinada por difracdo de raio X com resolucdo de 2.85 A, na qual a
enzima estd complexada com o ligante IM8-700 que € uma indometacina etanolamida. O
grupo hidroxil da por¢édo etanolamida de IM8-700 forma ligacdes de H com a Arg120 e com o
carboxilato do Glu524. O grupo metoxi do anel indol aponta para o bolso lateral (Leu517,
Phe518, 11e523, GIn192 e Ser516) e o grupo clorobenzoil estd orientado no eixo do canal

proximo a Tyr385 e Tyr387 (Figura 1.1.1.8).

387

ILE517

PHE518 TYR385

5 s

: ‘ SER530
TYR355
590

Figura 1.1.1.8 Ligante IM8-700 no sitio ativo da COX-1 (20YE). Virios residuos do sitio sdo
mostrados, além das ligagdes de hidrogé€nio com a Argl120 e Glu524 (tracejado vermelho).

- 6LU524
N

RE120
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Ciclooxigenase 2

A enzima ciclooxigenase 2 também tem como substrato o dcido
araquiddnico e na sua classificacdo estrutural CATH apresenta dois dominios: classe
principalmente beta, arquitetura de fita e classe principalmente alfa, arquitetura de feixe
ortogonal (PDB, PDBsum). A Figura 1.1.1.9 corresponde a estrutura cristalogréfica de cédigo

1DCX (KIEFER et al., 2000), que é a COX-2 complexada com o 4cido araquiddnico.

Mondmero A

Mondmero B

Acido P
araquiddnicd~Y _ : A A d Acido
/ NN Nt N ' _#araquiddnico

Figura 1.1.1.9 COX-2 com o 4cido araquiddnico em seu sitio ativo (1DCX).

A Figura 1.1.1.10 mostra as interacdes do 4cido araquiddnico no sitio ativo
da COX-2. O grupo carboxilato € coordenado pela Arg120 e Tyr355. Um dos 4tomos de H do
C13, muito provavelmente o H 13proS estd a 2.3 A da Tyr385, permitindo a abstracdo do H
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por este residuo. Sdo formadas, ainda, ligacdes de H entre o O1 e O2 e os residuos Tyr355 e

Argl20 e o OG da Ser530 também faz algumas interagdes com o dcido araquiddnico.

ARG120

Figura 1.1.1.10 Acido araquidénico no sitio ativo da COX-2. Sdo mostrados alguns residuos e interacdes
(linhas vermelhas com distdncias em A) que compdem o complexo. Em tracejado vermelho estdo as ligagdes
de H com a Argl120 e Tyr355, e em linha verde a distancia (2.30 A) entre o HproS e o OH da Tyr385.

A estrutura usada para os célculos de docking no sitio de ciclooxigenagéo da
COX-2 foi a de cdédigo 1CX2 (PDB, PDBSum), determinada por difragdo de raio X com
resolucdo de 3.00 A (KURUMBALIL et al., 2006), a qual estd complexada com o inibidor SC-
558, cujas interacdes sdo mostradas na Figura 1.1.1.11. O anel bromofenil estd posicionado
em uma cavidade hidrofébica formada por Phe381, Leu384, Tyr385, Trp387 e Ser350. O
grupo triflurometil se dispde em um bolso adjacente (Metl13, Valll6, Val349, Tyr355,
Leu359 e Leu531). O anel fenila é rodeado pelos residuos hidrofébicos Leu352, Tyr355,
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Phe518, Val523 e Ser353, finalmente o grupo sulfonamida forma ligacdes de H com os

residuos His90 e Arg513.

ARG513

355

Figura 1.1.1.11 Inibidor SC-558 no sitio da COX-2.

1.1.2 Semelhancas e Diferencas entre COX-1 e COX-2

Ambas isoformas de COX t€ém um peso molecular de 71 K e sdo quase
idénticas no comprimento, com apenas 600 aminodcidos, dos quais 63% sdo idénticos em
sequéncia. Entretanto, o gene da COX-2 humana é um gene pequeno de 8.3 kb, enquanto a
COX-1 humana se origina de um gene muito maior de 22 kb. Os produtos génicos também

diferem, com o RNAm para a enzima COX-2 sendo aproximadamente de 4.5 kb e da enzima



25

COX-1 sendo de 2.8 kb. A sobreposicdo das estruturas tridimensionais da COX-2 com a
COX-1 mostra que os residuos que formam o canal de ligacdo do substrato, os sitios
cataliticos e os residuos imediatamente adjacentes sdo todos idénticos, exceto por duas
pequenas variagdes: Ile em COX-1 € substituida por Val na COX-2 nas posi¢des 434 e 523
(aos residuos da COX-2 sdao dados os mesmos nimeros de seus equivalentes na COX-1)
(VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998).

COX-1 e COX-2 mostram diferencas no splicing de RNAm, estabilidade e
eficiéncia translacional. A regulagdo de COX-2 a nivel d¢ RNAm parece ser um importante
mecanismo pelo qual alguns mediadores fisioldgicos, notavelmente os corticosterdides agem
para regular a producdo de PG (DUBOIS et al., 1998).

Apesar de suas semelhancas estruturais, hd diferencas bioquimicas claras
entre as isoformas e estas diferencas tém sido atribuidas as mudancas resultantes das
substitui¢des Ile/Val nas posicdes 434 e 523. A mutacdo de [le523 para Val na proteina COX-
1 permite inibidores seletivos de COX-2 se ligarem e inibirem a formacdo de PGH, sem
alterar a Constante de Michaelis (K,,) para o dcido araquiddnico e o mutante reverso de COX-
2 em que a Val523 € trocada por Ile mostra os perfis de seletividade e ligagdo do inibidor
comparaveis aqueles do tipo nativo da COX-1. A base estrutural para isto tem sido mostrada
claramente nas andlises das estruturas cristalinas de COX-2, que usaram tanto proteina de
roedor como humana, cada uma ligada a um inibidor nio-seletivo de COX-1 ou seletivo de
COX-2. O tamanho menor da Val523 permite o inibidor acessar o bolso lateral hidrofilico do
canal principal do substrato na COX-2- acesso que € ndo é possivel por impedimento estérico
devido a cadeia lateral maior da Ile na COX-1 (Figura 1.1.2.1) (SMITH, DEWITT e
GARAVITO, 2000; VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998).

A substituicdo da Ile na COX-1 por uma Val na COX-2, na posicdo 434,
contribui para a abertura do bolso lateral na COX-2. E provdvel que esta variagio controle a
seletividade pelo substrato da COX-2. Este residuo € mais préximo a Ser530 acetildvel e o
menor volume da valina poderia prover espaco adicional nesta regido do canal do substrato e
permitir uma maior variacdo de substratos na COX-2 nativa e na COX-2 acetilada. Suportes
para estas sugestdes podem ser obtidos a partir dos resultados com o duplo mutante de COX-
1, lle523Val e His513Arg, que exibiu um aumento de inibidores possiveis seletivos de COX-2
(VANE, BAKHLE e BOTTING, 1998). A substitui¢do de His513 na COX-1 com Arg513 na
COX-2 (Figura 1.1.2.1) altera o ambiente quimico do bolso lateral, j4 que esta substituicdo
resulta em uma carga positiva estavel no centro deste bolso, que pode interagir com porcdes

polares dos ligantes (SMITH, DEWITT e GARAVITO, 2000).



SER530
LEU384 7 arei20
ILE523
PHE518
5513
HLs90
6LN192
COX-1

26

LEU384

PHEb518

GLN192

VAL52

SER530

ARG12

COX-2

Figura 1.1.2.1 Representagdo do sitio ativo das enzimas COX-1 (box azul) e COX-2 (box vermelho). A
substituicdo [le523Val confere um tamanho extra ao bolso hidrofilico na COX-2. A outra substituicdo mostrada
¢ da His513 na COX-1 por Arg513 na COX-2.

Outra diferenca estrutural estd relacionada a Leu384 que apresenta diferente

orientacdo nas enzimas ciclooxigenase 1 e ciclooxigenase 2. Na COX-1, a Phe503 com seu

tamanho maior “empurra” a cadeia lateral da Leu384 para parte de cima do canal. Na COX-2,

a menor Leu503 permite a Leu384 se orientar fora do sitio ativo, gerando um pequeno bolso

lipofilico (MICHAUX et al., 2005) (Figura 1.1.2.2). H4 também uma diferenca estrutural na

posicao da hélice D, a ultima das quatro hélices do dominio de ligacio 2 membrana (MBD).

Na COX-2 este segmento de hélice estd de uma forma que prové uma abertura maior do MBD

e como consequéncia, a Argl20 é deslocada (SMITH, DEWITT e GARAVITO, 2000).
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Bolso
Ieus0s Lipofilicg

Leu38&4d

Bolso
Lateral

is90

Membrana

COX-2

Figura 1.1.2.2 Representagdo esquemdtica do sitio da ciclooxigenase 2. Bolso lipofilico formado
devido a substitui¢do da Phe503 por Leu503. A menor Leu503 permite a Leu384 se orientar fora do
sitio ativo, gerando o bolso lipofilico (Adaptado de MICHAUX et al., 2005).

Outra diferenca estrutural interessante entre as isoformas, mas de
significincia desconhecida, é a auséncia de uma sequéncia de 17 aminodcidos no N-terminal e
a insercdo de uma sequéncia de 18 aminoicidos no C-terminal da COX-2 em comparacio
com a COX-1. A inser¢do C-terminal na COX-2 néo altera os quatro dltimos residuos de
aminoacidos, que em ambas as proteinas formam o sinal para a ligacdo com a membrana do
RE. Entretanto, a COX-2 esta localizada na membrana nuclear, assim como no RE, enquanto
a COX-1 € encontrada unida apenas as membranas do RE. A razdo para esta localizagio
seletiva pode estar na diferenca de sequéncia do C-terminal (VANE, BAKHLE e BOTTING,
1998).

Embora tenha se dado énfase as diferencas entre as duas isoformas, ha
certas similaridades, sendo que ambas usam o mesmo substrato enddgeno, acido
araquidonico, e formam o mesmo produto pelo mesmo mecanismo catalitico. Sua principal
diferenga estd relacionada as suas fungdes patofisioldgicas (VANE, BAKHLE e BOTTING,
1998). Essas diferencas, embora ndo estejam totalmente bem definidas, tém relevancia para o
mecanismo de ac¢do dos agentes antiinflamatdrios ndo-esterdides (AINEs), sendo que a acgdo

antiinflamatdria destes AINEs deve-se, principalmente, ao fato de inibirem a a¢do da COX-2.
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1.2 Antiinflamatérios nao-esterdides (AINEs)

Como ja mencionado os antiinflamatérios nao-esteréides (AINEs) estdo
entre os agentes terapéuticos mais amplamente utilizados havendo mais de 50 diferentes no
mercado, alguns dos quais s@o mostrados na Figura 1.1. Esta classe de compostos inibe a
metabolizacdo do 4cido araquidonico pelas COXs. No entanto, nenhum deles é ideal para
controlar ou modificar os sinais e sintomas da inflamacdo, particularmente aqueles
observados nas doencas articulares inflamatérias (VONKEMAN e van de LAAR, 2010), bem
como apresentam efeitos colaterais significativos (RANG et al., 2004).

A acdo antiinflamatdria dos AINESs se relaciona principalmente & inibi¢do da
COX-2 e seus efeitos indesejaveis sdo, em grande parte, devidos a inibigdo da COX-1 (RANG
et al., 2004). O uso de doses altas e por tempo prolongado de AINEs, como, por exemplo, em
doencas articulares, resulta na ocorréncia de efeitos colaterais, como ulceragdo do trato
gastrintestinal, alteracdo na hemodindmica renal e infarto de miocardio (BATLOUNI, 2010;
HORL, 2010; SCHEIMAN e HINDLEY, 2010; VONKEMAN e van de LAAR, 2010).

Estudos para a descoberta de novos inibidores seletivos de COX-2 sdo de
grande importancia, pois buscam a inibicdo desta forma induzida para que se tenha uma
atividade analgésica e antiinflamatéria com a diminuicao dos efeitos colaterais gastrintestinais
e renais provocados pela inibicdo simultinea da forma constitutiva COX-1. Embora o
rofecoxib (Vioxx®), um inibidor seletivo da COX-2, tenha sido retirado do mercado devido ao
aumento do risco de eventos cardiovasculares, principalmente infarto do miocérdio
(MERCK), as aplicacdes terap€uticas potenciais de inibidores seletivos de COX-2 tém se
expandido para certos tipos de cancer (DIVVELA, CHALLA e TAGARAM, 2010; WU et al.,
2010) e desordens neurodegenerativas, como Alzheimer (HEIN e BANION, 2009; HENEKA
et al., 2010).
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1.3 Derivados Pirimidinicos

As pirimidinas sdo compostos heterociclicos aroméaticos com dois dtomos de
nitrogénio na posi¢do 1,3 formando um anel de 6 membros (SOLOMONS e FRYHLE, 2009).
Os derivados pirimidinicos ttm um amplo espectro de atividades bioldgicas, entre elas,
antiinflamatérias e anticonvulsivantes (PALWINDER, KAMALDEEP e WOLFGANG,
2006), assim sdo um alvo atrativo para industria farmacéutica. Na Figura 1.3.1 é mostrada a
estrutura geral dos inibidores de COX-2 baseados em um ntcleo central pirimidinico que

foram utilizados nesse trabalho.

Figura 1.3.1 Inibidor de COX-2 baseado em pirimidina. R, R%L R? R*e R’
representam os radicais substituintes (Adaptado de ORJALES et al., 2008).

A Figura 1.3.2 mostra as pirimidinas utilizadas para o estudo de docking nas
enzimas ciclooxigenase 1 e 2. Estes compostos apresentam alto grau de seletividade para a
COX-2 sendo inclusive mais seletivos que o Rofecoxib (Vioxx®). Os dados experimentais de

atividades inibitdrias in vitro para COX-2 estido na Tabela 1.3.1 (ORJALES et al. 2008).
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Figura 1.3.2 Pirimidinas escolhidas para o estudo de docking nas enzimas COX-1 e COX-2.
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Tabela 1.3.1 Atividades inibitdrias da COX-2 para pirimidinas de 1-25 (Adaptado de Orjales et al., 2008)

Compostos ICso (NM) Is*
1 71.0 1408
2.1 10,702
3 >10,000 >1
4 293.4 341
5 >10,000 >1
6 803.5 >124
7 238.5 419
8 454.5 22
9 521.8 74
10 527.8 >189
11 >10,000 >1
12 48.4 >2065
13 5720 17
14 527.8 189
15 5.4 >18,622
16 311 >322
17 1.2 >81,300
18 1.2 >58403
19 90.7 >110
20 493 >2030
21 >10,000 >1
22 9.2 >10,905
23 0.3 >33,333
24 18.0 >556
25 120.9 >83

*

Indice de Seletividade (S{) =a razdo entre 05 (Csps COX-1/00X-2.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar a formagao de complexos de uma série
de compostos da familia das pirimidinas com as enzimas ciclooxigenases 1 e 2, utilizando o
método de docking, para analisar os aspectos estereoquimicos desses ligantes e sua relagio
com a atividade biolédgica e desta forma entender os mecanismos moleculares envolvidos na
acdo desses compostos, € assim, propor novos compostos com atividade antiinflamatéria e

analgésica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Docking

O docking molecular é uma simulagdo computacional com a qual é possivel
avaliar e analisar detalhadamente a formagao de complexos receptor-ligante e entdo utilizar os
resultados para screening virtual e/ou entender mecanismos de reagdo (VEGA-TENIDO,
CARACELLI e ZUKERMAN-SCHPECTOR, 2006; CUNHA et al., 2006; ARMELIN,
2007). O objetivo € encontrar o melhor ajuste para o encaixe entre duas moléculas (complexo
receptor-ligante). Uma representacdo esquematica do cdlculo de docking é apresentada na
Figura 3.1.1 Inicialmente o docking era feito visualizando as moléculas em programas
gréficos e se tentava manualmente obter o melhor ajuste para o complexo entre as duas, cujas
conformagdes permaneciam invaridveis. Atualmente, hd vérios algoritmos que sdo utilizados
para realizar essa busca permitindo diferentes graus de flexibilidade conformacional. Nesses
trabalhos uma molécula é chamada de receptor (proteinas, enzimas, DNA) e a outra molécula

¢ chamada de ligante (em geral, uma pequena molécula).

Obtencao das Estruturas
1 1

Receptor . Ligante

algoritmo de docking

=L

Complexa
receptor-ligante

Figura 3.1.1 Docking. Obtengdo do complexo receptor-ligante
a partir de duas estruturas tridimensionais.
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A simulagdo da formacdo dos complexos receptor-ligantes foi feito com o
programa de docking GOLD 4.0.1, que procura possiveis solugdes utilizando operadores
genéticos -mutagdes, crossovers e migragdes- para obter uma populacdo final, trabalhando
com a otimiza¢do de uma funcio Fitness pré-definida (JONES, WILLETT e GLEN, 1995;
JONES et al., 1997). O Algoritmo Genético (GA) € um algoritmo estocdstico utilizado para
solucionar problemas de otimizacdo (BROOIJIMANS e KUNTZ, 2003). A estrutura basica de

um GA esté representada na Figura 3.1.2.

Inicio

Inicializagdo da
populagio

|

‘ Caleulo da aptidso |

/’IH“ h"‘ﬂ-\
" Solugo ™~ sim
<. encontrada? ,*—"E
" -~

Ll
.

‘ Selegdo |
I

‘ Reprodugio |
|

4‘ Mutagao ‘

Figura 3.1.2 Representacdo esquemdtica de um GA bdsico (Adaptado de
MIRANDA, 2000).

Os principais conceitos utilizados em GA sio:
a) gene- representa cada pardmetro a ser explorado na otimizacao.
Neste caso, os parametros sdo a orientacdo e conformacao do ligante no sitio alvo;
b) cromossomo- chamado de individuo, que € a cadeia de genes que
representa uma possivel solugdo para determinado problema. Neste caso refere-se a
um possivel complexo molecular;

¢) populacdo- conjunto de solugdes no espago de busca.
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O procedimento basico de um GA consiste em inicializar uma populacio de
n individuos aleatoriamente. Cada individuo representa uma conformacgdo do ligante no sitio
da proteina e para cada complexo formado (saida) é atribuida uma pontuacio (ou score) a
qual permite o célculo da aptiddo do individuo. Os individuos mais aptos da geracdo atual sdo
selecionados, formando uma nova populagdo por cruzamento, de forma que cada individuo
tem uma probabilidade de ser selecionado proporcional a sua aptiddo. J4 a operagdo de
mutacdo consiste em alterar de maneira aleatéria o valor de um determinado gene para
garantir uma maior varredura do espaco de solucdes e evitar que o algoritmo genético
convirja precocemente para minimos locais (MIRANDA, 2000).

Como as estruturas tridimensionais depositadas no PDB ndo possuem os
atomos de hidrogé€nio a primeira etapa foi adiciond-los usando o programa GOLD 4.0.1
(JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997) e todos os residuos de histidina
foram considerados como protonados no dtomo ND1.

Para os célculos de docking € necessaria a escolha do sitio receptor. Assim,
foram considerados os residuos dentro de um raio de 20 A ao redor do ligante cristalogréfico,
IM8-700 da enzima 20YE (COX-1) e SC-558 da 1CX2 (COX-2). E em seguida foram
adicionados pares de elétrons isolados aos dtomos aceptores de ligacdo de hidrogénio.

Os célculos de docking foram feitos utilizando a funcdo GoldScore e foram
considerados os pardmetros evoluciondrios automadticos baseados nas caracteristicas dos
ligantes. Neste ponto, o programa GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et
al., 1997) calcula automaticamente o nimero de operadores genéticos a serem aplicados,
dependendo da flexibilidade do ligante, nimero de ligacdes rotaciondveis, volume do sitio
receptor e nimero de moléculas de dgua consideradas.

A fun¢do GoldScore, conhecida também como funcao fitness, compreende

quatro componentes (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997):

Fitness = S(hb_ext) + 1.3750%S(vdw_ext) + S(hb_int) + S(vdw_int)

Onde- S(hb_ext): energia de ligacdo de hidrogénio entre proteina-ligante;
S(vdw_ext): energia de van der Waals entre proteina-ligante;
S(vdw_int): energia de van der Waals no ligante;

S(hb_int): energia de ligacdo de hidrogénio intramolecular do ligante.
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Apés a simulacdo computacional foi feita uma andlise em tela grafica dos
resultados obtidos utilizando o programa DS Visualizer 2.0 (DS Visualizer 2.0, 2007). Nos
casos em que os complexos apresentavam um nimero razodvel de orienta¢des similares do
ligante dentro do sitio, estes foram agrupados, a fim de se considerar padrées de ligacdo com
peso estatistico satisfatdrio e nos casos favordveis os scores foram avaliados.

Analisando estes pardmetros, foi possivel sugerir quais compostos seriam
mais favordveis para a formacdo dos complexos nos sitios de ligacdo das ciclooxigenases 1 e

2.

3.2 Obtencao das Estruturas Tridimensionais das Proteinas

As coordenadas cristalograficas das estruturas tridimensionais das proteinas
utilizadas no trabalho foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) e PDBSum (PDBSum),
bancos de dados publicos. As enzimas utilizadas foram a ciclooxigenase 1, de cédigo 20YE
(HARMAN et al., 2007, PDB) e ciclooxigenase 2, de codigo 1CX2 (KURUMBAIL et al.,
1996, PDB). As coordenadas das estruturas quaterndrias foram obtidas através do Protein
Quaternary Structure (PQS) do European Bioinformatics Institute (EBI) (PDB, PDBSum). As

estruturas 20YE e 1CX2 com seus respectivos ligantes foram descritas na Se¢ao 1.1.1.
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3.3 Obtencao das Estruturas Tridimensionais e Modelagem
Molecular dos Ligantes

A Figura 3.3.1 mostra o bis(piridina-2-carboxialdeido)dimetil(2-
fenilpirimidina-4,6-diil)dihidrazona cuja estrutura estd depositada no Cambridge Structural
Database sob o cédigo de UJEQEF (SCHMITT et al., 2003) e que foi utilizado como ponto
de partida para a modelagem molecular, com o sistema HyperChem 5.01 (HyperChem, 1996),
dos compostos estudados. Depois de desenhados foram feitas otimizacdes geométricas

utilizando o método MM+, Steepest Descent, gradiente RMS de 0,01 kecal/(A mol).

Figura 3.3.1 Estrutura selecionada como ponto de partida para a modelagem dos compostos
desejados (UJEQEF - SCHMITT et al., 2003).

As estruturas tridimensionais modeladas dos ligantes utilizados neste

trabalho estdo apresentadas na Figura 3.3.2.



Figura 3.3.2 Derivados pirimidinicos de 1 a 25 utilizados nos cdlculos de docking.
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Continuacao Figura 3.3.2



41

3.4 Analises das Orientacoes dos Compostos

A andlise das poses obtidas nos célculos de docking, para os compostos de 1
a 25 nos sitios de ligacdo da COX-1 e COX-2 foi feita utilizando o programa DS Visualizer
2.0 (DS Visualizer 2.0, 2007). As orientacdes similares foram agrupadas, e, em cada grupo, o
composto que apresentava o melhor score foi analisado em tela gréfica. Desta forma, foram
identificadas as interacdes, medindo distancias e dngulos entre dtomos do ligante e da enzima.
Neste processo, também foram usados os programas Swiss-PDBViewer (SwissPDB Viewer —

http://www.expasy.org/spdbv/) e HyperChem (HyperChem, 1996).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Redocking (Validacao)

No inicio dos cdlculos de docking € necessario fazer uma série de escolhas
de pardmetros, como por exemplo, a escolha do sitio de ligacdo e do raio da esfera que sera
utilizado de forma que todos os aminodcidos importantes para a inibicao sejam incluidos. Para
isso o primeiro passo € transformar o complexo cristalografico em duas moléculas isoladas,
proteina e ligante, e entdo reconstrui-lo mediante a simulacdo computacional, este processo é
conhecido como redocking. Depois de obtido o complexo virtual este € comparado com o
complexo cristalogréfico original, sendo os resultados coincidentes entdo se pode considerar
que os parametros utilizados foram validados.

Na Figura 4.1.1 s@o mostrados os resultados do redocking dos ligantes
cristalograficos IM8-700 e SC-558 nos sitios de ligacdo da COX-1 e COX-2 respectivamente.
Pode ser visto que houve uma excelente reconstru¢do dos complexos cristalogrificos,

validando assim a metodologia que iria ser aplicada no trabalho.

IM8-700

Figura 4.1.1 Resultados para o redocking dos ligantes cristalografico IM8-700 (COX-1) e SC-558 (COX-2).
Os ligantes iniciais obtidos do PDB estdo em vermelho.
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4.2 COX-1

Na Tabela 4.2.1 estdo os scores de fitness obtidos para as pirimidinas de 1 a
25 em complexo com a COX-1. O valor de fitness mostrado corresponde ao da pose escolhida
para cada grupo. No Anexo A hd um detalhamento completo das interacdes bem como as

figuras correspondentes.

Tabela 4.2.1 Valores de score de Fifness para as pirimidinas de 1 a 25 em complexo com a COX-1

Compostos Fitness (kcalimol)
66,56
2 712,74
3 66,48
4 -75,31
5 R
6 54,10
7 66,09
8 70,16
9 64,71
9e* 62,71
10 -71,26
1 71,83
12 68,15
13 66,13
14 69,73
15 NR
16 -73.03
17 NR
18 NR
19 -72,00
20 NR
21 63,25
22 73,34
23 NR
24 -67.89
25 NR

x

Refere-se g0 enantibmero do ligants 9.

NR: Os resultados obfidos através de céleulos, visualizacio gréfica & andlise de interacdes néo indicaram a
formagdo docomplexo proteina-ligante.
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Os célculos de docking indicaram que, com excecdo dos ligantes 5§, 15, 17,

18, 20, 23 e 25 os quais ndo apresentaram um conjunto de poses estatisticamente significativo,

€ possivel a formagdo de complexo entre os derivados pirimidinicos e a COX-1.

4.2.1 Analise geral sobre os complexos pirimidinas-COX-1

A Tabela 4.2.1.1 é um resumo de todas as interacdes que as pirimidinas fazem com os

residuos do sitio da COX-1, uma anélise detalhada pode ser encontrada no Anexo A.

Tabela 4.2.1.1 Interagdes das pirimidinas com os residuos de aminodcido do sitio da COX-1

Residuos do sitio da COX-1

AREEIEE RN RNEE:
Pirimidinas |[® (@ (J (@ (o ;@ ;A0 N G|[A A6

SlL2 w53 Ssl592d 3. 5|3 Scores

el T g >3 aFa=g=lo|gall
IM8-700 -74.70
1 -66,56
2 -72,74
3 -66,48
4 -75,31
6 -64,10
7 -66,09
8 -70,16
9 -64,71
9e -62,71
10 -71,26
11 -71,85
12 -68,15
13 -66,13
14 -69,73
16 -73,03
19 -72,00
21 -63,25
22 -73,34
24 -67,89

* Interagdes das pirimidinas com a COX-1. As interagdes formadas entre os ligantes e os residuos de

aminodcidos estdo representadas em verde. Os valores de scores sdo apresentados em kcal/mol.
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As pirimidinas analisadas apresentam um padrdo de formagdo de complexo
no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1 em que orientam sua por¢do SO,Me no bolso lateral
(GIn192, Ser516, 1le517, Phe518 e 11e523) formando ligagdes de hidrogénio com os residuos
[le517 e Phe518. Interagdes entre o inibidor IM8-700 e aminoécidos do bolso lateral ja foram
descritas por Harman et al., 2007. Os derivados pirimidinicos estudados se orientam de
maneira que o grupo CF; ou SO,Et (no caso do composto 19) forma interacdes com os
residuos Val349, Ala527, Ser530 e Leu531, que compdem o bolso de migragdo do O, para
formacdo de prostaglandinas a partir do dcido araquidonico (MALKOWSKI et al., 2000).
Outro ponto observado foi que os anéis fenila, metilfenila, tiofenila, pirimidinico ou cicloexil
interagem com os residuos carregados Argl120 e Glu524 na boca do canal. O grupo hidroxila
da porgdo etanolamida do inibidor IM8-700 da familia das indometacinas etanolamidas

também interagem com Argl120 e Glu524 (HARMAN et al., 2007).

TYR385
Acido
araquidénico

| A6LY533
PHE518 - < T ©
Ee <. SER530

= W)\ A
"\ TLEUG31
. g
ILE517
“ARG120

Pirimidina 4

.J‘-.

*TYR355

==

Figura 4.2.1.1 Pirimidina 4 e 4dcido araquiddnico sobrepostos no sitio de ligagcdo da ciclooxigenase 1.
Note que o composto 4 (vermelho), que foi um dos mais favordveis para formagdo do complexo, se
orienta no sitio ativo da ciclooxigenase 1, mesmo sitio que o substrato dcido araquiddnico (amarelo).
No entanto, o ligante 4 apresenta um padrio de orientagdo diferente do dcido araquidonico. Hidrogénios
ndo representados para facilitar compreensdo.
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As pirimidinas analisadas se ligam ao sitio ativo da COX-1, ou seja, no
mesmo sitio de ligacdo do substrato acido araquiddnico, portanto, o provavel tipo de inibi¢do
€ competitivo. No entanto, os derivados pirimidinicos e o substrato acido araquiddnico se
orientam de maneira diferenciada no sitio ativo (Figura 4.2.1.1).

O composto 4 foi 0 que se mostrou mais favordvel para a formacido de
complexo com a COX-1, apresentando o melhor score (-75,31 kcal/mol), bem como um
padrio de ligacao de alto peso estatistico. Cabe destacar que a interacdo com a Argl20 € do
tipo cation-m a qual é fundamental para formacdo do complexo entre o dcido araquidonico e a
COX-1 (MALKOWSKI et al., 2000). A Figura 4.2.2.2 mostra o ligante 4 na cavidade do sitio
da COX-1 e no Anexo A pode ser encontrada a descricio completa das interacdes deste
ligante no sitio.

A comparacdo entre a pirimidina 9 e seu enantiomero 9e mostrou que ha
uma enantioseletividade na ligacdo destes compostos no sitio, pois o complexo com o ligante
9e ndo se mostrou favoravel, provavelmente pela auséncia das ligacdes de hidrogénio entre o
grupo SO,Me e os residuos Ile517 e Phe518.

Os ligantes 5, 15, 17, 18, 20, 23 e 25 néo apresentaram padrdo de ligacdo

com peso estatistico razodvel, portanto nao foram analisados.

Figura 4.2.2.2 Composto 4 no sitio de ligagdo da COX-1. Sitio ativo representado em superficie:
branca- regides neutras, azul- regides positivas e vermelho- regides negativas. Ligante 4 representado
em bola e bastao.
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4.3 COX-2

Na Tabela 4.3.1 estdo os scores de fitness obtidos para as pirimidinas de 1 a
25 em complexo com a COX-2. O valor de fitness mostrado corresponde ao da pose escolhida
para cada grupo. No Anexo B hd um detalhamento completo das interacdes bem como as

figuras correspondentes.

Tabela 4.3.1 Valores de score de Fitness para as pinmidinas de 1 a 25 em complexo com a COX-2

Compostos Fitness (kcal/mol)
1 82,34
2 -83.26
3 -19,62
4 -73,64
5 NR
B -79.89
7 -66,36
B 2.3
9 -1.21

Je” -78,54
10 -80,73
11 -75,38
12 -85,42
13 68,36
14 -82.81
13 -83.79
16 -73.86
17 -86,27
18 -90,60
19 NR

20 -71.07
21 NR

22 -83.74
23 -81,65
24 -78,99
23 NR

x

Refers-s2 80 enantibmero do figante 9.

NR: Os resultados obfidos afravés de calculos, visualizacdo grafica e andlise de interaces ndo indicaram a
formacdo docomplexo prote/na-ligante.
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Os cdlculos de docking indicaram que ha a possibilidade de formagdo de

complexo entre os derivados pirimidinicos e a COX-2 com excecdo dos ligantes 5, 19, 21 e

25, os quais ndo apresentaram um conjunto de poses estatisticamente significativo.

4.3.1 Analise geral sobre os complexos pirimidinas-COX-2

A Tabela 4.3.1.1 é um resumo de todas as interacdes que as pirimidinas fazem com os

residuos do sitio da COX-2, uma andlise detalhada pode ser encontrada no Anexo B.

Tabela 4.3.1.1 Interacdes das pirimidinas com os residuos de aminodcido do sitio da COX-2

Residuos do sitio da COX-2

Pirimidinas 3388333"3%%&3:&?3&’&85‘

25|23 DT D 20 0|05k o

T|S |25 2|88 5 35 g< 2|g|3|5 2|82
SC-558 -80,63
1 -82,34
2 -83,26
3 79,62
2 73,64
6 -79,89
7 -66,36
8 -72,91
9 71,21
9 -78,54
10 -80,73
11 -75,38
12 -85,42
13 -68,36
14 -82,81
15 -83,79
16 -75,86
17 -86,27
18 -90,60
20 71,07
22 -83,74
23 -81,65
2 -78,99

* Interagdes das pirimidinas com a COX-2. As interagdes formadas entre os ligantes e os residuos de

aminodcidos estdo representadas em verde. Os valores de scores sdo apresentados em kcal/mol.
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De forma geral a orientag@o das poses escolhidas dos compostos no sitio da
COX-2 envolve a formagdo de ligacdes de hidrogénio entre os residuos His90 e Arg513, do
bolso lateral da COX-2, com a por¢do SO,Me e entre os residuos Argl20 e Tyr355 com os
grupos substituintes do anel pirimidinico CF;, Cl, SEt, SOEt e OH. E interessante ressaltar
que tanto o substrato dcido araquidonico como o inibidor flurbiprofeno também formam
ligacdes de hidrogénio com a Argl20 e Tyr355 (KIEFER et al., 2000; KURUMBAIL et al.,
1996). Finalmente, os anéis fenila, tiofenila, cicloexil e pirimidinico interagem com os

residuos Tyr385, Met522, Val523, Ala527 e Ser530.

=

| TYR355

L 6LN192

0

Pirimidina 2
. ALE517
\PHE518 4 “\_AR6120
/
L\ TYR385 Acido araquiddnico

Figura 4.3.1.1 Pirimidina 2 e 4cido araquiddnico sobrepostos no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2.
Note que o composto 2 (vermelho), que foi um dos mais favordveis para formacdo do complexo, se
orienta no sitio ativo da ciclooxigenase 2, mesmo sitio que o substrato dcido araquidonico (amarelo).
No entanto, o ligante 2 apresenta um padrio de orientagdo diferente do acido araquidonico. Hidrogénios
nio representados para facilitar compreensdo.

As pirimidinas estudadas se ligam a COX-2 no mesmo sitio do substrato
dcido araquiddnico, portanto, o provavel tipo de inibicdo € competitivo. No entanto, os
derivados pirimidinicos e o substrato 4cido araquiddnico se orientam de maneira diferenciada
no sitio ativo da COX-2 (Figura 4.3.1.1).

Os compostos 2, 15, 17, 22 e 23 foram os mais favordveis para a formagdo

de complexo com a COX-2. Tais ligantes tiveram um padrdo bem definido de orientacdes,
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interagindo com os residuos His90, Arg513, Argl20 e Tyr355 e estdo entre os que apresentam
melhores valores de scores. A anélise em tela grafica dos resultados de docking mostra que os
ligantes 2, 15, 17, 22 e 23 se orientam de maneira muito semelhante (Figura 4.3.1.2) e no
Anexo B pode ser encontrada a descricdo completa das interacdes destes ligantes no sitio.
Apesar de ter o melhor valor de score, a pirimidina 18 ndo apresentou um padrio de ligacao

com bom peso estatistico.

x?; " % 1 o
W X ~(TYR385
/NG | N
o~/ ILEes17 A pa
& ;s TYMET522
~ are513 X H
\ s £
Dt VAL523 - 4
N | o .

~/ser530

Figura 4.3.1.2 Pirimidinas 2, 15, 17, 22 e 23 sobrepostas no sitio de ligacdo da COX-2. Note
que tais compostos (os mais favordveis para complexo com a COX-2) se orientam de maneira
muito semelhante.

A Figura 4.3.1.3 mostra o ligante 17 na cavidade do sitio da ciclooxigenase 2.
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Figura 4.3.1.3 Composto 17 no sitio de ligacdo da COX-2. Sitio ativo representado em superficie:
branca- regides neutras, azul- regides positivas e vermelho regides- negativas. Ligante 17
representado em bola e bastdo.

A Leu384 apresenta diferente orientagcdo nas enzimas COX-1 e COX-2, isto
porque na COX-1 a Phe503 com seu tamanho maior “empurra” a cadeia lateral da Leu384
para parte de cima do canal, e na COX-2, a menor Leu503 permite a Leu384 se orientar fora
do sitio ativo, gerando um pequeno bolso lipofilico (MICHAUX et al., 2005). De forma que
uma sugestdo para melhorar a intera¢do dos inibidores 2, 15, 17, 22 e 23 seria a adi¢do de um
grupo hidrofébico no anel fenila e tiofenila, assim este grupo poderia se posicionar dentro do
bolso lipofilico especifico da COX-2.

Ja os ligantes 4, 7 e 13 foram os menos favordveis para formar complexo
com a COX-2. A pirimidina 4 ndo orienta sua por¢do SO,Me no bolso lateral e ndo faz
ligagdes de hidrogénio com os residuos His90, Arg513, Argl20 e Tyr355, estas duas dltimas
estdo posicionadas na entrada do sitio. A pirimidina 7, apesar de formar ligacdes de

hidrogénio com os residuos Argl20, Tyr355 e Arg513, seu complexo com a COX-2 ndo se
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mostrou favoravel devido a formacao de intera¢des intramoleculares entre o N2 pirimidinico e
anel cicloexil. O complexo entre o composto 13 e a COX-2 ndo se mostrou favoravel, pois
mesmo formando ligacdes de hidrogénio com os aminoacidos Argl120 e Tyr355, tal composto
ndo faz ligagdes de hidrogénio entre o grupo SO,Me e os residuos His90 e Arg513 do bolso
lateral, padrdo apresentado pelas pirimidinas mais promissoras.

Como mencionado na introdugdo, o interessante € ter um equilibrio entre a
inibi¢do de COX-2 e COX-1, sem inibir totalmente esta tltima, portanto os ligantes 15, 17 e
23 que ndo formaram complexo com a COX-1 e somente com a COX-2, poderiam a priori
serem descartados para a realizacdo de ensaios in vivo. Por outro lado, os compostos 2 e 22
que apresentaram resultados favordveis para a COX-2 ndo o foram para a COX-1, essa
preferéncia pode estar relacionada a substitui¢cdo da His por uma Arg na posi¢do 513 do bolso

lateral.
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5. COMPARACAO COM RESULTADOS EXPERIMENTAIS
DA LITERATURA

A andlise das interagdes bem como os scores resultantes dos célculos de
docking indicam as pirimidinas 15, 17 e 23 como as mais favordveis para a formacdo de
complexo com a COX-2, sendo que ndo formaram complexos com a COX-1. Os dados
experimentais de Orjales et al., 2008 indicaram os ligantes 2, 15, 17, 22 e 23 como alguns dos
compostos que tiveram a melhor atividade inibitéria e indice de seletividade para COX-2,
inclusive melhores inibidores do que o Rofecoxib (Vioxx), isto mostra que hd uma boa

correlacgdo entre os resultados experimentais e os de docking (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 Scores e dados de inibicdo das pirimidinas 2, 15,
17, 22 e 23 para COX-2

Compostos Score (kcal/mol) IC5,(nM) IS*(indice de
seletividade)

SC-558* -80,63 9.3 -
(redocking)
2 -83,26 2.14* 10702
15 -83,79 5.4~ >18622
17 -86,27 1.2* >81300
22 -83,74 9.2¢ >10905
23 -81,65 0.3" >33333
Rofecoxib - - 211.0

* ORJALES et al., 2008
*FKURUMBAIL oi al, 1996,

Os resultados mostrados na Tabela 5.2 permitem a realizagdo de uma série
de andlises. O composto 5, que ndo formou complexo com a COX-2 também se mostrou
inativo e seu isomero, o composto 4, mostrou baixa seletividade e apresentou valores
relativamente préoximos de score, -75,31 e -73,64 kcal/mol para a COX-1 e COX-2

respectivamente.
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Tabela 5.2 Valores de score, IC5; e IS das pirimidinas 4, 5,
7,13,19, 21 e 25 para a COX-2

Compostos Score 1C50(nM) IS*(indice de
(kcal/mol) seletividade)
SC-558** -80,63 9.3 -
(redocking)
4 -73,64 293 .4* 341
5 - >10000" >1
7 -66,36 238.5* 419
13 -68,36 5720" =17
19 - 90.7" >110
21 - >10000" >1
25 - 120.9* >83

* ORJALES et al, 2008.
*OKURUMBAIL af ai, 1996,

Comparando-se a pirimidina 21 ao seu andlogo 22 (tabelas 5.1 e 5.2) pode-
se verificar que o composto 21 ndo formou complexo com a COX-2 enquanto o seu analogo
ligante 22 sim. Isto pode ser explicado pelo fato do composto 21 ter perdido as liga¢des de
hidrogénio com os residuos His90 e Arg513 do bolso lateral e ndo apresentar padrdo de
orientacdo com peso estatistico satisfatorio. Isto estd de acordo com os dados experimentais

que mostram o ligante 21 inativo e seu andlogo 22 como inibidor seletivo da COX-2.
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6. CONCLUSOES

Os derivados pirimidinicos analisados que formaram complexo no sitio da
COX-1 se orientam com sua por¢cdo SO,Me no bolso lateral formando ligagcdes de hidrogénio
com os residuos Ile517 e Phe518. Além disso, o grupo CF; ou SO,Et (no caso do composto
19) faz interacdes com os residuos Val349, Ala527, Ser530 e Leu531. Mais ainda, os anéis
substituintes fenila, metilfenila, tiofenila, pirimidinico ou cicloexil interagem com os residuos
carregados Argl20 e Glu524. O composto 4 foi o mais favordvel para a formacdo de
complexo com a COX-1, e ha enantioseletividade para a ligacdo da pirimidina 9. O tipo de
inibi¢do dos compostos aqui estudados é provavelmente competitivo, pois 0os compostos que
formaram complexo se ligam ao sitio ativo da COX-1, ou seja, no mesmo sitio de ligacdo do
substrato 4cido araquidodnico.

A formagao dos complexos entre as pirimidinas estudadas e o sitio da COX-
2 mostrou um padrio que inclui ligagdes de hidrogénio entre os residuos His90 e Arg513 com
a porcdo SO,Me e entre os residuos Argl20 e Tyr355 com os grupos substituintes do anel
pirimidinico CF3, Cl, SEt, SO,Et e OH. A presenca de um pequeno bolso lipofilico na COX-
2, como descrito na Secdo 4.3.1, e os resultados de docking permitem sugerir que os
inibidores 2, 15, 17, 22 e 23 poderiam ser melhorados com a adi¢do de um grupo hidrofébico
no anel fenila e tiofenila para que este grupo se posicione dentro desse bolso. O tipo de
inibicdo das pirimidinas aqui estudadas € provavelmente competitivo, pois 0s compostos
também se complexaram no sitio ativo.

A procura por novos compostos com atividade antiinflamatéria deve lidar
com um ténue equilibrio de inibicdo de COX-1 e COX-2. Nesse sentido, os ligantes 2 e 22
que apresentaram resultados favordveis para a COX-2 e ndo tanto para a COX-1, seriam os

mais promissores e, portanto, aqueles que deveriam ser testados in vivo.
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ANEXO A

O anexo A apresenta a descricdo completa das interacdes e figuras correspondentes, assim

como as tabelas de interacdes medidas para as pirimidinas estudadas e os residuos da COX-1.

CF 4

- PIRIMIDINA 1 [y

|
‘ o =
S0,CH;

A pirimidina 1 se liga a COX-1 com a por¢do SO,Me orientada no bolso
lateral, da mesma maneira que se orienta o grupo metoxi do anel indol do inibidor IM8-700
(HARMAN et al., 2007). O grupo SO,Me faz ligacdes de hidrogénio com os residuos Ile517
e Phe518. O N1 pirimidinico interage com a Val349 e a por¢do CF; além de interagir com
este mesmo residuo, interage também com a Ser530. Os residuos Val349 e Ser530 compdem
o0 bolso de migracdo do O, para formacéo de prostaglandinas (MALKOWSKI ez al., 2000). O
N3 do ligante 1 estd posicionado proximo a Tyr355 e o anel fenila substituinte faz uma
interacdo cation-t com a Argl20, além de interagir com o aminoacido carregado Glu524.
Interacdes com os aminoacidos Argl20, Tyr355 e Glu524 ja foram descritas para inibidores
da familia das indometacinas etanolamidas (HARMAN et al., 2007). A Figura 4.2.1 mostra a

pirimidina 1 no sitio de ligacdo da COX-1 e na Tabela 4.2.2 estdo listadas todas as interagdes.

Y TYR355
6LN192 'f
I : 284
2.72 - o
>
ILE517_, / = 2D A%
R Jiiz g7 ‘ ¥ O N
& ] W I
; o ' PRy Aket20
i : ‘- y
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Figura 4.2.1 Pirimidina 1 no sitio da COX-1. Sdo mostradas algumas interagdes do sitio em linhas
vermelhas (distancias em A) e em tracejado vermelho as ligacdes de hidrogénio que o A centréide do
anel fenila estd mostrado em verde.
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Tabela 4.2.2 Interagdes medidas para a pirimidina 1 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.539 OG/Ser516 02 2.046 H/Me517 (LH)
Hl1b 2.527 O/Ser353 02 2.045 OE1/GIn192
S1 2.768 HG23/Tle517 02 3.157 HE21/GIn192
S1 2.934 H/lle517 02 2.638 O/Leu352
Ol 2.936 HD12/Tle523 H3 2.985 O/Leu352
o1 2.884 HD2/Phe518 H6 2.837 OH/Tyr355
Ol 2.846 O/Phe518 H7 2.760 O/Ser353
01 3.116 N/Phe518 N1 2.871 HG11/Val349
01 2.191 H/Phe518 F1 2.740 HB1/Ser530
01 2.544 HG23/lle517 F2 2.173 HG23/Val349
Ol 2.929 H/lle517 F3 3.066 HB2/Ser530
01 2.649 HB1/Ser516 N3 2.718 HE1/Tyr355
02 3.033 N/le517 H16 2.702 OE1/Glu524
02 2.105 HG23/lle517 Centréide C13-C18 3.354 NH1/Arg120
- PIRIMIDINA 2 CF
s

. |

=
[| ” R TEAY i R
e

Os célculos de docking mostraram um indice de repeticdo de 40%, o que é

50,CH,

relativamente baixo e com uma média dos scores de -67,38 kcal/mol. De forma que ndo sao
resultados muito auspiciosos para a possivel formacdo do complexo entre a pirimidina 2 € o
sitio de ligagdao da COX-1.

A pose escolhida mostra o composto 2 com seu grupo SO,Me interagindo
com residuos do bolso lateral (His90, GIn192, His513, Ser516, Leu517, Phe518 e 11e523). O
SO,Me faz ligagao de hidrogénio com a Ile517 (Figura 4.2.2), além de interagir com a His513
e Ile523, residuos que sdo substituidos na COX-2 por Arg e Val respectivamente. O anel
fenila faz interacdes com His90, Ser353 e Tyr355, o N2 pirimidinico estd préximo a [le523 e
o N3 interage com a Ala527. A por¢do CF; faz interacdes com os residuos Val349, LeuS31 e
Leu539 e o HI12b do grupo CH; interage com a Met522 e Ala527. O anel tiofenila faz
interagdes com a Leu384, Tyr385, Trp387 e Gly526. Na Tabela 4.2.3 estdo apresentadas as
interagdes da pirimidina 2 no complexo com a ciclooxigenase 1.

Inibidores da familia das indometacinas etanolamidas também fazem
intera¢des com residuos do bolso lateral (HARMAN et al.,, 2007). Além disso, os residuos
Val349, Ala527, Leu531 fazem parte de um bolso de migracdo do O, para formagdo de

prostaglandinas; os aminodcidos Leu384, Trp387 e Met522 compdem um bolso que poderia
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acomodar as transicdes conformacionais do C-8 ao C-12 do 4cido araquidonico durante a
adicdo de O, e formacdo do anel endoperdxido e os residuos Tyr355 e Gly526 também

interagem com o substrato acido araquidonico durante a formacio de prostaglandinas

(MALKOWSKI et al., 2000).

ILE517

SER516
g
3.9 ’ :
4
HIS90 J2555 5, et & \\E@{4
grR355 317 P o Ol R
. e P o 42 A
266 . A s ’
3 - O 2b4 =
I ¢ 1 6LY526
294 & ALA527
.
DEU531

Figura 4.2.2 Derivado pirimidinico 2 no sitio da ciclooxigenase 1. Sdo mostrados alguns
residuos e interagdes do sitio (representadas por linhas vermelhas com distancias em A).
Note a ligac@o de hidrogénio entre o ligante e a [le517 que estd em tracejado vermelho.

Tabela 4.2.3 Interagdes medidas para a pirimidina 2 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (;&) Atomos da Atomos do Distancia (;&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.111 O/Ser353 02 2.818 HG23/lle517
Hi1b 2.802 OE1/GIn192 02 2.579 HA/Ser516
Hlc 2.352 O/Ser353 H3 2.995 0O/Ser353
Hlc 3.074 O/Leu352 H3 3.172 ND1/His90
Hlc 2.223 OE1/GIn192 H4 2.657 Tyr355/0H
S1 2.970 HE1/His90 N2 2.889 HG21/1le523
01 2.531 HD12/11e523 F1 2.456 HD21/Leu359
01 2.945 HDI11/11e523 F1 2.540 HG13/Val349
01 2.905 HD1/His513 F3 2.935 HD12/Leu531
01 2.975 NE2/His90 N3 2.999 HB3/Ala527
01 2.919 HE2/His90 N3 2.538 HA/Ala527
01 2.519 HE1/His90 HI12b 2.652 N/Ala527
01 3.022 OG/Ser516 H12b 2.832 O/Met522
01 2.655 HB1/Ser516 S2 2.418 HA1/Gly526
02 1.978 HB1/Ser516 S2 3.037 HZ2/Trp387
02 2.520 H/Phe518 S2 3.161 HD22/Leu384
02 2.851 N/Te517 H15 2.096 OH/Tyr385

02 2.209 H/Me517
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A formag@o do complexo entre a pirimidina 2 e a ciclooxigenase 1 nédo se
mostrou favoravel, ndo somente pela falta de um padrao bem definido de orientacio no sitio
da COX-1, mas também pela falta de interacdes favordveis com a Argl20 e pela perda da

ligacdo de hidrogénio com a Phe518.

CF s

H“N
- PIRIMIDINA 3 NS N %
S8 ®
S0,CHg

O composto 3 se liga ao sitio da COX-1 com sua por¢do SO,Me orientada
no bolso lateral formando ligagdes de hidrogénio com os residuos Ile517 e Phe518, regido
mais hidrofébica do bolso lateral (HARMAN et al., 2007). O N1 do anel pirimidinico interage
com a Val349 e a porcido CF; faz vdrias interacdes com os residuos Val349, Leu352, Ala527,
Ser530 e Leu531, que sdo residuos do bolso de migracio do O, para formagdo de
prostalglandinas a partir do 4cido araquidéonico (MALKOWSKI et al., 2000). O N3 interage
com a Tyr355 e o anel pirimidinico substituinte faz interagdes com a Argl20, 11e523 e
Glu524. Além disso, na entrada do canal da COX-1 h4 uma interacéo cition-r entre a Argl120
e este anel pirimidinico substituinte. A regido de jungdo da Argl20/Tyr355 € essencial para
ligacdo do 4cido araquidonico a COX-1, pois tais residuos coordenam o carboxilato deste
acido graxo (MALKOWSKI et al., 2000).

Na Figura 4.2.3 estd mostrada a pirimidina 3 no sitio de ligagdo da COX-1
com destaque para as ligacdes de hidrogénio com os residuos Ile517 e Phe518 e interagdo
cétion-m entre o anel pirimidinico substituinte e a Argl120 e na Tabela 4.2.4 estdo as interacdes

do complexo entre a pirimidina 3 e a COX-1.



518

¥ 1LE517

Figura 4.2.3 Ligante 3 no sitio da COX-1. Destaque para as ligacdes de hidrogénio com
os residuos Ile517 e Phe518 (tracejado vermelho) e para a interagdo cdtion-m com a
Arg120 (linha vermelha). Distancias indicadas em A e a centrdide do anel fenila em verde.

Tabela 4.2.4 Interagdes medidas para a pirimidina 3 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.938 NE2/His90 02 2.790 O/Leu352
Hlb 2.559 0G/Ser516 H3 3.061 O/Ser353
Hic 2.476 O/Ser353 H4 2.709 OH/Tyr355
S1 2.048 HG23/lle517 H7 2.771 O/Leu352
S1 2.916 H/le517 N1 3.109 HGI11/Val349
S1 3.059 HB1/Ser516 F1 2.984 HG22/Val349
01 2.727 HD12/Tle523 F1 2.347 HG11/Val349
o1 2.366 HB1/Ser516 F1 3.039 HD21/Leu352
01 2.667 O/Phe518 F2 2.215 HA/Ala527
01 2.217 H/Phe518 F2 2.655 HB22/Ser530
o1 3.164 N/Phe518 F3 2.798 HB1/Ser530
(02} 2.956 HD2/Peh518 F3 2.887 HG/Leu531
(02} 2.817 HG23/Me517 F3 2.655 HA/Ala527
(02} 2.984 H/Me517 N3 2.708 HE1/Tyr355
02 2.109 OE1/GIn192 N4 2.479 HG23/11e523
02 3.111 HA/Tle89 N4 2.874 HH12/Arg120
02 1.934 H/Me517 N4 2.921 HH13/Arg120
02 2.924 N/Te517 H15 2.376 OE1/Glu524
02 2.048 HG23/Tle517 Centroide C13-N-C17 3.314 NH1/Argl120

63
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- PIRIMIDINA 4 | N

S0,CH;

A pirimidina 4 se orienta no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1 com seu
grupo SO,Me dentro do bolso lateral- His90, GIn192, His513, Ser516, Leu517, Phe518 e
[le523- formando ligagdes de hidrogénio com os residuos Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.4). O
N1 pirimidinico interage com a Leu352 e a por¢do CF; faz interacdes com a Val349, Leu352,
Ala527 e Ser530. Estes residuos fazem mudltiplas interacdes hidrofébicas com o 4cido
araquidonico (MALKOWSKI et al., 2000). Finalmente, o S2 do anel tiofenila faz varias
interagdes com a Argl20, [le523 e Ala527, inclusive uma interacio cition-n entre este anel e
a Argl120. O aminoécido carregado Argl20 é fundamental para formagdo do complexo entre o
dcido araquiddnico e a ciclooxigenase-1 (MALKOWSKI et al., 2000). Na Tabela 4.2.5 sdo

apresentadas as interagdes entre o composto 4 e o sitio da COX-1.

SER516 LY

PHE518

Figura 4.2.4 Pirimidina 4 no sitio de ligagdo da COX-1. Em linhas vermelhas sdo representadas
algumas interagdes do sitio, em tracejado vermelho as ligagdes de hidrogénio com os residuos
Ile517 e Phe518 (distancias em A). Note a interacdo cation-m que o composto forma com a Arg120.
A centréide do anel fenila estd indicada em verde.
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Tabela 4.2.5 Interagbes medidas para a pirimidina 4 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 3.038 NE2/His90 02 2.996 O/Leu352
Hl1b 2.441 0G/Ser516 H3 2.357 O/Leu352
Hlc 2.578 O/Ser353 H6 3.022 OH/Tyr355
S1 2.948 HB1/Ser516 N1 3.199 HD21/Leu352
S1 2.896 H/Tle517 F1 3.086 N/Ala527
S1 2.861 HG23/Tle517 F1 3.031 HB2/Ser530
01 2.314 HB1/Ser516 F1 2.323 HA/Ala527
o1 2.681 HD12/11e523 F2 2.899 HD21/Leu352
01 2.520 O/Phe518 F2 2913 HG23/Val349
o1 2.867 HD2/Phe518 F3 2.235 HA/Ala527
01 3.078 N/Phe518 F3 2.145 HB2/Ser530
(02} 2.140 H/Phe518 F3 2.419 HB1/Ser530
o1 2.877 HG23/Tle517 S2 2.935 HG23/Tle523
(02} 3.028 H/Me517 S2 2.902 HH12/Arg120
02 2.111 OE1/GIn192 S2 3.149 NHI1/Arg120
02 2.930 HA/Ser516 S2 2.574 HH13/Arg120
02 1.802 H/Me517 S2 3.153 HB2/Ala527
02 2.779 N/Me517 H18 2.358 OE1/Glu524
02 2.073 HG23/Tle517 Centroide C13-S-C16 3.261 NH1/Arg120

O composto 4 tem grande probabilidade de inibir a COX-1, por que além de
apresentar um bom padrio de ligagdo no sitio da COX-1, forma ligacdes de hidrogénio entre
sua por¢do SO; e os residuos Ile517 e Phe518 (distancias de 1.802 e 2.140 A respectivamente)
e faz uma interacdo cition-t com a Argl20 na entrada do sitio, apresentando um score de

fitness de -75,31 kcal/mol.

CF4

]

N
|
- PIRIMIDINA 6 O/\NH/\N/J\[ﬁ\
=
S0,MH,

O composto 6 se liga ao sitio da ciclooxigenase 1 com a porcdo SO,NH;
interagindo com residuos do bolso lateral- GIn192, Ser516, Ile517, Phe518 e 1le523- inclusive
ha formacdo de ligagdes de hidrogénio entre o ligante e a Ile517 e Phe518. Interacdes com
aminoacidos do bolso lateral da COX-1 ja foram descritas para o grupo metoxi do anel indol
de inibidores da familia das indometacinas etanolamidas (HARMAN et al, 2007). O N
pirimidinico interage com a Val349 e o grupo CF; faz interacdes com Val349, Ala527,
Ser530 e Leu531, residuos que participam na ligagdo do substrato dcido araquiddnico a COX-

1 (MALKOWSKI et al., 2000). O N4 interage com a Tyr355 e os hidrogénios do anel
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cicloexil fazem interacdes com os residuos Argl20, Tyr355 e Glu524. Na Tabela 4.2.6 e na

Figura 4.2.5 estdo as interacdes medidas para pirimidina 6 na COX-1 e sua disposi¢o no sitio

respectivamente.

SER530 *

6LU524
ARG120

Figura 4.2.5 Composto 6 em complexo com a ciclooxigenase 1. Algumas interagdes do
sitio estdo representadas por linhas vermelhas. Note em tracejado vermelho as ligacdes de
hidrogénio com os residuos Ile517 e Phe518 (distancias em A).

Tabela 4.2.6 Interagdes medidas para a pirimidina 6 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
HINI1 2.958 OE1/GIn192 02 2.529 O/Leu352
HINI1 2.972 0G/Ser516 H2 2.761 O/Ser353
H2N1 3.120 OE1/GIn192 H3 2.643 OH/Tyr355
H2N1 2.146 O/Ser353 H6 2.711 O/Leu352
N1 2.557 HE1/His90 N2 3.161 HGI11/Val349
N1 3.047 O/Ser353 F1 2.416 HG11/Val349
N1 2.972 HA/Ser516 F1 2.968 HG22/Val349
S1 3.162 OE1/GIn192 F2 2.267 HA/Ala527
S1 2913 H/le517 F2 2.978 HB2/Ser530
S1 2.915 HG23/lle517 F3 2.834 HB1/Ser530
o1 2.858 HD12/11e523 F3 2.790 HG/Leu531
01 2.940 O/Phe518 F3 2.184 HA/Ala527
01 2.272 HB1/Ser516 N4 2.910 HE1/Tyr355
(02} 2.338 H/Phe518 Hl1b 2.600 NH1/Argl120
o1 2.810 H/Me517 H12 2.706 OH/Tyr355
o1 2.813 HG23/Me517 Hl13a 2.676 NHI1/Arg120
02 3.089 N/Me517 H15a 2.386 OE1/Glu524
02 2.100 H/Te517 H16b 2.379 OH/Tyr355
02 3.169 HBMle517 H17a 2.898 NH1/Argl120
02 1.999 OE1/GIn192 Hl17a 3.182 OE1/Glu524
02 2.113 HG23/Tle517 H17b 2.790 OH/Tyr355
02 3.029 HE21/GIn192
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O grupo SO;Me do ligante 7 interage com residuos do bolso lateral da
COX-1 formando ligacdes de hidrogénio com a Ile517 e Phe518 (distancias de 2.012 e 2.123
A respectivamente) (Figura 4.2.6). Interacdes de inibidores da familia das indometacinas
etanolamidas com residuos do bolso lateral (GIn192, Ser516, Ile517, Phe518 e 1le523) foram
descritas por Harman et al., 2007. O N1 pirimidinico interage com a Val349 e Leu352 e o N2
com a Ile523. A por¢cao CF; faz interagdes com os residuos Val349, Leu352, Ala527 e
Ser530. Os hidrogénios do anel cicloexil fazem interagdes com Argl20, Tyr355 e Glu524. Os
residuos Argl20, Val349, Leu352, Tyr355, Ile523, Ala527 e Ser530 interagem com o
substrato dcido araquidonico no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1 (MALKOWSKI et al.,

2000). Na Tabela 4.2.7 sdo apresentadas as intera¢des do ligante 7 na ciclooxigenase 1.

SER530

6LU524
PHE518 =
R6120

ILE517

Figura 4.2.6 Ligante 7 no sitio da ciclooxigenase 1. Sdo mostradas algumas intera¢des do sitio em
tracejado vermelho e ligacdes de hidrogénio em tracejado vermelho (distdncias em A).



Tabela 4.2.7 Interagdes medidas para a pirimidina 7 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 3.141 OE1/GIn192 H3 2.670 O/Leu352
Hla 2.794 0G/Ser516 H6 3.036 OH/Tyr355
Hlb 2.251 0O/Ser353 H7 3.094 O/Ser353
Hlc 3.177 NE2/His90 N1 3.053 HD21/Leu352
S1 2.833 H/le517 N1 2.883 HGI11/Val349
S1 2.718 HG23/Tle517 N2 3.198 HG21/11e523
01 2.995 HD12/Tle523 F1 2.738 HG11/Val349
o1 2.437 HB1/Ser516 F1 2.460 HD21/Leu352
01 2.835 O/Phe518 F2 2.321 HA/Ala527
(02} 2.123 H/Phe518 F2 2.344 HB2/Ser530
o1 3.082 N/Phe518 F2 3.165 OG/Ser530
o1 3.071 HD2/Phe518 F3 2914 HG12/Val349
o1 2.754 H/e517 F3 2.698 HB1/Ser530
o1 2.558 HG23/Te517 N3 3.157 HB2/Ala527
02 1.971 OE1/GIn192 H12 2.377 OH/Tyr355
02 3.057 HE21/GIn192 H14b 2.755 OH/Tyr355
02 2.607 O/Leu352 H15a 2.910 NH1/Argl120
02 3.000 N/Me517 H16a 2.862 OE1/Glu524
02 2.012 H/Te517 H16b 2.327 OH/Tyr355
02 2.073 HG23/1e517 Hl17a 2.358 NHI1/Arg120
02 3.113 HB/Mle517
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As pirimidinas 6 e 7 se orientam de maneira semelhante no sitio da COX-1,

apresentando scores préximos. O derivado 6 tem sua por¢do SO,NH, formando ligacoes de

hidrogénio com a Ile517 e Phe518. Esta por¢ao tem como correspondente no composto 7 o

SO,Me que também faz ligacdes de hidrogénio com tais residuos (Figura 4.2.7). O N

pirimidinico de ambos interagem com Val349 e seus hidrogénios do anel cicloexil formam

interacdes com Argl20, Tyr355 e Glu524.

2.10 parao 6
2.01 parao7

2.39 parao 6
2.12 parao7

Figura 4.2.7 Compostos 6 e 7 sobrepostos no sitio da COX-1. Sdo mostradas as ligagdes de H

(tracejado vermelho) que ambos os ligantes formam no sitio. Distancias das ligagdes indicadas no box.
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- PIRIMIDINA 8

50,CHj

O ligante 8 se orienta no sitio da ciclooxigenase 1 com sua por¢do SO,Me
no bolso lateral formando ligacdes de hidrogénio com a Ile517 e Phe518. Seu nitrogénio
pirimidinico interage com a Val349 e seu grupo CF; faz interacdes com a Val349, Leu352,
Ala527, Ser530 e Leu531. Tais residuos compdem o bolso de migragdo do O, na COX-1 para
formacdo de prostaglandinas a partir do acido araquidénico (MALKOWSKI et al., 2000). O
N3 do ligante estd posicionado préximo a Tyr355 e o anel fenila mais distante do grupo
SO;Me interage com os residuos carregados Argl20 e Glu524, inclusive fazendo uma
interacdo cation-t com a Argl20 (Figura 4.2.8). Interagdes com Argl120, Tyr355 e Glu524 no
sitio da COX-1 ja foram descritas para o grupo hidroxil de inibidores da familia das
indometacinas etanolamidas (HARMAN et al., 2007). Na Tabela 4.2.8 estdo as interacdes

medidas para o complexo §-COX-1.

Figura 4.2.8 Pirimidina 8 no sitio de ligacdo da COX-1. Ligacdes de hidrogénio com os residuos
Tle517 e Phe518 (em tracejado vermelho) e interagdo cation-m com a Argl20 (linha vermelha).
Distancias de interacio em A e a centréide do anel fenila estd em verde. Os hidrogénios do
ligante nio estdo representados para simplificar a representacao.



70

Tabela 4.2.8 Interagdes medidas para a pirimidina 8 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.673 0G/Ser516 02 2.956 NMle517
Hl1b 2.404 O/Ser353 02 1.982 H/lle517
Hlc 3.044 NE2/His90 02 2.009 HG23/Tle517
S1 3.117 HB1/Ser516 H3 2.831 O/Leu352
S1 2.969 H/Tle517 N1 2.986 HG11/Val349
S1 2.854 HG23/Tle517 F1 2.705 HA/Ala527
01 2.427 HB1/Ser516 F1 2.172 HB2/Ser530
o1 3.039 H/Me517 F2 2.746 HA/Ala527
01 2.823 HG23/Tle517 F2 2.562 HB1/Ser530
o1 3.178 N/Phe518 F2 3.008 HG/Leu531
01 2.664 O/Phe518 F3 3.181 HG22/Val349
o1 2.240 H/Phe518 F3 2.937 HD21/Leu352
0Ol 2.898 HD2/Phe518 N3 3.015 HE1/Tyr355
(02} 2.697 HD12/11e523 HI12b 3.186 NH1/Argl120
02 2.117 OE1/GIn192 H17 2.743 OE1/Glu524
02 2.765 O/Leu352 H18 2.883 NHI1/Argl120
02 3.172 HA/Ser516 Centréide C13-C18 3.725 NH1/Arg120

Os derivados pirimidinicos 1, 3 e 8 se orientam de maneira semelhante no
sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1, e apresentam scores de fitness préximos (-66,56 para 1, -
66,48 para 3 e -70,26 para 8, valores em kcal/mol) e interagem basicamente com os mesmos
residuos (Tabelas 4.2.2, 4.2.4 ¢ 4.2.8). Os trés compostos formam liga¢des de hidrogénio com
a [le517 e Phe518, além de fazer interag¢Ges cétion-m com a Argl20 (Figuras 4.2.1, 423 e
4.2.8). Dentre estes trés o que se ligou menos favoravelmente foi o ligante 1 devido a perda de

interagdes, principalmente com o residuo carregado Argl20.

CF 5
- PIRIMIDINA 9 S
o NE N

S0,CH,

A pirimidina 9 se complexa ao sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1 com sua
porcdo SO,Me interagindo com residuos do bolso lateral (His90, GIn192, Ser516, Ile517,
Phe518 e 11e523), inclusive este grupo forma liga¢des de hidrogénio com a Ile517 e Phe518
(Figura 4.2.9). Interagdes com aminodcidos do bolso lateral j4 foram descritas para inibidores
da familia das indometacinas etanolamidas (HARMAN et al, 2007). O N1 pirimidinico
interage com a Val349 e a por¢do CF; faz interacdes com os residuos Val349, Ala527, Ser530

e Leu531. Tais residuos participam da ligagdo do substrato dcido araquidonico a COX-1
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(MALKOWSKI et al., 2000). O N3 do ligante estd proximo a Tyr355 e o anel fenila, mais
distante do grupo SO,Me, interage com a Argl20, carregada positivamente. A Argl20 e a
Tyr355 fazem interagdes com o carboxilato do 4cido araquidénico (MALKOWSKI et al.,

2000). Na Tabela 4.2.9 sdo apresentadas as intera¢des do complexo 9-COX-1.

(;\ﬁ-a;ﬂaﬁao

Figura 4.2.9 Ligante 9 no sito de ligacdo da ciclooxigenase 1. Sdo mostradas algumas
interacdes do sitio (linhas vermelhas) e ligagdes de hidrogénio com a Ile517 e Phe518
(tracejado vermelho). Distancias de interagdes em A.

Tabela 4.2.9 Interagdes medidas para a pirimidina 9 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.531 O/Ser353 02 2.013 OE1/GIn192
Hl1b 3.172 NE2/His90 02 3.106 HE21/GIn192
Hic 2.537 OG/Ser516 02 2.613 O/Leu352
S1 3.175 HB1/Ser516 H3 2.908 O/Leu352
S1 2.853 H/lle517 H6 2.781 OH/Tyr355
S1 2.736 HG23/lle517 H7 2.817 O/Ser353
01 3.004 HD12/11e523 N1 2.996 HG11/Val349
01 2.959 HD2/Phe518 F1 2.433 HA/Ala527
01 2.814 O/Phe518 F1 2.806 HB1/Ser530
01 3.035 N/Phe518 F1 2.762 HG/Leu531
01 2.093 H/Phe518 F2 2.379 HG11/Val349
01 2.538 HB1/Ser516 F2 2.238 HG23/Val349
01 2.807 H/le517 F3 2.281 HA/Ala527
01 2.509 HG23/Tle517 F3 2.887 HB2/Ser530
02 2.094 HG23/Tle517 N3 2.313 HE1/Tyr355
02 3.028 N/Me517 H12b 3.044 NHI1/Arg120
02 2.040 H/e517 H18 3.088 NH1/Argl120

02 3.176 HB/lle517



72

- PIRIMIDINA 9E
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A pirimidina 9e, que se refere a um enantiomero do composto 9, se orienta
no sitio da ciclooxigenase 1 com seu grupo SO,Me formando interagcdes com aminoacidos do
bolso lateral. Harman et al., 2007 descreveram interagdes entre inibidores da familias das
indometacinas etanolamidas e tais residuos do bolso lateral. O N2 do anel pirimidinico do
ligante interage com a Tyr355 e I1e523. A por¢do CF; faz interagdes com a Valll6, Val349,
Leu359 e Leu531, residuos que lineam o canal da COX (SMITH, DEWITT E GARAVITO,
2000). O N3 do ligante 9e interage com a Argl20. O anel fenila mais distante da porcdo
SO;Me forma interagdes com a Pro86 e com os residuos carregados Argl20 e Glu524. O
grupo hidroxil de inibidores da familia das indometacinas etanolamidas também interage com
a Argl20 e Glu524 (HARMAN et al., 2007).

Na Tabela 4.2.10 e na Figura 4.2.10 estdo as interacdes medidas para

pirimidina 9e no sitio de ligacdo da COX-1 e sua disposicdo no sitio respectivamente.

4RE120

PHES18 SER530

ILE517

Figura 4.2.10 Disposi¢do do composto 9e no sitio de ligagdo da ciclooxigenase 1.
Estdo representadas algumas interacdes do sitio (linhas vermelhas). Distancias de
interacdo em A.



Tabela 4.2.10 Interag6es medidas para a pirimidina 9e em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.879 OE1/GIn192 N2 2.692 OH/Tyr355
Hla 3.049 O/Leu352 N2 2.939 HH/Tyr355
Hla 2.288 O/Ser353 N2 2.896 HG23/Tle523
Hlc 2.409 OE1/GIn192 F1 2.548 HG12/Val349
Hlc 2.981 N/le517 F1 2.398 HD11/Leu359
S1 3.087 O/Leu352 F1 3.197 HD23/Leu359
S1 2.761 HG23/Tle517 F2 2.477 HG12/Val349
S1 3.092 HG12/11e523 F2 2.651 HDI12/Leu531
o1 2.557 HE2/Phe518 F3 2.372 HG12/Valll6
01 2.457 HG12/11e523 F3 2.698 HD12.Leu531
Ol 2.817 HD12/Tle523 N3 2.297 HH13/Argl120
o1 2.472 HD2/Phe518 N3 3.174 NH1/Arg120
0Ol 2.853 H/Phe518 HIN3 2.668 NH1/Arg120
o1 2.796 HG23/lle517 Hl2a 2.650 OH/Tyr355
02 1.899 HG23/Tle517 HI15 2.534 O/Pro86
02 2.707 HG22/Tle517 H17 3.015 OE1/Glu524
02 2.798 HG/Leu352 H18 2.734 NE/Argl120
02 2.147 O/Leu352 H18 3.043 NH1/Arg120
H6 2.026 OH/Tyr355 H18 2.967 NH2/Arg120
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A formacgdo do complexo entre o ligante 9e e o sitio da COX-1 nédo se

mostrou favordvel pelo fato, principalmente, da perda das ligacdes de hidrogénio entre o

grupo SO;Me e os residuos Ile517 e Phe518. Tais ligagdes de hidrogénio t€ém se mostrado

importante para a formacio de complexo pirimidinas-COX-1.

- PIRIMIDINA 10

S0,CH;

A pirimidina 10 se liga ao sitio da ciclooxigenase 1 com sua por¢cdo SO, Me

formando ligagdes de hidrogénio com os residuos [le517 e Phe518 (Figura 4.2.11), regido

mais hidrofébica do bolso lateral (HARMAN et al., 2007). Seu grupo CF; faz vdrias

interagdes com Val349, Ala527 e Leu531, residuos que compdem o bolso de migracido do O,

para formacdo de prostaglandinas a partir do substrato dcido araquidonico (MALKOWSKI et

al., 2000). O N2 pirimidinico do ligante interage com a Tyr355 e [1e523. O S2 interage com a

Argl20 e a Tyr355. O grupo etanolamida de inibidores da familia das indometacinas

etanolamidas também se posicionam na boca do canal, préximo a Argl20 e Tyr355

(HARMAN et al., 2007). O anel fenila substituinte faz interagdes com a Pro86, Argl20 e

Glu524. Na Tabela 4.2.11 sdo apresentadas as interacdes do complexo 10-COX-1.



Figura 4.2.11 Orientac¢@o da pirimidina 10 no sitio de ligacdo da COX-1. Sdo mostradas algumas
interagdes do sitio (linhas vermelhas) e as ligacdes de hidrogénio (linhas tracejadas vermelhas)

entre o ligante e a Ile517 e Phe518. Distancias de interagdo em A.

Tabela 4.2.11 Interag6es medidas para a pirimidina 10 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distéancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.596 O/Ser353 H6 2.213 OH/Tyr355
Hilb 3.007 OG/Ser516 N2 3.108 HE1/Tyr355
Hlc 2.865 OE1/GIn192 N2 2.998 HH/Tyr355
Hic 2.826 OG/Ser516 N2 2.551 OH/Tyr355
S1 3.071 H/lle517 N2 3.194 HG23/T1e523
S1 2.819 HG23/lle517 N2 3.117 HG21/11e523
01 3.164 HG12/11e523 F1 2.046 HG12/Val349
01 2.977 HD12/Tle523 F1 2.997 HD12/Leu531
01 2.850 HD2/Phe518 F2 2.540 HG12/Val349
01 2.970 O/Phe518 F3 2.627 HG/Leu531
01 3.195 N/Phe518 F3 2.413 HA/Ala527
01 2.290 H/Phe518 F3 1.972 HB2/Ala527
01 2.830 HB1/Ser516 S2 2.957 HE1/Tyr355
01 3.001 H/lle517 S2 3.185 OH/Tyr355
01 2.482 HG23/Tle517 S2 2.700 HH/Tyr355
02 2.100 HG23/lle517 S2 3.160 HH13/Argl120
02 2.492 H/lle517 H12b 2.345 NH1/Argl120
02 2.392 OE1/GIn192 H15 2.519 N/His90
02 3.085 HE21/GIn192 H15 2.944 O/Pro86
02 2.226 O/Leu352 H16 3.146 O/Pro86
H3 2.748 O/Leu352 H18 2.540 OE1/Glu524

74



75

- PIRIMIDINA 11
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O composto 11 orienta sua por¢cao SO,Me no bolso lateral interagindo com
os residuos GIn192, Ser516, Ile517, 1le523, inclusive formando uma ligacdo de hidrogénio
com a Phe518. O grupo metoxi do anel indol de inibidores da familia das indometacinas
etanolamidas também interagem com residuos do bolso lateral (HARMAN et al., 2007). O N2
pirimidinico do ligante faz interacdes com a Tyr355 e 11e523. O grupo CF; interage com a
Val349, Ala527 e Leu531. Os aminodcidos Val349, Tyr355, 1le523 e Ala527 interagem na
ligacdo do substrato dcido araquidénico a COX-1 (MALKOWSKI et al., 2000). O S2 da
pirimidina 11 interage com a Argl120 e Tyr355 e o O3 faz uma ligacdo de hidrogénio com a
Argl20 (Figura 4.2.12). Ligacdo de hidrogénio entre o grupo hidroxil da por¢ao etanolamida
de inibidores da familia das indometacinas etanolamidas e o residuo Argl20 foram descritas
por Harman et al., 2007. O anel fenila substituinte do ligante 11 também faz varias interacdes
com a Argl20, além de interagir com a Pro86 e Glu524. Na Tabela 4.2.12 estio as interagdes

do complexo entre a pirimidina 11 e a COX-1.

6LU524

Figura 4.2.12 Pirimidina 11 no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1. Liga¢des de hidrogénio entre
o ligante e os residuos Argl20 e Phe518 (tracejado vermelho). Interag@o entre o carboxilato do
Glu524 e um sistema © do composto (linha vermelha). Centréide indicada em verde. Distincias
de interagio em A. Os hidrogénios do ligante foram removidos para simplificar a representacio.
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Tabela 4.2.12 Interag6es medidas para a pirimidina 11 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina

Hlb 2.316 OE1/GIn192 N2 2.929 HH/Tyr355
Hlc 2.996 OE1/GIn192 N2 3.160 HE1/Tyr355
Hlc 2.194 O/Ser353 F1 2.192 HG12/Val349
S1 3.053 O/Leu352 F1 2.944 HD12/Leu531
S1 3.047 H/Tle517 F2 2.350 HG12/Val349
S1 2.707 HG23/lle517 F3 2.590 HD12/Leu531
01 3.022 HD12/Tle523 F3 2.786 HA/Ala527
o1 2.806 HB1/Ser516 F3 3.085 HB/Ala527
01 3.077 O/Phe518 S2 3.019 HH13/Argl20
o1 2.998 HD2/Phe518 S2 3.197 OH/Tyr355
o1 2.353 H/Phe518 S2 2.694 HH/Tyr355
o1 2.929 H/Me517 03 2.599 HD1/Arg120
01 2.461 HG23/Tle517 03 3.085 HHI11/Argl120
02 2.038 O/Leu352 03 1.564 HH13/Argl20
02 2.990 HE21/GIn192 03 2.563 NH1/Arg120
02 2.598 OE1/GIn192 03 2.996 HH12/Arg120
02 2.653 H/Te517 Hl12a 3.083 NHI1/Arg120
02 2.989 HG22/Tle517 H12b 2.663 OH/Tyr355
02 1.928 HG23/Tle517 HI15 2.153 O/Pro86
H3 2.741 O/Ser353 H18 3.127 NE/Argl20
H4 2.183 OH/Tyr355 HI18 2.952 NH1/Arg120
H7 3.087 O/Leu352 H18 3.033 NH2/Arg120
N2 3.063 HG21/11e523 HI18 3.196 OE1/Glu524
N2 3.087 HG23/11e523 Centréide C13-C18 2.895 OE1/Glu524
N2 2.494 OH/Tyr355

O composto 10 e seu andlogo 11 se complexaram de maneira parecida no
sitio de ligagdo COX-1. Ambos formaram ligacdes de H com Phe518 e mostraram padrées
bem semelhantes de interacdo no sitio da ciclooxigenase 1 (Tabelas 4.2.11 e 4.2.12).

Uma diferenga entre o ligante 10 e seu andlogo 11 foi que o primeiro
manteve a ligacdo de hidrogénio com a Ile517 e o 11, por sua vez, forma uma ligacdo de
hidrogénio com a Argl20 (Figuras 4.2.11 e 4.2.12). QOutra diferenca foi que a pirimidina 11
faz um maior nimero de interagdes com a Argl20 do que o ligante 10 (Tabelas 4.2.11 e
4.2.12).

Entre os derivados pirimidinicos 10 e 11 o que melhor se complexou a
COX-1 foi o primeiro, pois teve um padrdo mais definido no sitio, além de manter as liga¢Ges
de hidrogénio com Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.11), visto que essas ligacdes de hidrogénio
tém se mostrado essenciais para o complexo entre as pirimidinas estudadas e o sitio de ligacdo

da ciclooxigenase 1.



- PIRIMIDINA 12 | P
| s NH N | =
P e s

HaC S0,CH,

77

A pirimidina 12 se liga ao sitio da ciclooxigenase 1 com o grupo SO,Me no

bolso lateral (GIn192, Ser516, 1le517, Phe518 e 11e523) formando liga¢des de hidrogénio com

os residuos Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.13). O grupo metoxi do anel indol de inibidores da

familia das indometacinas etanolamidas também se encontra neste bolso lateral da COX-1

(HARMAN et al., 2007). O anel fenila do ligante 12 ligado ao grupo SO,Me interage com a

Leu352, Ser353 e Tyr355. O NI pirimidinico estd préximo a Val349 e a porcdo CF; faz

interagcdes com a Val349, Ala527, Ser530 e Leu531. Tais residuos formam o bolso de

migracdo do O, para formacdo de prostaglandinas a partir do substrato 4cido araquiddnico

(MALKOWSKI et al., 2000). O H ligado ao N3 interage com a Tyr355 e a porcdo 4-

metilfenila faz interagdes com a Argl20 na entrada do sitio, inclusive uma interagdo cation-n

com este residuo. Na Tabela 4.2.13 estdo as interacdes do composto 12 com a COX-1.
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Figura 4.2.13 Ligante 12 no sitio da ciclooxigenase 1. Algumas interacdes do sitio estdo representadas em
linhas vermelhas e as ligagdes de hidrogénio em tracejado vermelho. Distancias de interacdo em A e o
centréide estd em verde.
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Tabela 4.2.13 Interag6es medidas para a pirimidina 12 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.555 0G/Ser516 02 2.737 O/Leu352
Hl1b 2.529 O/Ser353 H3 2.835 O/Leu352
Hlc 3.083 NE2/His90 H6 2.713 OH/Tyr355
S1 2.796 HG23/lle517 H7 3.093 O/Ser353
S1 2.899 H/Tle517 N1 3.084 HG11/Val349
S1 3.097 HB1/Ser516 F1 2.751 HG/Leu531
01 2.714 HG23/Tle517 F1 2.534 HA/Ala527
o1 2.964 H/Me517 F1 2.883 H/Ala527
01 2.462 HB1/Ser516 F1 2.865 HB1/Ser530
o1 2.158 H/Phe518 F2 2.233 HG/Val349
o1 3.095 N/Phe518 F2 2.823 H12/Val349
o1 2.681 O/Phe518 F2 2.222 HG23/Val349
o1 2.883 HD2/Phe518 F2 2.805 HG22/Val349
(02} 2.802 HD12/11e523 F3 2.273 HA/Ala527
02 3.184 HA/Ser516 F3 2.865 HB2/Ser530
02 2.136 OE1/GIn192 HIN3 2.746 Tyr355/ HE1
02 1.969 H/Me517 HI12b 3.044 NH1/Argl120
02 2.945 N/Me517 HI15 2.990 OE1/Argl120
02 3.189 HB/Mle517 H20b 2.408 OE1/Argl120
02 1.993 HG23/Tle517 Centréide C13-C18 3.547 NH1/Arg120
CFs
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O composto 13 se orienta com a por¢ao SOMe no bolso lateral formando
ligacdes de hidrogénio com a Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.14). Interagdes com residuos do
bolso lateral ja foram descritas para inibidores da familia das indometacinas etanolamidas
(HARMAN et al., 2008). O NI pirimidinico estd préximo a Val349 e o grupo CF; faz
interacdes com a Val349, Leu352, Ala527, Ser530 e Leu531. Os residuos Val349, Ala527,
Ser530 e Leu531 compdem o bolso de migracdo do O, para formagdo de prostaglandinas a
partir do 4cido araquidénico (MALKOWSKI ez al., 2000). O N3 amina interage com a
Tyr355. A por¢do 2-metilfenila faz interacdes com os aminodcidos carregados Argl20 e
Glu524 na entrada do sitio, inclusive uma interagdo cition-r com a Argl20 (Figura 4.2.14).

As interagdes do complexo 13-COX-1 sdo apresentadas na Tabela 4.2.14.
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Figura 4.2.14 Ligacdes de hidrogénio (tracejado vermelho) e intera¢do cdtion-m (linha vermelha) para a
pirimidina 13 no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1. Distancias de interagdo em A e centréide em verde.

Tabela 4.2.14 Interag6es medidas para a pirimidina 13 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.449 O/Ser353 H3 2.895 O/Ser353
Hi1b 2.867 NE2/His90 H4 2.695 OH/Tyr355
Hic 2.509 OG/Ser516 H7 2.750 O/Leu352
S1 2.953 HG23/11e523 N1 2.881 HG11/Val349
S1 2.910 H/Te517 S1 2.182 HA/Ala527
S1 3.013 HB/Ser516 F1 2.819 HB2/Ser530
01 2.668 HD12/11e523 F2 3.194 HA/Ala527
01 3.065 HD2/Phe518 F2 2.958 HB1/Ser530
01 2.683 O/Phe518 F2 3.174 HG/Leu531
01 2.294 H/Phe518 F2 2.869 HG12/Val349
01 2.921 HG23/Te523 F3 3.138 HG22/Val349
01 2.993 H/le517 F3 3.191 HG12/Val349
01 2.264 HB1/Ser516 F3 2.707 HD1/Leu352
02 2.867 O/Leu352 N3 2.661 HE1/Tyr355
02 2.121 HG23/Tle517 H16 2.962 OE1/Glu524
02 2.040 OE1/GIn192 H17 2.621 OE1/Glu524
02 1.887 HMe517 H18 2.805 NH1/Argl120
02 2.874 NMe517 Centroide C13-C18 3.662 NH1/Argl120
02 2.997 HA/Ser516

As pirimidinas 12 e 13 se orientam de maneira semelhante no sitio de
ligacdo da ciclooxigenase 1, apresentando score de fitness proximos (-68,15 para 12 e -66,13
para 13, valores em kcal/mol). Ambas fazem ligacdes de hidrogénio com os residuos Ile517 e
Phe518 do bolso lateral e fazem uma interagdo cation-t com a Argl20 na entrada do sitio.
Além disso, tais compostos apresentam o N1 pirimidinico préximo a Val349 e o grupamento

amina interagindo com a Tyr355.
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A pirimidina 14 se liga ao sitio da ciclooxigenase 1 com a porcio SO,Me no
bolso lateral (GIn192, Ser516, lle517, Phe518 e I1e523) fazendo liga¢des de hidrogénio com
os residuos Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.15). O grupo metoxi do anel indol de inibidores da
familia das indometacinas etanolamidas aponta contra o bolso lateral (HARMAN et al.,
2008). O anel fenila do ligante 14 interage com a Leu352, Ser353 e Tyr355 e o N1 esta
préximo a Val349. O grupo CF; faz interacdes com a Val349, Leu352, Ala527, Ser530 e
Leu531. Os aminoécidos Val349, Ala527, Ser530 e Leu531 compdem um bolso de migracio
do O, para formagéo de prostaglandinas a partir do acido araquidonico (MALKOWSKI et al.,
2000). O N3 amina interage com a Tyr355 e o anel tiofenila com uma metila na posicdo 2 faz
interagdes com a Argl20, I1e523 e Glu524. Além disso, o anel tiofenila faz uma interacio
cation-t com a Argl20 (Figura 4.2.15). Na Tabela 4.2.15 sdo mostradas as interacdes do

complexo entre o ligante 14 e a ciclooxigenase 1.
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Figura 4.2.15 Ligante 14 no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1. Algumas intera¢des
em linhas vermelhas e as ligacdes de hidrogénio estdo em tracejado vermelho. Centréide
em verde e distdncias de interacdo em A.



Tabela 4.2.15 Interag6es medidas para a pirimidina 14 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.536 0G/Ser516 H4 2.809 OH/Tyr355
Hl1b 2.549 O/Ser353 H7 2.846 O/leu352
Hlc 3.176 NE2/His90 N1 2.817 HG11/Val349
o1 3.195 HG12/11e523 F1 2.184 HA/Ala527
01 2.802 HD12/Tle523 F1 2.596 HB2/Ser530
01 2.805 HD2/Phe518 F2 2.900 HD1/Leu352
01 2.732 O/Phe518 F2 2.493 HG11/Val349
o1 2.601 HB1/Ser516 F3 3.061 HA/Ala527
o1 3.127 N/Phe518 F3 3.031 HG/Leu531
o1 2.207 H/Phe518 F3 2.578 HB1/Ser530
01 3.035 H/le517 F3 3.120 HG22/Val349
(02} 2.678 HG23/1le517 N3 3.003 HE1/Tyr355
02 3.194 HA/Ser516 H12b 3.136 NHI1/Argl120
02 3.038 N/Me517 S2 2.574 HH13/Arg120
02 2.059 H/e517 S2 2.954 HG23/Tle523
02 2.160 OE1/GIn192 H18b 2.734 OE1/Glu524
02 2.089 HG23/Tle517 H18c 2.643 OE1/Glu524
02 2.702 O/Leu352 Centréide C13-S 3.290 OH/Tyr355
H3 3.101 O/Ser353 Centréide C13-S 3.844 NHI1/Arg120
CH5
HsC CH;
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O composto 16 se liga ao sitio da ciclooxigenase 1 com o grupo SO,Me no

bolso lateral (His90, GIn192, Ser516, Ile517, Phe518 e Ile523) formando ligacdes de

hidrogénio com os aminoécidos Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.16). O grupo metoxi do anel

indol de inibidores da familia das indometacinas etanolamidas também formam interacdes
com residuos do bolso lateral (HARMAN et al., 2008). O anel fenila do ligante 16 estd
proximo a Leu352, Ser353 e Tyr355. O N2 pirimidinico interage com a Val349 e Leu352. O

N3 amina interage com a Val349 e o anel tiofenila faz interagdes com a Met522 e Ser530. Na

Tabela 4.2.16 estdo as interagdes do complexo 16-COX-1.
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Figura 4.2.16 Pirimidina 16 no sitio da ciclooxigenase 1. Algumas interacdes do sitio em linhas
vermelhas e em tracejado vermelho as ligagdes de hidrogénio com a Ile517 e Phe518. Distancias de

interagcdo em A.

Tabela 4.2.16 Interacdes medidas para a pirimidina 16 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (f&) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina

Hla 2.448 O/Ser353 02 1.813 H/lle517
Hl1b 3.149 NE2/His90 02 2.788 N/lle517
Hlc 2.590 OG/Ser516 02 3.045 HA/Ser516
S1 2.759 HG23/lle517 H3 3.099 O/Ser353
S1 3.070 HB1/Ser516 H4 3.129 OH/Try355
01 2.787 HG23/1le517 H7 2.825 O/Leu352
01 2.160 H/Phe518 N2 2.766 HD21/Leu352
01 2.838 HD2/Phe518 N2 2.629 HG11/Val349
01 2.608 O/Phe518 H19¢ 2.618 OH/Tyr355
01 2.434 HB1/Ser516 N3 2.728 HG11/Val349
01 2.732 HD12/Tle523 S2 2.904 OG/Ser530
02 2.908 O/Leu352 S2 2.634 HG/Ser530
02 1.962 HG23/Tle517 H15 2.659 O/Met522
02 2.122 OE1/GIn192
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O ligante 19 forma complexo com a ciclooxigenase 1 com a por¢do SO,Me
no bolso lateral interagindo com os residuos His90, GIn192, Ser516, [le517, Phe518 e 11e523,
inclusive formando ligagcdes de hidrogénio com a Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.17). Interacdes
com residuos do bolso foram descritas para inibidores da familia das indometacinas
etanolamidas (HARMAN et al., 2008). O N1 pirimidinico estd proximo a Val349 e o grupo
SO,Et faz interacdes com a Val349, Gly526, Ala527 e Ser530. Os aminodcidos Val349,
Ala527 e Ser530 fazem parte do bolso de migracdo de O, para formacao de prostaglandinas a
partir do substrato dcido araquidénico (MALKOWSKI et al., 2000). O N3 amina interage
com a Tyr355 e o anel fenila mais distante da por¢do SO,Me faz interagdes com a Argl20,
Tyr355 e Glu524. As interacdes do complexo entre o ligante 19 a ciclooxigenase 1 sdo

apresentadas na Tabela 4.2.17.

e
& o

Figura 4.2.17 Pirimidina 19 no sitio da ciclooxigenase 1. As liga¢des de hidrogénio estdo em tracejado
vermelho e as intera¢cdes com o anel fenila em linhas vermelhas. Distancias de interacdo em A e centrdide
representado em verde. Os hidrogénios do ligante foram removidos para facilitar a compreensao.
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Tabela 4.2.17 Interag6es medidas para a pirimidina 19 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.415 O/Ser353 H7 3.090 O/Ser353
Hlb 2.899 NE2/His90 N1 2.955 HG11/Val349
Hlc 2.575 0G/Ser516 S2 3.132 HG11/Val349
S1 2.897 H/Tle517 S2 3.031 HA/Ala527
S1 2.920 HG23/Tle517 03 2.319 HG22/Val349
o1 2.255 HB1/Ser516 03 1.887 HG23/Val349
01 2.632 HD12/Tle523 04 1.969 HA/Ala527
o1 2.630 O/Phe518 04 2.092 HB2/Ser530
o1 3.023 HD2/Phe518 H19b 2.873 0G/Ser530
o1 2.281 H/Phe518 H20b 2.779 0O/Gly526
o1 2.952 HG23/Tle517 H20b 2.487 N/Ala527
02 2.929 O/Leu352 N3 2.956 HE1/Tyr355
02 2.077 OE1/GIn192 H12b 3.189 NHI1/Argl120
02 2.975 HA/Ser516 H17 2.725 OE1/Glu524
02 1.827 H/e517 H18 2.919 NHI1/Arg120
02 2.809 N/Me517 Centréide C13-C18 3.807 NH1/Arg120
H3 2.704 O/Leu352 Centréide C13-C18 3.200 OH/Tyr355

A formacdo de complexo entre o composto 19 e o sitio da ciclooxigenase 1
se mostrou favoravel com um score de fitness de -72,00 kcal/mol. Esta pirimidina apresentou
um bom padrio de ligag@o no sitio, formando ligacdes de hidrogénio entre sua por¢do SO,Me
e os residuos I1e517 e Phe518, além do grupo SO,Et fazer vérias interagdes favordveis com os
aminoacidos Val349, Ala527, Gly526 e Ser530. Também pode ser observada uma interacdo

cétion-n com a Argl20 na entrada do sitio.
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O ligante 21 se complexa ao sitio da ciclooxigenase 1 com sua porgdo
SO;Me no bolso lateral (His90, GIn192, Ser516, Ile517, Phe518 e 11e523) formando ligagdes
de hidrogénio com os residuos 1le517 e Phe518 (Figura 4.2.18). Os inibidores da familia das
indometacinas etanolamidas também interagem com residuos do bolso lateral (HARMAN et
al., 2008). O anel fenila ligado a porcdo SO,Me faz interagdes com Leu352, Ser353 e Tyr355.
O N1 pirimidinico e o N3 amina interagem com a Val349 e Tyr355 respectivamente. Além
disso, hd uma interacdo cition-n entre o ligante 21 e a Argl20. Este mesmo sistema « também
faz uma interagdo com o OH da Tyr355. As interagdes do complexo entre a pirimidina 21 e a

ciclooxigenase 1 sdo apresentadas na Tabela 4.2.18.
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Figura 4.2.18 Composto 21 no sitio da ciclooxigenase 1. Interacdes em linhas vermelhas e ligacoes de
hidrogénio em tracejado vermelho. Distancias de interacdo em A e centréide em verde. Hidrogénios
dos ligantes ndo representados para facilitar compreensao.

Tabela 4.2.18 Interag6es medidas para a pirimidina 21 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.437 OG/Ser516 02 2.070 OE1/GIn192
Hilb 2.648 O/Ser353 02 2.132 HG23/lle517
Hlc 3.177 NE2/His90 02 2.722 O/Leu352
S1 3.111 HB1/Ser516 H3 2.984 O/Ser353
S1 2.796 HG23/lle517 H4 2.882 OH/Tyr355
01 2.910 HD12/Tle523 H7 2.950 O/Leu352
01 2.538 HB1/Ser516 N1 3.018 HG11/Val349
01 2.717 O/Phe518 N3 2.897 HE1/Tyr355
01 2.593 HG23/lle517 H14 2.790 NH1/Argl120
01 2.091 H/Phe518 H15 2.629 OE1/Glu524
02 3.129 HA/Ser516 Centréide C13-C18 3.627 NH1/Argl120

02 2.017 H/le517 Centroide C13-C18 3.522 OH/Tyr355
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A pirimidina 22 se liga a COX-1 com seu grupo SO,Me no bolso lateral

50,CH,

formando ligacdes de hidrogénio com os residuos Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.19). Interacdes
com aminoicidos do bolso lateral sdo essenciais para a formacdo de complexo entre
inibidores da familia das indometacinas etanolamidas e o sitio de ligacdo da ciclooxigenase 1
(HARMAN et al., 2008). O anel fenila interage com a Leu352, Ser353 e Tyr355 e o N2
pirimidinico estd préximo a Val349. O N3 amina faz interagdes com a Val349 e Ala527 e o
anel tiofenila interage com os aminoacidos Met522 e Ser530. Os residuos Val349, Ala527 e
Ser530 compdem um bolso de migragdo do O, para formagdo de prostaglandinas a partir do
dcido araquidonico (MALKOWSKI et al., 2000). Na Tabela 4.2.19 estdo as interagdes do

complexo entre a pirimidina 22 e a ciclooxigenase 2.

ILES1 7\%'

Figura 4.2.19 Ligante 22 no sitio de ligagdo da COX-1. As intera¢des ligante-enzima
estdo em linhas vermelhas e as ligagdes de hidrogénio em tracejado vermelho.



Tabela 4.2.19 Interag6es medidas para a pirimidina 22 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 3.151 NE2/His90 02 2.100 HG23/lle517
Hlb 2.565 0G/Ser516 02 2.558 O/Leu352
Hlc 2.547 O/Ser353 H3 3.042 O/Ser353
S1 2.782 HG23/Tle517 H4 2.617 OH/Tyr355
01 2.587 HB1/Ser516 H7 2.757 O/Leu352
o1 2.538 HG23/lle517 N2 3.088 HG11/Val349
01 2.958 HD12/Tle523 N3 3.153 HG11/Val349
o1 2.826 O/Phe518 N3 2.745 HA/Ala527
01 2.149 H/Phe518 H14 2.756 OG/Ser530
02 2.122 H/Me517 H16 2.424 O/Met522
02 2.091 OE1/GIn192
CF3
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O composto 24 se liga a ciclooxigenase 1 com a por¢ao SO,Me no bolso

lateral e forma ligacdes de hidrogénio com a Ile517 e Phe518 (Figura 4.2.20). Intera¢des com

aminodcidos do bolso lateral foram descritas para inibidores da familia das indometacinas

etanolamidas (HARMAN et al., 2008). O anel fenila ligado ao grupo SO,Me interage com

Leu352, Ser353 e Tyr355. O N2 pirimidinico estd préximo a Tyr355 e o grupo CF; faz

interacdes com a Val349, Ala527 e Leu531. Os aminoacidos Val349, Ala527 e Leu531 fazem

parte do bolso de migragio do O, para formagdo de prostaglandinas a partir do acido

araquiddénico (MALKOWSKI et al., 2000). O N3 amina do ligante 24 interage com a Tyr355

e o anel fenila faz intera¢cdes com Pro86, His90, Argl20, Tyr355 e Glu524. As interagdes do

complexo entre a pirimidina 24 e a ciclooxigenase 1 sdo apresentadas na Tabela 4.2.20.
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Figura 4.2.20 Pirimidina 24 no sitio de ligac@o da ciclooxigenase 1. Estdo representadas algumas interacdes
enzima-ligante em linhas vermelhas e em tracejado vermelho estdo as ligagdes de hidrogénio com os

residuos Ile517 e Phe518 do bolso lateral. Distancias de interacdo em A e centréide em verde.

Tabela 4.2.20 Interag6es medidas para a pirimidina 24 em complexo com a ciclooxigenase 1

Atomos do Distancia (;&) Atomos da Atomos do Distancia (;&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.551 0O/Ser353 H6 2.159 OH/Tyr355
Hib 3.066 NE2/His90 H7 3.030 0O/Ser353
Hib 3.166 0OG/Ser516 N2 2.676 OH/Tyr355
Hlc 3.094 OE1/GIn192 F1 2.081 HG11/Val349
Hlc 2.651 OG/Ser516 F2 1.977 HA/Ala527
S1 2.909 HG23/1le517 F2 2.928 HG/Leu531
01 2.829 HD12/11e523 F3 2.037 HG12/Val349
(e} 2.712 HB1/Ser516 F3 2.669 HD22/Leu531
01 2.896 HD2/Phe518 N3 2.555 HE1/Tyr355
01 2.357 H/Phe518 H12b 2.421 NHI1/Argl120
01 2.645 HG23/1le517 H14 2.566 OH/Tyr355
02 2.113 HG23/Tle517 HI15 2.980 N/His90
02 2.371 H/Me517 H16 3.177 O/Pro86
02 2.311 OE1/GIn192 H17 3.121 OE1/Glu524
02 2.369 O/Leu352 H18 2.854 OE1/Glu524
H3 2.885 O/Leu352 Centroide C13-C18 3.031 OH/Tyr355
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ANEXO B

O anexo B apresenta a descricdo completa das interagdes e figuras correspondentes, assim

como as tabelas de interacdes medidas para as pirimidinas estudadas e os residuos da COX-2.
CFs

=y

. |
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A pirimidina 1 se liga a COX-2 com sua por¢cao SO,Me interagindo com
residuos do bolso lateral, formando ligacdes de hidrogé€nios com a His90 e Arg513 (Figura
4.3.1). As porcdes sulfonamidas do inibidor SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e de um
andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al, 2005) também formam ligacdes de
hidrogénio com a His90 e Arg513. O anel fenila ligado ao SO,Me interage com a His90,
Leu352 e Tyr355. O N1 pirimidinico estd préximo a Tyr355 e o N2 pirimidinico interage com
a Val349. O grupo CF; faz interagdes com a Argl20 e forma uma ligacdo de hidrogénio com
a Tyr355 (Figura 4.3.1). Ligacdes de hidrogénio com a Tyr355 ja foram descritas para o
substrato dcido araquidonico (KIEFER et al., 2000) e para o flurbirprofeno (KURUMBALIL et
al., 1996) complexado com a COX-2. O N3 amina do composto 1 interage com a Ala527 e
Ser530 e o anel fenila substituinte faz interagdes com a Tyr385, Met522, Val523 e Ala527.

VAL349

Figura 4.3.1 Pirimidina 1 no sitio da COX-2. Interagdes do sitio em linhas vermelhas e ligacdes
de hidrogénio com a His90, Tyr355 e Arg513 em tracejado vermelho. Distancias em A.
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Na Tabela 4.3.2 estdo as interagdes do complexo entre a pirimidina 1 e a COX-2.

Tabela 4.3.2 Interagbes medidas para a pirimidina 1 em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.714 OE1/GIn192 H3 3.192 OH/Tyr355
Hla 3.137 N/le517 H4 1.914 OH/Tyr355
Hlc 2.242 O/Leu352 H7 2.536 O/Leu352
Hlc 2.961 OE1/GIn192 N1 3.054 HH/Tyr355
S1 2.486 HE2/His90 F1 2913 NHI1/Argl120
S1 3.021 Val523/HG22 F3 2.489 NH1/Arg120
01 2.523 0O/Ser353 F3 2.460 HH/Tyr355
01 2.680 HE2/His90 HIN3 3.053 O/Ala527
01 1.738 HE2/His90 N2 3.128 HG11/Val349
02 2.535 HE2/His90 N3 2.342 HA/Ala527
02 3.087 NE2/His90 N3 2.766 HB1/Ser530
02 2.834 HD1/Arg513 Hl12a 2.881 OG/ Ser530
02 2.688 HD2/Arg513 H15 2.848 N/Ala527
02 2.234 HH11/Arg513 H15 2.818 0/Val523
02 2.410 HG22/Val523 HI15 3.131 O/Met522
H3 2.816 NE2/His90 HI18 2.733 OH/Ty385

O composto 1 tem grande probabilidade de inibir a ciclooxigenase 2, pois
apresenta um padrdo definido de ligacdo neste sitio e forma ligacdes de hidrogénio com
residuos do bolso lateral- His90 e Arg513 e com a Tyr355. Além disso, a pirimidina 1 faz

vdrias intera¢des favoraveis com os residuos His90, Tyr355 e Arg513.
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O ligante 2 orienta seu grupo SO,Me no bolso lateral formando liga¢des de
hidrogénio com a His90 e Arg513 (Figura 4.3.2). Ligacdes de hidrogénio com a His90 e
Arg513 ja foram descritas para o inibidor SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e um inibidor
andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005). O anel fenila do composto 2
interage com a His90, Leu352 e Tyr355. O N1 e N2 pirimidinicos interagem com Tyr355 e
Val349 respectivamente. A por¢do CF; faz vérias interagdes com a Argl20, Tyr355 e Leu359,
inclusive forma ligacdes de hidrogénio com a Argl20 e Tyr355 (Figura 4.3.2) na boca do
sitio. Tanto o substrato dcido araquidonico como o flurbiprofeno (KURUMBALIL et al., 1996)
fazem ligacdes de hidrogénio com a Argl20 e Tyr355 (KIEFER et al., 2000). O N3 amina do

ligante 2 interage com os residuos Ala527 e Ser530 e o anel tiofenila faz interacdes com a
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Tyr385, Ala527 e com a hidroxila da Ser530, na parte mais alta do sitio. A Ser530 € o sitio de
acetilacdo pela aspirina (SMITH, DEWITT E GARAVITO, 2000). Na Tabela 4.3.3 sido

apresentadas as interagdes do complexo 2-COX-2.

Figura 4.3.2 Ligante 2 no sitio da ciclooxigenase 2. Sdo representados alguns
aminodcidos e interacdes do sitio (linhas vermelhas) e ligacdes de hidrogénio (tracejado
vermelho). Distincias de interacdo em A.

Tabela 4.3.3 Interagbes medidas para a pirimidina 2 em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 3.048 N/lle517 F1 2.361 HHI12/Arg120
Hla 2.689 OE1/GIn192 F1 2.600 NH1/Arg120
Hic 2.192 O/Leu352 F1 2.802 HH1/Arg120
S1 2.653 HE2/His90 F1 2.180 HH11/Arg120
S1 2.878 HG22/Val523 F2 2.217 HHI11/Arg120
01 2.703 O/Ser353 F2 3.108 NH1/Arg120
01 1.807 HE2/ His90 F2 2.314 HD2/Arg120
01 2.748 NE2/His90 F2 2.656 HB/Valll6
02 2.782 HE2/ His90 F3 2.968 HD12/Leu359
02 2.958 HD1/Arg513 F3 2.857 HD11/Leu359
02 2.248 HH11/Arg513 F3 2.889 HD22/Leu359
02 2.649 HD2/Arg513 N3 2.854 HB1/Ser530
02 2.165 HG22/Val523 N3 2.319 HA/Ala527
H3 2.596 O/Leu352 HIN3 2.885 O/Ala527
H6 1.886 OH/Tyr355 Hl12a 2.863 OG/Ser530
H7 2.798 NE2/His90 H14 2.887 OG/Ser530
N1 2.944 HH/Tyr355 H14 2.986 OH/Tyr385
N2 3.131 HG11/Val349 S2 2.685 HA/Ala527

F1 2.417 HH/Tyr355 S2 3.147 N/Ala527
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Ha grande probabilidade da formagdo do complexo entre a pirimidina 2 e a
ciclooxigenase 2. Isto se deve ao fato desta pirimidina mostrar um padrao definido de ligacdo
para o sitio da COX-2 (de 10 orientagdes geradas pelos cdlculos, 9 formaram um grupo),
formar ligacdes de hidrogénio com a His90, Argl20, Tyr355 e Arg513 e fazer varias
interacdes favoraveis com a Argl20 (Tabela 4.3.3).

Os compostos 1 e 2 t€m orientagdes muito semelhantes na ciclooxigenase 2
(Figuras 4.3.1 e 4.3.2) apresentando scores de -82,34 e -83,26 kcal/mol para 1 e 2
respectivamente. Ambos formam ligacdes de hidrogénio com os residuos His90, Tyr355 e
Arg513. O ligante 2 se complexou mais favoravelmente neste sitio, pois mostrou um melhor
padrdo de orientacdo no complexo com a COX-2, além de apresentar uma ligacdo de
hidrogénio adicional com a Argl20 e um maior nimero de intera¢des favoraveis com este

mesmo residuo.

CF4

- PIRIMIDINA 3 ﬁ“
N7 NN =
L | o
S0,CH;

O composto 3 se complexa ao sitio da ciclooxigenase 2 com seu grupo
SO;Me no bolso lateral interagindo com os residuos His90, GIn192, Arg513 e Val523. Além
disso, hd a formacdo de ligacdes de hidrogé€nio entre os oxigénios do grupo SO,Me e os
residuos His90 e Arg513 (Figura 4.3.3). A sulfonamida do inibidor SC-558 (KURUMBALIL et
al., 1996) e a sulfonamida de um analogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005)
também formam ligagdes de hidrogénio com os aminoécidos His90 e Arg513 do bolso lateral.
O anel fenila interage com a His90, Leu352, Ser353 e Tyr355. O N1 e N2 pirimidinicos
interagem com a Tyr355 e Val349 respectivamente. A por¢do CF; proxima a juncdo da
Argl120/Tyr355 (ROWLINSON et al., 2003) faz varias interagdes com a Argl20 carregada e
forma uma ligacdo de hidrogénio com a Tyr355 (Figura 4.3.3). Ligacdes de hidrogénio com o
aminodcido Tyr355 ja foram descritas para o substrato dcido araquiddnico (KIEFER et al.,
2000) e para o flurbiprofeno (KURUMBAIL et al., 1996). O N3 amina interage com a Ala527
e Ser530. O anel pirimidinico substituinte faz interagdes com os residuos Tyr385, Trp387,
Met522, Val523 e Ala527. Na Tabela 4.3.4 estdo as interacdes medidas para o complexo 3-
COX-2.



Figura 4.3.3 Pirimidina 3 no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2. Destaque para
as ligagdes de hidrogénio (tracejado vermelho) que o ligante forma com os
residuos His90, Tyr355 e Arg513. Os hidrogénios do composto 3 ndo estdo
representados para facilitar a compreensdo. Distancias de interagio em A.

Tabela 4.3.4 Interagdes medidas para a pirimidina 3 em complexo com a ciclooxigenase 2
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Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.370 OE1/GIn192 N2 3.107 HG11/Val349
Hic 2.899 OE1/GIn192 F1 2.415 HH/Tyr355
Hlc 2.300 O/Leu352 F1 2.079 HE2/Tyr355
S1 2.354 HE2/His90 F1 2.737 NH1/Arg120
S1 3.130 HG22/Val523 F1 2.230 HHI11/Arg120
01 1.474 HE2/His90 F2 3.104 HD23/Leu359
01 2.373 NE2/His90 F2 3.012 HG12/Val349
01 3.025 HE1/His90 F3 2.274 HD12/Leu531
01 2.722 O/Ser353 F3 2.087 HD2/Arg120
02 2.648 HE2/His90 F3 3.058 NH1/Arg120
02 3.177 NE2/His90 N3 2.494 HA/Ala527
02 2.314 HHI11/Arg513 N3 2.920 HB1/Ser530
02 2.761 HD1/Arg513 Hl12a 3.133 OG/Ser530
02 2.590 HD2/Arg513 H14 2.557 OH/Tyr385
02 3.161 HB2/Ala516 N4 2.644 HE2/Tyr385
02 2.436 HG22/Val523 N4 2.976 HH2/Trp387
H3 3.034 O/Leu352 N4 2.807 HZ2/Tr387
H6 2.000 OH/Tyr355 Hi16 2.981 O/Met522
H7 2.698 NE2/His90 H16 3.158 O/Val523
H7 3.047 O/Ser353 H17 3.094 N/Ala527
N1 3.093 HH/Tyr355
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- PIRIMIDINA 4 |
S0,CH;

O ligante 4 se dispdem no sitio da ciclooxigenase 2 com sua por¢do SO,Me
préximo a jungdo da Argl20/Tyr355 (ROWLINSON et al., 2003) interagindo com os
residuos Valll6, Argl20, Leu351 e Leu359. O N2 pirimidinico interage com a Ser353 e
Val523. A por¢do CF; faz interacdes com Leu352, Trp387, Ala517, Phe518, Met522 e
Gly526. O N3 amina estd préximo a Leu352 e Ser353. O anel indol da indometacina também
interage com a Leu352 e Ser353 no sitio da COX-2 (KURUMBAIL et al., 1996). Os anéis
fenila e tiofenila do composto 4 se encontram na regido do bolso lateral e hd a formacao de
uma ligacdo de hidrogénio entre o S2 do ligante e a GIn192, além de interacdes cition-t entre
a His90 e os anéis fenila e tiofenila (Figura 4.3.4). Na Tabela 4.3.5 sdo apresentadas as

intera¢des do complexo formado entre a pirimidina 4 e a ciclooxigenase 2.

- " LEU352
GLI192 y

HIS9%0

Figura 4.3.4 Ligante 4 no sitio da ciclooxigenase 2. Sdo mostrados alguns residuos que
compdem o sitio e interagdes enzima-ligante (linhas vermelhas). Note a ligacdo de
hidrogénio entre o composto 4 e a GIn192 (tracejado vermelho) e as interacdes cétion-n
entre os anéis fenila e tiofenila e a His90. Distancias de interacdo em A. Centréide
representado em verde.
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Tabela 4.3.5 Interagdes medidas para a pirimidina 4 em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina

S1 2.784 HD12/Leu351 F1 3.132 HA1/Gly526
S1 2.630 HB/Valll6 F2 2.861 HD22/Leu352
S1 3.088 HG21/Valll6 F2 2.528 HE1/Phe518
S1 2.835 HG22/Valll6 F2 3.119 HG1/Met522
01 3.124 HD11/Leu351 F2 2.619 HA/Val523
o1 2.187 HD12/Leu351 F3 2.397 HD23/Leu352
01 2.696 HD20/Arg120 F3 3.008 HH2/Trp387
01 2.996 HHI11/Argl20 F3 2.545 HD22/Leu352
01 2.020 HB/Valll6 N3 3.015 O/Leu352
o1 3.178 HG22/Valll6 N3 2.380 HA/Ser353
o1 2.631 HG21/Valll6 H12b 2.093 O/Leu352
02 2.920 HD22/Leu359 S2 2.974 O/Ser353
02 2.470 HD23/Leu359 S2 2.716 NE2/GIn192
02 2.444 HG12/Valll6 S2 2.030 HE21/GIn192
02 1.954 HG22/Valll6 S2 2.569 OE1/GIn192
02 3.024 HG21/Valll6 S2 2.909 O/Leu352
02 2.248 HB/Valll6 H14 2914 NE2/His90
N2 3.143 HG11/Val523 H17 2.815 NE2/GIn192
N2 2.897 HA/Ser353 H20 2.890 NE2/His90
F1 3.010 HA/Val523 Centroide C13-C16-S 3.636 NE2/His90
F1 3.106 N/Ala517 Centr6ideC15-C20 3.833 NE2/His90

A formacdo do complexo entre a pirimidina 4 e o sitio da ciclooxigenase 2
ndo se mostrou favordvel. O ligante 4 ndo orienta sua por¢ao SO,Me no bolso lateral e perdeu
as ligacdes de hidrogénio com os residuos His90 e Arg513, além de também perder as
ligacdes de hidrogénio com a Argl120 e Tyr355 na entrada do sitio (tais ligacdes de hidrogénio
tém se mostrado essenciais para o complexo pirimidinas-COX-2). No geral, o composto 4

perdeu muitas interacdes favordveis com os residuos His90, Argl120 e Arg513.

CF4

=

. |
PIRIMIDINA 6 P

S0,MH,

A pirimidina 6 se liga ao sitio da ciclooxigenase 2 com seu grupo SO,NH,
no bolso lateral interagindo com a His90, Arg513 e Val523, inclusive formando uma ligagio
de hidrogénio com a Arg513 (Figura 4.3.5). Liga¢des de hidrogé€nio com o aminodcido
Arg513 do sitio da COX-2 ja foram descritas para o inibidor SC-558 (KURUMBAIL et al.,
1996) e para um andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005). O anel fenila do
ligante 6 interage com os residuos His90, Leu352, Tyr355 e Arg513. O nitrogénio
pirimidinico do ligante estd préximo a Tyr355 e a por¢do CF; faz interagdes com os residuos
Valll6, Tyr355, Leu359, Leu531 e forma uma ligacdo de hidrogénio com a Argl20 (Figura
4.3.5). O substrato 4cido araquidonico (KIEFER et al., 2000) e o flurbiprofeno



96

(KURUMBAIL et al., 1996) também formam ligacdes de hidrogénio com a Argl20 na
entrada do sitio da ciclooxigenase 2. O N4 amina do composto 6 interage com a Ala527 e
Ser530 e o anel cicloexil faz interacdes com a Tyr385, Gly526, Ala527 e Ser530. Na Tabela

4.3.6 estdo as interacdes do complexo 6-COX-2.

385

Figura 4.3.5 Composto 6 no sitio da COX-2. Algumas interagdes representadas em linhas
vermelhas e as ligagdes de hidrogé€nio em tracejado vermelho (distancias de interacdo em A).

Tabela 4.3.6 Interagbes medidas para a pirimidina 6 em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (;&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
H2N1 2.047 O/Ser353 H6 2.258 O/Leu352
N1 2.666 NE2/His90 N2 2.939 HH/Tyr355
N1 1.802 HE2/His90 F1 3.183 HD22/Leu531
N1 3.158 HE1/His90 F1 2.731 HD12/Leu531
N1 2.822 O/Ser353 F2 3.087 HB/Valll6
S1 3.138 NE2/His90 F2 1.953 HH11/Arg120
S1 2.306 HE2/His90 F2 2.502 NHI1/Arg120
S1 2.944 HG22/Val523 F2 2.754 HH1/Arg120
01 2.361 HE2/His90 F2 2.704 HH/Tyr355
01 2.751 NE2/His90 F3 2.312 HE2/Tyr355
01 2.290 HD1/Arg513 F3 2.907 HD23/Leu359
01 2.959 HD2/His90 F3 2.861 HD11/Leu359
01 2.375 HD2/Arg513 N4 2.276 HA/Ala527
01 2.949 NHI1/Arg513 N4 3.137 HB1/Ser530
01 1.982 HH11/Arg513 HIN4 3.094 O/Ala527
01 2.763 HG22/Val523 Hlla 3.144 OG/Ser530
02 2.327 HB2/Ala516 H12 2.715 O/Gly526
02 2.861 HG22/Val523 H12 2.977 N/Ala527
H2 2.595 NE2/His90 H13b 3.064 Oh/Tyr385
H2 2915 NHI1/Arg513 H13b 3.111 OG/Ser530
H3 1.978 OH/Tyr355 H16b 3.159 N/Ala527

H5 3.165 O/Leu352
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O composto 7 se orienta no sitio da ciclooxigenase 2 com sua porcao
SO;Me no bolso lateral interagindo com os residuos His90, GIn192, Val523 e formando uma
ligacdo de hidrogénio com a Arg513 (Figura 4.3.6). As por¢des sulfonamidas do inibidor SC-
558 (KURUMBALIL et al., 1996) e de um andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et
al., 2005) também formam ligacdes de hidrogénio com a Arg513 no sitio da COX-2. O anel
fenila do ligante 7 interage com His90, Leu352 e Tyr355 e o grupo CFs, préximo a entrada do
sitio, faz ligagdes de hidrogénio com a Argl20 e Tyr355 (Figura 4.3.6). Ligacdes de
hidrogénio com a Argl20 e Tyr355 no sitio da ciclooxigenase 2 parecem ser essenciais para
ligacdo do substrato dcido araquiddnico no sitio da COX-2 (KIEFER et al., 2000). O anel
cicloexil da pirimidina 7 interage com os aminodcidos Tyr385, Gly526, Ala527 e Ser530. As
intera¢des do complexo formado entre o composto 7 e a COX-2 sdo apresentadas na Tabela

4.3.7.

ARG513 |

Figura 4.3.6 Ligacdes de hidrogénio (tracejado vermelho) para a pirimidina 7 no
sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2. Os hidrogénios do composto 7 ndo estdo
representados para facilitar a compreensdo. Distancias de interagdo em A.



98

Tabela 4.3.7 Interagfes medidas para a pirimidina 7 em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da

ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.718 NE2/His90 F1 2.637 HG12/Val349
Hla 2.047 O/Ser353 F1 2.811 HD11/Leu359
Hlc 3.107 OE1/GIn192 F2 2.262 HDI12/Leu531
Hlc 2.925 O/Leu352 F2 2.203 HD2/Arg120
Hlc 2.558 O/Ser353 F2 2.275 HHI11/Argl20
o1 2.396 NE2/His90 F3 2.303 HHI11/Argl20
01 1.940 HE2/His90 F3 2.873 NHI1/Arg120
o1 2.983 HD2/His90 F3 2.892 HH1/Arg120
01 2.377 HHI11/Arg513 F3 2.772 HHI12/Argl120
o1 2.440 HD1/Arg513 F3 2.410 HH/Tyr355 (LH)
01 2.807 HD2/Arg513 F3 2.156 HE2/Tyr355
o1 3.182 H/Phe518 H12 2.451 O/Gly526
02 2.137 HB2/Ala516 H12 2.760 N/Ala527
02 3.167 H/Phe518 HI13b 2.683 0OG/Ser530
02 2.827 HG22/Val523 Hl14a 2.808 OH/Tyr385
H3 2.569 NE2/His90 H16b 2.825 N/Ala527
H4 2.179 OH/Tyr355 H17b 3.132 N/Ala527
H7 2.861 O/Leu352

Mesmo a pirimidina 7 formando ligacdes de hidrogénio com os residuos
Argl20, Tyr355 e Arg513, seu complexo com a ciclooxigenase 2 ndo parece ser favoravel
devido a perda de interagdes, principalmente contribuicdes de van der Waals, e por causa de
interagdes intramoleculares desfavordveis entre o N2 pirimidinico e anel cicloexil. Pode ser

observado na Figura 4.3.6 a posicao retraida deste anel ficando préximo ao N2 pirimidinico.

- PIRIMIDINA 8
S0,CH;

O ligante 8 se complexa a enzima ciclooxigenase 2 com seu grupo SO,Me
fazendo vérias interacdes com a His90, Arg513 e Ala516. O anel fenila ligado ao SO,Me
interage com a His90, Leu352, Tyr355 e Arg513. O N1 pirimidinico estd préximo a jungdo da
Argl120/Tyr355 (ROWLINSON et al., 2003) e a porcdo CF; forma ligacdes de hidrogénio
com a Argl20 e Tyr355 (Figura 4.3.7). Liga¢gdes de hidrogénio com os residuos Argl20 e
Tyr355 no sitio da COX-2 j4 foram descritas para outros ligantes (KIEFER et al., 2000;
KURUMBAIL et al., 1996). O N3 amina da pirimidina 8 interage com a Ala527 e o anel

fenila substituinte com a Ser530. Na Tabela 4.3.8 estdo as interagdes do complexo 8-COX-2.
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Figura 4.3.7 Ligante 8 no sitio da ciclooxigenase 2. Sdo mostrados alguns residuos e interacdes que
compdem o sitio (linhas vermelhas). Note as ligacdes de hidrogénio (tracejado vermelho) entre o grupo
CF; do composto e os residuos Arg120 e Tyr355. Respectivas distancias de interacdo em A.

Tabela 4.3.8 Interagbes medidas para a pirimidina 8 em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (;&) Atomos da Atomos do Distancia (;&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.948 NE2/His90 H3 2.125 O/Leu352
Hla 2.408 O/Ser353 H4 2.922 O/Leu352
Hl1b 3.119 OE1/GIn192 H6 2.564 OH/Tyr355
Hlc 2.576 OE1/GIn192 H7 2.438 NE2/His90
Hlc 3.123 O/Leu352 H7 2.981 NH1/Arg513
Hlc 3.058 O/Ser353 N1 2.981 HH/Tyr355
S1 2.962 HE2/His90 F1 2.392 HH11/Arg120
S1 3.108 HG22/Val523 F1 2.516 NH1/Argl120
S1 2.681 HB2/Ala516 F1 2.243 HHI12/Argl120
01 2.937 HG22/Val523 F1 1.643 HH/Tyr355
01 2.779 HB3/Ala516 F1 2.569 OH/Tyr355
01 2.684 HB2/Ala516 F2 2.498 HE2/Tyr355
01 2.978 HB2/Arg513 F2 2.851 HD22/Leu359
01 2.709 HD2/Arg513 F2 3.159 HD11/Leu359
01 2.679 HD1/Arg513 F3 3.179 HHI1/Arg120
01 2.785 HH11/Arg513 F3 2912 NH1/Arg120
01 3.165 NE2/His90 F3 1.951 HHI11/Argl120
01 2.663 HE2/His90 F3 2.383 HD2/Arg120
02 2.053 HB2/Ala516 N3 2.605 HA/Ala527
02 2.663 H/Phe518 H14 2.933 OG/Ser530
02 3.082 HD1/Phe518 H20a 2.587 O/Ala527
02 2.697 H/le517 H20c 3.060 0OG/Ser530

02 2.773 HG23/M1e517



100

A pirimidina 8 perdeu as ligacdes de hidrogénio com os residuos His90 e
Arg513 do bolso lateral e isto faz com que seja menos provavel a formagdo do complexo 8-
COX-2 em relagdo ao composto 1, por exemplo, que forma ligagdes de hidrogénio com tais

aminoacidos (Figura 4.3.1).

[

- PIRIMIDINA 9 CH; o

|
| e o
S0,CHy

A pirimidina 9 se liga ao sitio da ciclooxigenase 2 com sua por¢ao SO,Me
na regido do bolso lateral interagindo com os residuos His90, GIn192, Arg513, AlaS16 e
Val523. A poténcia e seletividade de alguns compostos, como por exemplo, o inibidor SC-
558, sdo determinadas por interagdes neste bolso lateral (KURUMBAIL et al., 1996). O anel
fenila ligado ao SO,Me interage com a His90, Leu352, Ser353 e Tyr355. O N1 e N2
pirimidinicos fazem interagdes com a Tyr355 e Val349 respectivamente e o grupo CF; faz
ligacdes de hidrogénio com a Argl20 e Tyr355 (Figura 4.3.8). Tanto o substrato 4cido
araquidonico (KIEFER et al., 2000) como o inibidor flurbiprofeno (KURUMBAIL et al.,
1996) também formam ligacdes de hidrogénio com os residuos Argl20 e Tyr355. O N3 amina
faz interagdes com a Ala527 e Ser530. O grupo CHj; substituinte interage com a Ser530 e o

anel fenila substituinte faz interagdes com a Tyr385, Met522, Val523 e Ala527 e Ser530.

Figura 4.3.8 Ligante 9 em complexo com a ciclooxigenase 2. Algumas intera¢des do sitio em linhas
vermelhas e as ligagdes de hidrogénio estdo em tracejado vermelho. Distancias de interacdo em A.
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Tabela 4.3.9 Interag6es medidas para a pirimidina 9 em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hlb 3.055 OE1/GIn192 N2 3.140 HG11/Val349
Hl1b 3.032 NE2/GIn192 F1 3.106 HE2/Tyr355
Hl1b 3.124 O/Leu352 F1 3.135 HD11/Leu359
Hlb 2.529 0O/Ser353 F2 2.777 NH1/Arg120
Hlc 2.761 NE2/His90 F2 1.792 HHI11/Argl120
Hlc 1.971 O/Ser353 F2 3.070 HH1/Arg120
S1 2.557 HE2/His90 F2 1.948 HD2/Arg120
o1 2.202 HE2/His90 F2 3.092 HD1/Arg120
01 2.761 NE2/His90 F3 2.110 HHI11/Argl20
o1 2.595 HH1/Arg513 F3 2.517 NH1/Argl120
o1 2.606 HD1/Arg513 F3 2.513 HH1/Arg120
o1 2.832 HD2/Arg513 F3 2.303 HH12/Arg120
01 3.051 HB3/Ala516 F3 1.991 HH/Tyr355
o1 3.104 HB2/Ala516 F3 2.910 OH/Tyr355
o1 3.069 HG22/Val523 N3 3.143 HB1/Ser530
02 2.189 HB2/Ala516 N3 2.681 HA/Ala527
02 3.109 H/Phe518 H14 2.882 N/Ala527
02 2918 H/Me517 HI15 3.010 O/Met522
02 3.004 HG23/Tle517 H15 2.270 0O/Val523
H3 2.771 O/Leu352 H15 2.531 N/Ala527
H6 2.126 OH/Tyr355 H16 2.619 O/Met522
H7 3.064 O/Ser353 H18 3.041 OH/Tyr385
H7 2.432 NE2/His90 H20b 2.226 0G/Ser530
N1 2.996 HH/Tyr355 H20c 3.074 OG/Ser530

As intera¢des do complexo entre o ligante 9 e a COX-2 s@o apresentadas na
Tabela 4.3.9. A pirimidina 9 mostrou ser menos favordvel para formar um complexo com a
COX-2 do que seu analogo o composto 1. Isto se deve ao fato do ligante 9 perder interacdes
favoraveis em relacdo ao ligante 1 no sitio da COX-2, principalmente as ligacdes de

hidrogénio no bolso lateral com os residuos His90 e Arg513.

CF 5
- PIRIMIDINA 9E 7
S W N =5

S0,CH;

O ligante 9e, que se refere a um enantidmero do composto 9, orienta seu
grupo SO,Me no bolso lateral e faz interacdes com os residuos His90, GIn192, Arg513 e
Val523, inclusive ligagdes de hidrogénio com a His90 e Arg513 (Figura 4.3.9). Ligacdes de
hidrogénio com a His90 e Arg513 ja foram descritas para o inibidor SC-558 (KURUMBAIL
et al., 1996) e para um andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005). O anel
fenila ligado ao SO,Me interage com a His90, Ser353 e Tyr355. O N2 pirimidinico estd
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préximo a Ala527 e o grupo CF; forma uma ligag¢do de hidrogénio com a Argl20. O substrato
acido araquidonico (KIEFER et al., 2000) e o inibidor flurbiprofeno (KURUMBAIL et al.,
1996) também fazem ligacdes de hidrogénio com a Argl20 no sitio da ciclooxigenase 2. O
N3 amina do composto 9e interage com a Ala527 e Ser530 e o anel fenila substituinte faz
interagdes com a Tyr385, Met522, Val523 e Ala527. Na Tabela 4.3.10 est@o as intera¢des do
complexo 9e-COX-2.

ARG120

Figura 4.3.9 Composto 9e no sitio de ligagio COX-2. Destaque para as ligacdes de hidrogénio (em
tracejado vermelho) que o ligante 9e forma com os residuos His90, Arg120 e Arg513. Os hidrogénios
da pirimidina 9e ndo estdo representados para facilitar a compreensdo. Distancias de interagdo em A.

Tabela 4.3.10 Interag6es medidas para a pirimidina 9e em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hl1b 2.924 OE1/GIn192 F1 2.744 HG12/Val349
Hi1b 2.097 O/Leu352 F1 2.873 HD11/Leu359
Hlc 2.580 OE1/GIn192 F2 2.085 HD12/Leu531
S1 3.185 HG22/Val523 F2 2.049 HD2/Arg120
S1 3.195 NE2/His90 F2 2.215 HH11/Arg120
S1 2.281 HE2/His90 F2 3.163 NHI1/Arg120
01 1.452 HE2/His90 F2 3.071 HB/Valll6
01 2.392 NE2/His90 F3 2.497 HHI11/Argl20
01 3.111 HE1/His90 F3 3.102 NH1/Argl120
01 2.413 O/Ser353 F3 3.001 HHI12/Argl120
02 2.508 HG22/Val523 F3 2.897 HH/Tyr355
02 2.263 HH11/Arg513 N3 1.935 HA/Ala527
02 2.738 HD2/Arg513 N3 2.723 HB1/Ser530
02 2.819 HD1/Arg513 HIN3 2.803 O/Ala527
02 2.994 NE2/His90 Hl12a 2.770 OG/Ser530
02 2.436 HE2/His90 H14 2.729 N/Ala527
H3 2.891 O/Ser353 H15 2.699 O/Met522
H3 3.048 NE2/His90 H15 2.689 0O/Val523
H3 3.134 OH/Tyr355 H15 3.120 N/Ala527
H4 2.067 OH/Tyr355 H16 3.071 O/Met522

N2 3.078 HB3/Ala527 H18 2.862 OH/Tyr385
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O composto 9 e seu enantidmero (9e) se dispdem de modo semelhante no
sitio da ciclooxigenase 2. Ambos formam ligacdes de hidrogénio com Argl20, apresentam
suas porcdes SO,Me e CF; interagindo com os residuos His90/Arg513 e Argl20/Tyr355
respectivamente, além dos hidrogénios do anel fenila substituinte fazerem interacdes com
Tyr385, Met522, Val523 e Ala527. No entanto, o complexo entre o ligante 9e e a COX-2 foi
mais favordvel, pois apresentou melhor padrdo de orientacdo no sitio formando ligagdes de

hidrogénio com os residuos His90 e Arg513 no bolso lateral.
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O composto 10 se liga ao sitio da ciclooxigenase 2 com seu grupo SO,Me
no bolso lateral (His90, GIn192, Arg513 e Val523) e faz uma ligacdo de hidrogé€nio com a
Arg513. As sulfonamidas do inibidor SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e de um anilogo
piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005) também formam ligacdes de hidrogénio
com a Arg513 do bolso lateral da COX-2. O anel fenila ligado ao SO,Me faz interagdes com
His90, Leu352, Tyr355 e Arg513. O N1 pirimidinico estd préoximo a Tyr355 e a por¢do CF;
faz vérias interacdes com a Argl20 e Tyr355, inclusive ligacdes de hidrogénio com tais
residuos (Figura 4.3.10). Liga¢des de hidrogénio com a Argl120 e Tyr355 s@o essenciais para
formacdo do complexo entre a enzima COX-2 e o substrato dcido araquiddnico (KIEFER et
al., 2000). O S2 interage com a Val349, Ala527 e Ser530. O anel aromadtico substituinte
interage com o OH da Ser530.

As interagdes da pirimidina 10 com a ciclooxigenase 2 sdo apresentadas na

Tabela 4.3.11.
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Figura 4.3.10 Ligante 10 no sitio da ciclooxigenase 2. Algumas intera¢des do sitio estdo representadas
em linhas vermelhas e as ligacdes de hidrogénio em tracejado vermelho (distancias de interagdo em A).

Tabela 4.3.11 Interag6es medidas para a pirimidina 10 com a ciclooxigenase 2
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Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hilb 2.843 OE1/GIn192 H7 2.549 NE2/His90
Hlb 2.913 O/Leu352 H7 2914 NH1/Arg513
Hlc 3.006 O/Ser353 N1 2.773 HH/Tyr355
Hlc 2.817 NE2/His90 N2 2.994 HG11/Val349
Hlc 2.326 O/Ser353 F1 2.390 HE2/Tyr355
S1 2.649 HE2/His90 F1 2.397 HD22/Leu359
S1 3.108 HB2/Ala516 F1 2.624 HD12/Leu359
S1 2.781 HG22/Val523 F2 2.834 HB/Valll6
01 2.902 HG22/Val523 F2 2.682 HD12/Leu531
01 2.215 HH1/Arg513 F2 2.700 HD2/Arg120
01 3.175 NHI1/Arg513 F2 2.312 HHI11/Argl120
01 2.551 HD2/Arg513 F3 2.114 HH11/Argl120
01 3.074 HD2/His90 F3 2.424 NH1/Argl120
01 2.379 HD1/Arg513 F3 2.111 HH12/Arg120
o1 2.684 NE2/His90 F3 2.517 HHI1/Arg120
01 2.251 HE2/His90 F3 2.001 HH/Tyr355
02 2.447 HG22/Val523 F3 2918 OH/Tyr355
02 2.835 HD1/Phe518 S2 2.802 HA/Ala527
02 3.100 H/Phe518 S2 3.157 HG11/Val349
02 2.377 HB2/Ala516 S2 2.885 HB1/Ser530
H3 2.350 O/Leu352 Hl2a 2.898 0G/Ser350
H6 2.079 OH/Tyr355 H14 2.852 0G/Ser350
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A pirimidina 11 se complexa ao sitio ativo da ciclooxigenase 2 com sua
porcdo SO,Me no bolso lateral interagindo com os residuos His90, GIn192, Arg513 e Val523.
O O1 e 02 deste grupo SO,Me formam ligagdes de hidrogénio com a His90 e Arg513
respectivamente (Figura 4.3.11). Ligacdes de hidrogénio com os aminoacidos His90 e Arg513
do sitio da COX-2 ja foram descritas para o inibidor SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e
para um andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005). O anel fenila ligado ao
SO;Me faz intera¢des com a His90, Leu352 e Tyr355. O N2 pirimidinico interage com a
Val349 e a porcdo CF; faz interacdes com a Argl20, Val349, Tyr355, Leu359, Val516 e
Leu531, inclusive ha uma ligacdo de hidrogénio do F2 com a Argl20 (Figura 4.3.11). O
inibidor flurbiprofeno (KURUMBAIL et al., 1996) também forma uma ligacao de hidrogénio
com a Argl20 em seu complexo com a ciclooxigenase 2. O SO substituinte do composto 11
interage com a Val349, Ala527 e Ser530. O anel fenila substituinte faz uma intera¢do com o

OH da Ser530. Na Tabela 4.3.12 s@o mostradas as interagdes do complexo 11-COX-2.

Figura 4.3.11 Pirimidina 11 no sitio da ciclooxigenase 2. Liga¢des de hidrogénio
(tracejado vermelho) entre o ligante e os residuos His90, Argl20 e Arg513.
Disténcias de interagdo em A.
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Tabela 4.3.12 Interag6es medidas para a pirimidina 11 com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.924 OE1/GIn192 H7 2.567 O/Leu352
Hla 2.734 O/Leu352 N2 3.017 HG11/Val349
Hl1b 3.182 OE1/GIn192 F1 2.698 HD11/Leu359
S1 2.413 HE2/His90 F1 2.471 HG12/Val349
S1 2.874 HG22/Val523 F1 2.870 HD22/Leu531
01 2.743 O/Ser353 F2 2.956 HD12/Leu531
o1 1.619 HE2/His90 F2 2.666 HD2/Arg120
o1 2.547 NE2/His90 F2 2.069 HH11/Argl120
02 2.525 HE2/His90 F2 2.966 NHI1/Arg120
02 2.992 NE2/His90 F2 2.964 HB/Val516
02 3.073 HD2/His90 F3 2.078 HE2/Tyr355
02 2.918 NHI1/Arg513 F3 2.662 HD12/Leu359
02 1.932 HHI11/Arg513 S2 2.522 HA/Ala527
02 2.595 HD1/Arg513 S2 2.413 HB1/Ser530
02 2.460 HD2/Arg513 03 2.526 HB1/Ser530
02 2.417 HG22/Val523 03 2.683 HG22/Val349
H3 2.873 NE2/His90 03 2.375 HG23/Val349
H3 3.180 OH/Tyr355 03 3.151 HG11/Val349
H4 2.061 OH/Tyr355 H18 2.913 OG/Ser530

O complexo entre a pirimidina 10 e o sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2 se
mostrou mais favordvel do que o complexo 11-COX-2 pelo fato do primeiro apresentar um
maior nimero de interagdes de van der Waals favordveis (consequentemente maior score de

fitness), além do 11 fazer intera¢Ges intramoleculares desfavordveis.
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O composto 12 se complexa ao sitio da ciclooxigenase 2 com seu grupo
SO;Me no bolso lateral, formando ligagdes de hidrogénio com os residuos His90 e Arg513
(Figura 4.3.12) O inibidor SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e um andlogo piridinico da
nimesulida (MICHAUX et al., 2005) também formam liga¢des de hidrogénio com a His90 e
Arg513 no bolso lateral da COX-2. O anel fenila ligado ao grupo SO,Me faz interacdes com a
His90, Ser353 e Tyr355. O N1 e o N2 pirimidinicos interagem com a Tyr355 e Val349
respectivamente. A por¢do CF; interage com os aminoicidos Valll6, Argl20, Tyr355,
Leu359 e Leu531. O N3 amina faz interagdes com a Val349, Ala527 e Ser530. Interagdes

entre o grupo diclorofenil do diclofenaco e os residuos Val349, Ala527 e Ser530 do sitio da
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ciclooxigenase 2 foram descritas por Rowlinson et al., 2003. Finalmente, a porcdo 4-

metilfenila do ligante 12 interage com a Tyr385, Met522, Val523 e Ala527. Na Tabela 4.3.13

estdo as interacdes do complexo 12-COX-2.

Figura 4.3.12 Ligante 12 no sitio da ciclooxigenase 2. Estdo representadas algumas interagdes do sitio (linhas
vermelhas). Note as ligacdes de hidrogénio com os residuos His90 e Arg513 (tracejado vermelho). Distancias

de interagdo em A.

Tabela 4.3.13 Interagbes medidas para a pirimidina 12 com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina

Hla 2.802 OE1/GIn192 F1 2.637 HH/Tyr355
Hic 2.264 O/Leu352 F1 2.882 NH1/Argl20
01 2.590 O/Ser353 F1 2.397 HH11/Argl120
01 2.615 NE2/His90 F2 2.791 HD23/Leu359
01 1.664 HE2/His90 F2 3.187 HD12/Leu359
02 2.564 HE2/His90 F3 2.296 HD12/Leu531
02 3.099 NE2/His90 F3 2.184 HD2/Arg120
02 3.191 HD2/His90 F3 3.056 NH1/Argl20
02 2.843 HD1/Arg513 F3 2.735 HB/Valll6
02 3.025 NH1/Arg513 N3 3.175 HG11/Val349
02 2.044 HH11/Arg513 N3 2.813 HA/Ala527
02 3.181 HG12/Val523 N3 2.844 HB1/Ser530
02 2.644 HD2/Arg513 Hl12a 2.997 OG/Ser530
02 2.285 HG22/Val523 H14 2.706 OH/Tyr385
H3 2.986 NE2/His90 HI15 3.028 OH/Tyr385
H3 2.961 O/Ser353 H17 3.000 0/Val523
H3 3.175 OH/Tyr355 H17 2.883 N/Ala527
H4 2.008 OH/Tyr355 HI18 3.164 N/Ala527
N1 3.072 HH/Tyr355 H20b 2.661 O/Met522
N2 2.794 HG11/Val349
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O composto 12 se complexa de maneira muito semelhante ao seu anidlogo
composto 1. Ambos apresentam o mesmo padrio de orientagdo no sitio de ligacdo da
ciclooxigenase 2, formando ligacdes de hidrogénio com os residuos do bolso lateral His90 e
Arg513, além dos nitrogénios pirimidinicos (N1 e N2) de ambas estarem préximos a Tyr355
na entrada do sitio. Portanto, tiveram score de fitness préximos, tendo probabilidades

parecidas para a formagdo de complexo no sitio da COX-2.
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O composto 13 se liga a ciclooxigenase 2 com a por¢do SO,Me no bolso
lateral fazendo interagdes com a His90, GIn192, Arg513 e Val523. A seletividade de alguns
inibidores de COX-2 € em parte definida por interacdes neste bolso (KURUMBAIL et al.,
1996; MICHAUX et al., 2005). O anel fenila da pirimidina 13 faz intera¢des com a His90,
Leu352, Tyr355 e Arg513. O N1 pirimidinico forma uma ligag@o de hidrogénio com a Tyr355
(Figura 4.3.13) e o grupo CF; faz vérias interagdes com a Argl120 e Tyr355, inclusive ligagGes
de hidrogénio com estes residuos na entrada do sitio (Figura 4.3.13). O inibidor flurbiprofeno
e o substrato acido araquidénico (KURUMBAIL et al., 1996; KIEFER et al., 2000) em seus
complexos com a ciclooxigenase 2 formam ligacdes de hidrogénio com a Argl20 e Tyr355. A
porcdo amina do ligante 13 interage com a Ala527 e Leu531 e o grupo 2-metilfenil faz
interagdes com a Tyr355, Tyr385, Val523, Ala527 e Ser530. As interacdes do ligante 13 em

complexo com a ciclooxigenase 2 s@o apresentadas na Tabela 4.3.14.
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Figura 4.3.13 Pirimidina 13 no sitio de ligagdo da ciclooxigenase 2. Sdo mostradas algumas interagdes
(em linhas vermelhas) e as ligagdes de hidrogénio (tracejado vermelho) do sitio. Distancias de

interagdo em A.

Tabela 4.3.14 Interagdes medidas para a pirimidina 13 com a ciclooxigenase 2

109

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 3.169 NE2/His90 N1 2.830 OH/Tyr355
Hla 2.241 O/Ser353 N1 2.380 HH/Tyr355
Hl1b 2.781 OE1/GIn192 F1 2477 HB/Valll6
Hic 2.678 OE1/GIn192 F1 3.065 NH1/Argl20
Hlc 2.944 NE2/GIn192 F1 2.304 HH11/Argl120
Hlc 2.667 O/Leu352 F2 2.483 NH1/Argl20
Hlc 2.991 O/Ser353 F2 1.943 HH12/Arg120
S1 2.595 HB2/Ala516 F2 1.742 HH/Tyr355
S1 3.011 HG/Val523 F2 2.610 OH/Tyr355
S1 2.854 HE2/His90 F2 1.973 HE2/Tyr355
01 2.938 NE2/His90 F3 1.738 HE2/Tyr355
01 2.698 HD1/Arg513 F3 2.134 HD22/Leu352
01 3.150 HB2/Arg513 N3 3.170 HB3/Ala527
01 2.878 HB2/Ala516 HIN3 2.841 O/Ala527
01 3.003 HG22/Val523 HIN3 2.787 HG/Leu531
02 2.825 HG22/Val523 HI15 2.821 OH/Tyr355
02 2.406 HB2/Ala516 H17 3.088 0/Val523
02 2.948 H/Phe518 H17 3.177 N/Ala527
02 3.122 H/le517 HI18 2.820 N/Ala527
H3 2.287 NE2/His90 H20a 2.688 0OG/Ser530
H3 2.986 NH1/Arg513 H20c 2.862 OG/Ser530
H4 2.101 OH/Tyr355 H20c 2.342 OH/Tyr385
H7 2.137 O/Leu352
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A piridimidina 12 se complexa mais favoravelmente ao sitio da
ciclooxigenase 2 do que seu isomero 13. Isto se deve ao fato do composto 12 formar ligacdes
de hidrogénio com os residuos His90 e Arg513 no bolso lateral, sendo que seu isomero 13
perdeu estas ligacdes de hidrogénio. O grupo metila na posicdo 2 (ligante 13) ocasionou uma
mudan¢a de conformagdo em relacdo ao seu isdmero 12 fazendo com que as ligacdes de

hidrogénio com os residuos His90 e Arg513 ndo fossem formadas.

CFa

T

|
HSC 5 ey P
MH M =
- PIRIMIDINA 14 | P

50,CH,

A pirimidina 14 se complexa a COX-2 com a por¢do SO,Me orientada no
bolso lateral (His90, GIn192, Arg513 e Val523) formando ligacdes de hidrogénio com os
residuos His90 e Arg513 (Figura 4.3.14). As por¢des sulfonamidas do inibidor SC-558
(KURUMBALIL et al., 1996) e de um andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al.,
2005) também formam ligacdes de hidrogénio com a His90 e Arg513 do bolso lateral da
COX-2. O anel fenila interage com a His90, Ser353 e Tyr355 e o N1 pirimidinico estd
préoximo a Tyr355. O grupo CF; forma ligagdes de hidrogénio com a Argl20 (Figura 4.3.14),
além de interagir com os aminoécidos Vall16, Leu359 e Leu531. Tanto o substrato acido
araquidonico (KIEFER et al., 2000) como o inibidor flurbiprofeno (KURUMBAIL et al.,
1996) formam ligagdes de hidrogénio com a Argl20 no sitio de ligagdo da ciclooxigenase 2.
O N3 amina faz interagdes com a Ala527 e Ser530 na parte mais alta do sitio e o anel tiofenila
com uma metila na posi¢ao 2 interage com a Tyr385, Met522, Val523, Ala527 e Ser530. Na

Tabela 4.3.15 estdo as interagcdes do ligante 14 no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2.
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Figura 4.3.14 Ligacdes de hidrogénio (tracejado vermelho) entre o ligante 14 e os residuos
His90, Argl20, Tyr355 e Arg513 do sitio da ciclooxigenase 2. Distancias de interagdo em A.

Tabela 4.3.15 Interagbes medidas para a pirimidina 14 com a ciclooxigenase 2
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Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.206 O/Leu352 F1 2.689 NH1/Argl20
Hla 3.128 OE1/GIn192 F1 2.336 HH11/Argl120
Hl1b 2.600 OE1/GIn192 F1 3.186 HB/Valll6
Hlb 3.161 N/lle517 F2 2.551 HB/Valll6
S1 2.438 HE2/His90 F2 2.563 HD12/Leu531
S1 2.984 HG22/Val523 F2 2.569 HH11/Argl120
01 2.718 O/Ser353 F3 2.827 HE2/Tyr355
01 2.537 NE2/His90 F3 2411 HD22/Leu359
01 1.618 HE2/His90 F3 2.557 HD23/Leu359
02 2.663 HE2/His90 N3 2.250 HA/Ala527
02 2.786 HD1/Arg513 N3 3.124 HB1/Ser530
02 2.202 HH11/Arg513 HIN3 2.744 O/Ala527
02 2.331 HG22/Val523 Hl12a 3.054 OG/Ser530
H3 2.717 O/Ser353 H14 2.837 OG/Ser530
H3 2.783 NE2/His90 H14 3.126 Oh/Tyr385
H4 1.944 OH/Tyr355 S2 2.761 HA/Ala527
N1 2.746 HH/Tyr355 H18c 2.375 O/Met522
F1 1.929 HE2/Tyr355 H18c 3.171 N/Val523
F1 2.372 HH12/Arg120



112

CFy

- PIRIMIDINA 15 | Sy
| S | HNH/\N/J\@
rl P

O composto 15 se orienta no sitio da COX-2 com seu grupo SO,Me no

50,CH;

bolso lateral fazendo ligacdes de hidrogénio com a His90 e Arg513 (Figura 4.3.15). O anel
fenila do ligante 15 interage com a His90 e Leu352 e os nitrogénios pirimidinicos N1 e N2
fazem interacdes com a Tyr355 e Val349 respectivamente. A por¢ao CF; faz interacdes com
os residuos Valll6, Argl20, Val349, Leu531, Leu539 e uma ligagdo de hidrogénio com a
Tyr355 (Figura 4.3.15). O N3 amina estd proximo a Ala527 e Ser530 e o anel tiofenila com
um Cl na posi¢do 5 interage com os aminoacidos Tyr385, Trp387, Ala527 e Ser530, inclusive
h4 uma ligagcdo de hidrogénio entre o Cl1 da pirimidina 15 e o HH da Tyr385 (Figura 4.3.15).
Ligacdo de hidrogénio entre a Tyr385 e o carboxilato do inibidor diclofenaco foi descrita

como essencial para formagdo do complexo diclofenaco-COX-2 (ROWLINSON et al., 2003).

Figura 4.3.15 Pirimidina 15 no sitio da COX-2. Interacdes em linhas vermelhas e ligacdes de hidrogénio com
os residuos His90, Tyr385, Tyr355 e Arg513 estdo em tracejado vermelho. Distancias de interagdo em A.
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Na Tabela 4.3.16 estdo as interacdes do complexo 15-ciclooxigenase 2.

Tabela 4.3.16 Interac6es medidas para a pirimidina 15 em complexo com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.286 O/Leu352 F1 2.492 HH/Tyr355
Hla 2.896 OE1/GIn192 F1 2.257 HE2/Tyr355
Hl1b 2.683 OE1/GIn192 F2 3.034 HB/Valll6
Hl1b 3.110 N/le517 F2 2.209 HHI11/Arg120
S1 2.486 HE2/His90 F2 2.076 HD2/Arg120
S1 2.957 HG22/Val523 F2 2.114 HD12/Leu531
01 2.529 NE2/His90 F3 2.932 HD11/Leu359
o1 2.680 O/Ser353 F3 3.119 HG12/Val349
o1 1.594 HE2/His90 N3 2.305 HA/Ala527
02 2.307 HG22/Val523 N3 2.772 HB1/Ser530
02 2.576 HD2/Arg513 HIN3 3.142 O/Ala527
02 2.220 HH11/Arg513 H12a 2.860 0OG/Ser530
02 2.692 HE2/His90 S2 2.614 HA/Ala527
H3 2.794 NE2/His90 S2 2.882 N/Ala527
H7 2.508 O/Leu352 Hl6 2.526 O/Met522
N1 3.098 HH/Tyr355 Cll 2.615 HE2/Tyr385
N2 3.187 HG11/Val349 Cl1 2.000 HH/Tyr385
F1 2.035 HH11/Arg120 Cll 2.611 HH2/Trp387
F1 2.555 NH1/Arg120

As pirimidinas 2 e 15 se orientam de maneira muito semelhante no sitio da
COX-2. Ambas formam liga¢des de hidrogénio com os residuos His90 e Arg513 no bolso
lateral, além de uma ligacdo de hidrogénio com a Tyr355 na entrada do sitio. Além disso, o
N1 e N2 pirimidinicos de ambas fazem interacdes com a Tyr355 e Val349 respectivamente.
Ou seja, os complexos 2-COX-2 e 15-COX-2 se mostraram favordveis formando ligacdes de
hidrogénio no bolso lateral e na entrada do sitio. Assim, a andlise dos célculos de docking

indicam que os ligantes 2 e 15 tem um bom potencial para atuar como antiinflamatdérios.
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O ligante 16 se liga ao sitio da ciclooxigenase 2 com a por¢cao SO,Me no
bolso lateral (His90, GIn192, Arg513 e Val523) fazendo liga¢des de hidrogénio com a His90
e Arg513 (Figura 4.3.16). O inibidor SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e um analogo
piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005) também formam ligacdes de hidrogénio

com os residuos His90 e Arg513 da COX-2. O anel fenila do composto 16 estd proximo a
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Leu352 e Tyr355 e o N1 e N2 pirimidinicos interagem com a Val349. O substituinte tBu faz
interagdes com a Argl20 e Tyr355 na boca do sitio. O N3 amina faz interacdes com Val349,
Ala527 e Ser530 e o anel tiofenila interage com a Tyr385, Met522 e Ala527. As interagdes da

pirimidina 16 com a ciclooxigenase 2 sdo apresentadas na Tabela 4.3.17.

Figura 4.3.16 Ligante 16 em complexo com a ciclooxigenase 2. Estdo representados alguns
aminodcidos do sitio, além de interagdes (linhas vermelhas) e ligacdes de hidrogénio (tracejado
vermelho). Distancias de interacdo em A.

Tabela 4.3.17 Interacdes medidas para a pirimidina 16 com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.279 O/Leu352 H7 2.937 O/Leu352
Hla 3.027 OE1/GIn192 N1 3.114 HG11/Val349
Hlb 2.888 OE1/GIn192 N2 2.628 HG11/Val349
S1 2.469 HE2/His90 H18c 3.091 NH1/Argl120
S1 2.986 HG22/Val523 H18c 3.131 OH/Tyr355
01 2.448 O/Ser353 H19c 2.193 NH1/Argl20
01 2.590 NE2/His90 N3 2.608 HB1/Ser530
01 1.626 HE2/His90 N3 3.088 HA/Ala527
02 2.299 HG22/Val523 N3 3.038 HG23/Val349
02 2.021 HH/Arg513 Hl12a 2.833 OG/Ser530
02 2.923 HD1/Arg513 H14 2.888 OH/Tyr385
02 2.487 HE2/His90 Hl16 2.778 O/Met522
H3 3.004 OH/Tyr355 S2 2.708 HA/Ala527

H4 2.236 OH/Tyr355
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A pirimidina 17 se complexa ao sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2 com
seu grupo SO,Me no bolso lateral formando liga¢des de hidrogénio com os residuos His90 e
Arg513 (Figura 4.3.17). Ligacdes de hidrogénio com os residuos His90 e Arg513 da COX-2
ja foram descritas para o ligante SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e para um andlogo
piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005). O anel fenila interage com a His90,
Leu352 e Tyr355. O anel pirimidinico estd proximo a Val349 e Tyr355 e o Cl1 faz interacoes
com os aminodcidos Valll6, Leu531, além de formar uma ligacdo de hidrogénio com a
Argl20 (Figura 4.3.17). O 4cido araquidonico (KIEFER et al., 2000) e o inibidor
flurbiprofeno (KURUMBAIL et al., 1996) também formam ligacdes de hidrogénio com a
Argl20 na boca do sitio de ligagdo da ciclooxigenase 2. O N3 amina interage com a Ala527 e
Ser530 e o anel tiofenila faz interacdes com a Ala527 e Met522. Na Tabela 4.3.18 sdo

mostradas as interagdes medidas para o complexo 17-COX-2.

ARG120

Figura 4.3.17 Composto 17 no sitio de ligagdo da ciclooxigenase 2. Sdo mostradas as interacdes do
sitio (linhas vermelhas) e ligagdes de hidrogénio (tracejado vermelho). Distancias de interagdo em A.
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Tabela 4.3.18 Interag6es medidas para a pirimidina 17 com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.349 O/Leu352 H6 1.941 OH/Tyr355
Hla 3.200 OE1/GIn192 H7 3.058 OH/Tyr355
Hlb 3.048 OE1/GIn192 H7 2.999 NE2/His90
S1 2.531 HE2/His90 N1 3.123 HH/Tyr355
S1 2.864 HG22/Val523 N2 2.995 HG11/Val349
o1 2.530 O/Ser353 Cll 2.980 HD12/Leu531
01 2.733 NE2/His90 Cl1 2.607 HD2/Arg120
01 1.770 HE2/His90 Cl1 3.142 HB/Valll6
02 2.509 HE2/His90 Cl1 2.002 HHI11/Arg120
02 3.039 NE2/His90 N3 2.632 HA/Ala527
02 2.821 HD1/Arg513 N3 2.658 HB1/Ser530
02 2.009 HH11/Arg513 H12a 2.837 0OG/Ser530
02 2.653 HD2/Arg513 S2 2.849 HA/Ala527
02 2.325 HG22/Val523 Hl16 2.804 O/Met522
H3 2.664 O/Leu352

A formacdo de complexo entre o ligante 17 e o sitio da ciclooxigenase 2 se
mostrou muito favordvel. O composto 17 teve um 6timo padrdo de ligag@o neste sitio, além de
apresentar um score de -81,19 kcal/mol, relativamente melhor que o das pirimidinas
estudadas (Tabela 4.3.1). Isto se deve ao fato da pirimidina 17 formar ligacdes de hidrogénio
com os residuos do bolso lateral His90 e Arg513 (mantendo o padrdo mostrado pelos ligantes
no sitio da COX-2). Além disso, o Cl formou uma ligacdo de hidrogénio com a Argl20 na
entrada do sitio. O tamanho menor do Cl provavelmente permitiu uma melhor acomodagao do
composto no sitio da COX-2 do que seus andlogos que apresentam um CF; na mesma

posicdo. Assim, a pirimidina 17 pode ser considerada um promissor inibidor para a COX-2.
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O composto 18 se liga ao sitio da COX-2 orientando sua porcdo SO,Me no
bolso lateral e esta por¢do forma ligacdes de hidrogénio com os residuos His90 e Arg513
(Figura 4.3.18). O ligante SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e um andlogo piridinico da
nimesulida (MICHAUX et al., 2005) também formam ligacdes de hidrogénio com os
aminodcidos His90 e Arg513 do bolso lateral da COX-2. O anel fenila da pirimidina 18
interage com a His90, Leu352, Tyr355 e Arg513. O N1 e N2 pirimidinicos fazem interacdes
com a Tyr355 e Ala527 respectivamente e o grupo SEt faz uma ligagdo de hidrogénio com a

Argl20 na entrada do sitio (Figura 4.3.18). Ligacdes de hidrogénio entre a Argl20 e os
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ligantes acido araquidénico (KIEFER et al., 2000) e flurbiprofeno (KURUMBAIL et al.,
1996) ja foram descritas para a ciclooxigenase 2. O grupo amina do ligante 18 interage com a
Ala527 e Ser530 e o anel tiofenil faz interagdes com a Met522 e Val523. As intera¢des do

complexo entre a pirimidina 18 e a ciclooxigenase 2 estdo na Tabela 4.3.19.

Figura 4.3.18 Ligacdes de hidrogénio (tracejado vermelho) entre a pirimidina 18 e o sitio de
ligagdo da ciclooxigenase 2. Distincia de interagcdo em A.

Tabela 4.3.19 Interag6es medidas para a pirimidina 18 com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 3.094 O/Phe518 H3 2.877 NE2/His90
Hic 2.959 OE1/GIn192 H3 2.935 NH1/Arg513
Hlc 2.981 O/Leu352 H4 2.180 OH/Tyr355
S1 3.126 NE2/His90 H7 2.469 O/Leu352
S1 3.119 HH11/Arg513 N2 3.184 HH/Tyr355
S1 2.893 HG22/Val523 N3 3.133 HB3/Ala527
01 2.661 O/Ser353 S3 3.132 NH1/Argl20
01 1.631 HE2/His90 S3 2.779 HD2/Arg120
01 2.565 NE2/His90 S3 2.200 HH11/Argl120
02 2.709 NE2/His90 N3 2.224 HA/Ala527
02 2.367 HD1/Arg513 N3 3.157 O/Ala527
02 2.860 HD2/His90 HIN3 2.753 HB1/Ser530
02 1.898 HH11/Arg513 Hl2a 2.995 OG/Ser530
02 2.441 HD2/Arg513 S2 3.084 HA/Val523

02 2.717 HG22/Val523 H16 2.922 O/Met522
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O composto 20 se liga a ciclooxigenase 2 com o SO,Me no bolso lateral

(His90, GIn192, Arg513 eVal523) fazendo ligacdes de hidrogénio com os residuos His90 e

S0,CH;

Arg513 (Figura 4.3.19). Liga¢des de hidrogénio com os aminodcidos His90 e Arg513 do
bolso lateral ja foram descritas para o complexo da enzima COX-2 com os ligantes SC-558
(KURUMBAIL et al., 1996) e um andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005).
O anel fenila ligado ao SO,Me faz interacdes com a His90, Leu352, Tyr355 e Arg513. O N2
pirimidinico interage com a Val349 e o grupo OH forma uma ligacdo de hidrogénio com
Argl20 (Figura 4.3.19), além de interagir com a Ala527 e Leu531. A ligacdo de hidrogénio
com a Argl20 é essencial para o complexo do substrato dcido araquidénico (KIEFER et al.,
2000) e do inibidor flurbiprofeno (KURUMBAIL et al., 1996) no sitio de ligacdo da
ciclooxigenase 2. O N3 amina do ligante 20 estd préximo a Val349 e Ser530 e o anel fenila
substituinte interage com a Tyr385 e Ala527 na parte mais alta do sitio. As interagdes do

complexo 20-COX-2 estdo na Tabela 4.3.20.

Figura 4.3.19 Composto 20 no sitio da COX-2. Destaque para as ligagdes de hidrogénio
(tracejado vermelho) que o ligante forma com os residuos His90, Arg120 e Arg513. Distancias
de interacdo em A.



Tabela 4.3.20 Interag6es medidas para a pirimidina 20 com a ciclooxigenase 2
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Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 3.090 OE1/GIn192 H6 2.192 OH/Tyr355
Hla 2.490 0O/Ser353 H7 3.148 NE2/His90
S1 2.960 HG22/Val523 H7 3.044 NHI1/Arg513
S1 3.133 HH11/Arg513 N2 2.740 HG11/Val349
S1 2.215 HE2/His90 03 2.026 HHI11/Argl120
01 2.490 O/Ser353 03 2.183 HD2/Arg120
01 2.390 NE2/His90 03 2.730 HD12/Leu531
01 1.428 HE2/His90 03 3.099 HB2/Ala527
02 2.573 HG22/Val523 N3 2.922 HB1/Ser530
02 1.782 HH11/Arg513 N3 2.824 HG23/Val349
02 2.580 HD2/Arg513 H14 2.521 OH/Tyr385
02 2.737 NE2/His90 H17 2.524 N/Ala527
H3 2.250 O/Leu352
T
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O composto 22 se liga a ciclooxigenase 2 com a por¢do SO,Me no bolso

lateral (His90, GIn192, Val523 e Arg513) formando ligagdes de hidrogénio com a His90 e
Arg513 (Figura 4.3.20). O inibidor SC-558 (KURUMBAIL et al., 1996) e um andlogo

piridinico da nimesulida (MICHAUX et al., 2005) também formam ligacdes de hidrogénio

com os residuos His90 e Arg513 da COX-2. O anel fenila interage com a His90, Leu352 e

Tyr355. O N1 e N2 pirimidinicos interagem com a Tyr355 e Val349 respectivamente e o H9

faz interacdo com a Argl20. O grupo amina interage com a Ala527 e Ser530 e o anel tiofenila

faz interagdes com os aminodcidos Tyr385, Met522, Ala527 e Ser530. As intera¢des do

complexo entre o ligante 22 e a ciclooxigenase 2 estdo na Tabela 4.3.21.



Figura 4.3.20 Composto 22 no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2. Sdo mostradas algumas
interagdes enzima-ligante em linhas vermelhas e em tracejado vermelho estdo as ligagdes de
hidrogénio com os aminoédcidos His90 e Arg513 do bolso lateral. Distancias de interacdo em A.

Tabela 4.3.21 Interac6es medidas para a pirimidina 22 em complexo com a ciclooxigenase 2
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Atomos do Distéancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.803 OE1/GIn192 H7 3.090 OH/Tyr355
Hic 3.159 OE1/GIn192 H7 2.970 NE2/His90
Hlc 2.179 O/Leu352 N1 3.106 HH/Tyr355
S1 2.574 HE2/His90 N2 3.117 HG11/Val349
S1 2.983 HG22/Val523 H9 3.158 NH1/Arg120
01 2.852 NE2/His90 N3 2.371 HA/Ala527
01 1.892 HE2/His90 N3 2.625 HB1/Ser530
01 2.406 O/Ser353 HIN3 3.045 O/Ala527
02 2.472 HE2/His90 H12a 2.793 OG/Ser530
02 2.201 HH11/Arg513 S2 2.901 HA/Ala527
02 2.790 HD2/Arg513 H14 2.895 OH/Tyr385
02 2.384 HG22/Val523 H14 2.956 OG/Ser530
H3 2.709 O/Leu352 H16 3.176 O/Met522
H6 1.922 OH/Tyr355

A andlise dos resultados de docking indicou que o complexo entre o

composto 22 e o sitio de ligagdo da COX-2 é muito favordvel com um score de fitness de -

83,47 kcal/mol. O ligante 22 teve um 6timo padrio de ligagdo no sitio formando ligagdes de

hidrogénio com os residuos His90 e Arg513 do bolso lateral. Além disso, o anel tiofenila
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também contribui para este complexo fazendo interacdes favordveis com os aminodcidos

Tyr385, Met522, Ala527 e Ser530.
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O ligante 23 se complexa COX- 2 com o grupo SO,Me no bolso lateral e faz

S0,CH;

ligacdes de hidrogénio com a His90 e Arg513 (Figura 4.3.21). Ligacdes de hidrogénio com
tais residuos da COX-2 ja foram descritas para as sulfonamidas do inibidor SC-558
(KURUMBAIL et al., 1996) e para um andlogo piridinico da nimesulida (MICHAUX et al.,
2005). O anel fenila do composto 23 faz interagdes com a His90, Leu352, Ser353 e Tyr355. A
porcdo OEt interage com a Argl20, Val349 e Tyr355 e o grupamento amina estd préximo a

Ala527 e Ser530. O anel tiofenila faz interagdes com a Tyr385, Met522 e Val523.

YR385

ALA516

'\
. SER530
590

Figura 4.3.21 Pirimidina 23 no sitio da COX-2. Algumas interacdes em linhas vermelhas e ligagdes
de hidrogénio em tracejado vermelho. Distancias de interagdo em A.
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Na Tabela 4.3.22 sdo apresentadas as interagdes do complexo 23-COX-2

Tabela 4.3.22 Interag6es medidas para a pirimidina 23 com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (10&) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.498 OE1/GIn192 H3 2.600 NE2/His90
Hla 3.038 N/Ile517 H3 3.088 0O/Ser353
Hlc 2.764 OE1/GIn192 H4 2.054 OH/Tyr355
Hic 2.496 O/Leu352 H7 3.002 O/Leu352
S1 2.380 HE2/His90 03 3.147 HG12/Val349
S1 3.084 HG22/Val523 03 3.156 HE2/Tyr355
01 2.835 0O/Ser353 H17a 2.720 NH1/Arg120
01 3.039 HE1/His90 N3 2.989 HB1/Ser530
01 1.545 HE2/His90 N3 2.204 HA/Ala527
02 3.188 NE2/His90 HIN3 3.023 O/Ala527
02 2.298 HHI11/Arg513 H12a 2919 OG/Ser530
02 2.493 HD2/Arg513 S2 3.071 HA/Val523
02 3.125 HB2/Ala516 H14 3.191 OH/Tyr385
02 2.469 HG22/Val523 H16 2.881 O/Met522

A andlise por visualizagdo grafica dos célculos de docking indicou que a
formacdo de complexo entre o ligante 23 e a ciclooxigenase 2 se mostrou favordvel. Além de
apresentar um bom padrio de ligagdo, a pirimidina 23 manteve as liga¢gdes de hidrogénio com
os residuos His90 e Arg513 no bolso lateral, fato que tem sido essencial para a ligagdo das
pirimidinas estudadas neste sitio. Os cdlculos de docking ndo indicaram a formacdo de
complexo entre o composto 23 e o sitio da ciclooxigenase 1, assim a pirimidina 23 pode ser

considerada um promissor inibidor seletivo para o sitio da ciclooxigenase 2.
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A pirimidina 24 se liga a ciclooxigenase 2 com sua por¢do SO,Me no bolso
lateral interagindo com os residuos His90, Gln192, Val523 e Arg513. O anel fenila ligado ao
grupo SO;Me faz interagdes com His90, Leu352, Tyr355 e Arg513. O grupo CF; interage
com os aminodcidos Argl120, Val349, Tyr355, Leu359 e Leu531, inclusive forma ligagcdes de
hidrogénio com a Argl20 e Tyr355 (Figura 4.3.22). Liga¢des de hidrogénio com a Argl20 e
Tyr355 ja foram descritas para o substrato dcido araquidonico (KIEFER et al., 2000) e para o
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inibidor flurbiprofeno (KURUMBAIL et al., 1996). O N3 amina do composto 24 interage
com a Ala527 e Ser530 e o H16 faz uma interacdo com a Met522. As interacdes do composto

24 no sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2 estdo na Tabela 4.3.23.
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Figura 4.3.22 Composto 24 no sitio da ciclooxigenase 2. Em linhas vermelhas estdo algumas interagdes
do sitio e em tracejado vermelho as ligacdes de hidrogénio com os residuos Argl20 e Tyr355. Distancias
de interagdo em A.

Tabela 4.3.23 Interagbes medidas para a pirimidina 24 com a ciclooxigenase 2

Atomos do Distancia (A) Atomos da Atomos do Distancia (A) Atomos da
ligante Proteina ligante Proteina
Hla 2.991 OE1/GIn192 H4 3.004 O/Leu352
Hl1b 2.736 OE1/GIn192 H6 2.684 OH/Tyr355
Hilb 2.979 O/Leu352 H7 2.529 NE2/His90
Hlb 2.933 O/Ser353 H7 2.872 NHI1/Arg513
Hlc 2.448 O/Ser353 F1 2.754 HDI12/Leu531
Hlc 2.899 NE2/His90 F1 2.172 HD2/Arg120
S1 2.854 HE2/His90 F1 1.865 HH11/Arg120
S1 3.058 HG22/Val523 F2 2.483 HH11/Arg120
S1 2.707 HB2/Ala516 F2 1.848 HH/Tyr355
01 2.455 HE2/His90 F2 2.709 HH12/Arg120
01 2.670 HH11/Arg513 F2 1.938 HE2/Tyr355
01 2.514 HD1/Arg513 F3 3.161 HE2/Tyr355
01 2.844 HB3/Ala516 F3 2.885 HD12/Leu359
01 3.061 HG22/Val523 F3 2.823 HG12/Val349
02 3.072 HG22/Val523 N3 2.311 HA/Ala527
02 3.117 O/Phe518 N3 3.160 HB1/Ser530
02 1.898 HB2/Ala516 H16 3.191 SD/Met522
02 2.841 He517 H20a 2.842 O/Ala527

H3 2.283 O/Leu352
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Apesar do ligante 24 se complexar ao sitio de ligacdo da ciclooxigenase 2
formando ligacdes de hidrogénio com os residuos Argl20 e Tyr355, este composto perdeu as
ligacdes de hidrogénio com a His90 e Arg513 do bolso lateral (padrdo que tem se mostrado
fundamental para formacdo de complexos entre as pirimidinas estudadas e o sitio da COX-2).
Comparando a pirimidina 24 com seu andlogo 1, pode-se observar que o composto 1 se
complexou mais favoravelmente a COX-2, apresentado melhor padrdo de ligagdo neste sitio e
melhor score de fitness (-82,34 e -78,99 kcal/mol para 1 e 24 respectivamente). Isto se deve
principalmente ao fato da pirimidina 1 formar as ligacdes de hidrogénio com os residuos

His90 e Arg513.



	dissertacao Paulo Armelin pags iniciais.pdf
	dissertacao Paulo Armelin corpo.pdf



