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Castilho, Luis Nelson Prado. DOCKING MOLECULAR APLICADO AO ESTUDO DA
FORMACAO DE COMPLEXOS ENTRE ANALOGOS DE RESVERATROL E
DERIVADOS DE 1,2,3-TRIAZOL E A ENZIMA COX-2. 2011. Disserta¢ao (Programa de
Pés-graduacdo em Biotecnologia) - UFSCar, Sao Carlos, 2011.

RESUMO

Prostaglandinas H sintases (PGHS), ou ciclooxigenases (COX), existem em pelo menos duas
isoformas, COX-1 e COX-2, codificadas por genes diferentes. A COX desempenha um papel
central no processo inflamatério através da conversao do 4cido araquidonico, liberado a partir
dos fosfolipidios da membrana, em prostandides bioativos. Anti-inflamatérios nao esteroides
(AINEs) representam uma importante categoria terap€utica relacionada a reducdo de
inflamacao, dor, e febre, no entanto, podem causar insuficiéncia renal e gastrica. A inibicdo
seletiva da COX-2 pelos AINEs conhecidos como coxibs leva a uma reducdo significativa
desses efeitos colaterais, além de reduzir eventos trombdticos fatais e agir no controle de
alguns tipos de cincer e na progressdo do mal de Alzheimer, quando utilizados de forma
prolongada. Este estudo, baseado em docking molecular, descreve a busca das poses mais
favoraveis para a formacao dos complexos entre a COX-2 e ligantes andlogos do resveratrol e
derivados de 1,2,3-triazol. A estrutura tridimensional da enzima 1cx2 foi obtida do Protein
Data Bank (PDB). As estruturas dos ligantes foram obtidas por modelagem molecular. Os
calculos de docking foram realizados utilizando o programa GOLD 4.1.2. As anélises dos
resultados de docking mostram que as interagdes com os residuos do bolso lateral presente na
COX sao importantes para a estabilizacdo dos complexos, especialmente, His90, Argl20,
Ser353, Tyr355 e Arg513. Os ligantes estudados se localizam, preferencialmente, entre as o-
hélices 13 e 26 da isoenzima, sendo que a interacdo com o residuo serina 353 demonstra estar
relacionada com a atividade apresentada por ligantes com baixos valores de ICsp,
caracteristica que pode ser explorada racionalmente no desenho de novas moléculas lideres ou
na otimizacao de ligantes seletivos que ocupem o bolso lateral do sitio ativo ciclooxigenase da
COX-2.

Palavras-chave: PGHS. COX. Docking. AINE. Resveratrol. 1,2,3-triazol.
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ABSTRACT

Prostaglandin H synthases (PGHS), or cyclooxygenases (COX), are known to exist in at least
two isoforms, COX-1 and COX-2, encoded by different genes. COX’s play a central role in
the inflammatory cascade by converting arachidonic acid, released from membrane
phospholipids, into bioactive prostanoids. Non-steriodal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
represent an important therapeutic category related to the reduction of inflammation, pain and
fever, however, can cause gastric and kidney failure. Selective inhibition of COX-2 by
NSAIDs known as coxibs leads to a significant reduction of these side effects in addition
reduce fatal thrombotic events and act in controlling some types of cancer and progression of
Alzheimer's disease, when used for a long period. This study, based on molecular docking,
describes the search for the most favorable poses in the formation of complexes between
COX-2 and resveratrol analogues and 1,2,3-triazole derivatives. The three dimensional
structure of the enzyme, lcx2, was obtained from the Protein Data Bank (PDB). The
structures of the ligands were obtained by molecular modeling. The docking calculations were
carried out with the program GOLD 4.1.2. Analyses of the docking results show that
interactions with residues of the side pocket of COX are important for the stabilization of the
complexes, in particular His90, Argl20, Ser353, Tyr355 and Arg513 should be mentioned.
The ligands studied locate, preferably, between a-helices 13 and 26 of the isoenzyme, and the
interaction with the serine 353 residue seems to be related to the activity presented by ligands
with low ICsq values, a characteristics that can be exploited in rational design of new leader
molecules or in the optimization of selective ligands that should occupy the side pocket of the
cyclooxygenase active site of COX-2.

Keywords: PGHS. COX. Docking. NSAID. Resveratrol. 1,2,3-triazole.
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Este trabalho se insere dentro das linhas de pesquisa do BioMat - Grupo de
Fisica Tedrica de Materiais e Biomoléculas do Departamento de Fisica e foi desenvolvido em
conjunto com o LaCrEMM - Laboratério de Cristalografia, Estereodinamica e Modelagem
Molecular do Departamento de Quimica, ambos da Universidade Federal de Sdo Carlos —

UFSCar.

O docking molecular tem sido, nos dois grupos, uma das ferramentas utilizadas
para estudar a formacdo de complexos receptor-ligante, sendo, a andlise dos mesmos,
realizada sob o ponto de vista da quimica supramolecular (CARACELLI et al., 2010, SENG
et al., 2010, SENG et al. 2008-Top 25 Science Direct, CUNHA et al., 2006-Top 25 Science
Direct).

Os estudos envolvendo a enzima ciclooxigenase (COX), iniciaram-se no
BioMat, em 2008, com um trabalho de Iniciacdo Cientifica (Natalia Baptistini, Bolsa
FAPESP; prémio de melhor trabalho na 4rea de saide — UNESP/Bauru, 2010) e em seguida
com um mestrado em Biotecnologia-UFSCar (ARMELIN, P. R. G., 2010; bolsa CAPES).

Duas isoformas de COX sio normalmente encontradas: COX-1, considerada
como isoforma constitutiva, e COX-2, considerada como isoforma induzida, as duas proteinas

sdo estruturalmente distintas.

COX-1 e COX-2 s@o de particular interesse por serem os principais alvos dos
compostos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs), sendo que, os inibidores seletivos de
COX-2, conhecidos por coxibs, representam uma importante categoria terapéutica relacionada
a reducgdo de inflamacao, dor, e febre, além de reduzir eventos trombdéticos fatais, ter acdo no
controle de alguns tipos de cancer e na progressdao do mal de Alzheimer, quando utilizados de
forma prolongada. No entanto, vdrios destes medicamentos apresentam efeitos
cardiovasculares adversos e o uso terapéutico deles tem sido restringido por vérias agéncias

reguladoras, no Brasil € no mundo.

Efeitos colaterais estdo, normalmente, relacionados a atuagdao do fiarmaco em
sitios receptores diferentes daquele que deve ser o alvo terapéutico. Poder antecipar esse tipo
de situac@o € uma possibilidade cada vez mais concreta, gracas ao crescente desenvolvimento
da capacidade de processamento dos meios computacionais, que aliados a diminui¢do dos
custos dos mesmos, t€ém proporcionado diferentes tecnologias in silico e permitido o uso de

ferramentas valiosas no desenvolvimento e melhoramento de moléculas candidatas a farmaco.
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O docking molecular é uma dessas ferramentas, e tem se mostrado muito eficaz
para a compreensao e otimizacdo das interagdes entre farmaco (ligante) e o sitio receptor das
macromoléculas alvo (proteinas, DNA e outras). A predi¢ao da orientacdao e conformagao do
ligante em seu sitio receptor pode possibilitar o planejamento de mudangas estruturais no
composto levando a interacOes mais eficazes, aumentando a especificidade para o sitio
receptor, reduzindo a dosagem necessdria para os efeitos terapéuticos e provavelmente

reduzindo efeitos adversos.

Entretanto, mesmo diante dos avangos sem precedentes na descoberta e
melhoramento de compostos candidatos a farmacos, o desenvolvimento de uma terapia
segura, eficaz e econdmica para o tratamento de algumas condi¢Oes terapéuticas ainda
representa um grande desafio. Nos dias atuais, interpretar dados e compreender modelos de
sistemas cada vez mais dinamicos e complexos parecem ser o paradigma presente e o papel
primordial a ser desempenhado pelo pesquisador contemporaneo na busca das solucdes para

grande parte desse desafio.

Nesse sentido, foi realizada minuciosa busca na bibliografia disponivel para
obtencdo dos dados e conceitos descritos no Capitulo 1, acreditando que possam dar o apoio e
os meios que facilitem a compreensiao do estudo proposto. Deve ser ressaltado que foi dada
énfase as caracteristicas estruturais da proteina estudada, bem como aos parametros
geométricos que permitem identificar os tipos de interagdes intermoleculares envolvidas no
reconhecimento molecular entre enzima e ligante. Neste capitulo sdo apresentados também os

objetivos do trabalho.

No Capitulo 2, os materiais e métodos utilizados sdo descritos de forma a
qualificar a importancia relativa dos mesmos em cada etapa do estudo, e os resultados obtidos
sao discutidos no Capitulo 3 e Apéndices, de modo a encontrar justificativas, em nivel

molecular para os efeitos inibitérios apresentados pelas moléculas dos ligantes.

No Capitulo 4, sdo apresentadas as conclusdes do trabalho, onde as
implicacdes das discussdes do capitulo anterior estdo sintetizadas, com o fim de permitir a

compreensdo global dos resultados obtidos no trabalho e, posteriormente, as referéncias.
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CAPITULO 1

Introducao
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A enzima prostaglandina endoperdxido sintase ou prostaglandina H sintase
(PGHS), normalmente denominada ciclooxigenase (COX), é uma hemoproteina glicosilada
homodimérica bifuncional ligada a membrana e encontrada predominantemente no reticulo
endoplasmadtico e envelope nuclear. Apresenta-se, normalmente, sob duas isoformas: COX-1,
considerada como isoforma constitutiva, ¢ COX-2, considerada como isoforma induzida,

contudo, sdo duas proteinas estruturalmente distintas.

COX-1 € expressa constitutivamente em muitas células e estd diretamente
ligada a sintese de prostandides envolvidos em processos fisioldgicos que contribuem para a
manutencdo da homeostasia no rim, trato gastrointestinal e plaquetas. Considera-se também

que tenha papel importante na manuten¢ao de uma gravidez saudavel.

Embora seja expressa constitutivamente no cérebro e nos rins, COX-2 estd
normalmente associada a processos inflamatérios, aumentando sua expressdao em resposta a
presenca de endotoxinas, citoquinas pré-inflamatorias, fatores de crescimento, hormonios,
promotores de tumor e carcinomas, sendo por isso, considerada uma isoforma induzida de

COX.

Uma terceira isoforma de COX, aparentemente constitutiva, denominada COX-
3/PGHS-3, tem sido objeto de estudos nos ultimos anos. Sabe-se que é uma variante da COX-
1 que manteve o intron-1 durante a traducgao e que é encontrada em tecidos humanos na forma
poliadenilada, entretanto, pouco se conhece a respeito de seu papel fisiologico

(CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

A principal diferenca estrutural entre COX-2 e COX-1 é a presenca de um
bolso lateral no sitio ativo ciclooxigenase devido a substituicdo do residuo Ile (isoleucina) da
COX-1 pelo residuo Val (valina) na COX-2 na posicdo 523 de ambas as isoformas, o que faz
com que o sitio de ligacdo para o substrato das isoenzimas apresentem diferente conformacado

quando comparados, permitindo a sele¢ao de ligantes com alta especificidade para COX-2.

1.1 As ciclooxigenases

Ciclooxigenases (COX), também conhecidas como prostaglandina
endoperdxido sintase ou prostaglandina H sintase (PGHS), sdao oxigenases (EC 1.14.99.1) de

acidos graxos da superfamilia mieloperoxidase estreitamente relacionadas com as oxidases
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patégeno induziveis e a sintese do linoleato diol de plantas e fungos

(CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004).

O principal substrato para a COX € o dcido araquidonico, um acido graxo poli-
insaturado de vinte carbonos que € convertido a prostaglandina H, pela ag¢do dos sitios

cataliticos da enzima.

Por muitos anos, desde a primeira purificacio da COX a partir de vesiculas
seminais ovinas e bovinas em 1976, passando pela clonagem do gene responsdvel por sua
producdo, realizada por Merlie et al., (1988) e DeWitt; Smith, (1988), acreditou-se que
existisse apenas uma forma de COX. Porém, em 1991, Xie et al., (1991) e Kujubu et al.,
(1991) descobriram mRNAs cuja expressao foi induzida em fibroblastos de galinha e de rato
em resposta a proteina pp60“"“ e ao 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA),
respectivamente. As proteinas codificadas apresentaram em torno de 60% de identidade para a
sequencia de aminoécidos, quando comparadas com a COX-1, até entdo conhecida apenas por
COX ou PGHS. Trabalhos posteriores demonstraram que a nova proteina, agora chamada de
COX-2, PGHS-2 ou uma isoforma, € muito semelhante a COX-1 ou PGHS-1 em estrutura,
mas difere substancialmente da mesma em rela¢do ao seu padrdao de expressao e sua biologia

(SMITH; GARAVITO; DeWITT, 1996).

Todos os vertebrados, incluindo os peixes cartilaginosos, peixes 0sseos, aves e
mamiferos, e ainda, as ascidias e corais do filo Cnidaria, t€m dois genes para codificar COX:
um para a COX-1 e outro para a COX-2. Embora, esses genes ndo estejam presentes em
insetos, em organismos unicelulares ou em plantas, prostaglandinas foram encontradas em
alguns destes organismos, o que sugere a existéncia de caminhos evolutivos alternativos para

a sintese de prostandides (CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004).

Evidenciando o raciocinio descrito acima, em 2003, uma enzima que catalisa a
sintese de prostaglandina E, a partir do dcido araquidonico, ainda que, sem apresentar nitida
semelhanga estrutural com nenhuma das isoformas da COX, foi clonada a partir do

protozodario Entamoeba histolytica (DEY et al., 2003).

COX-1 e COX-2 sao codificadas por genes separados localizados em
diferentes cromossomos. Em humanos, o gene que codifica para a COX-1 esta localizado no
cromossomo 9, tem 22 kb de comprimento, contém 11 exons e 10 introns e € transcrito em
um mRNA de 2,8 kb. O gene para COX-2 estd presente no cromossomo 1, tem 8,3 kb de

comprimento, contém 10 exons e 9 introns e € transcrito em mRNA de 2,8, 4,0 e 4,6 kb,
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dependendo do sitio de poliadenilacdo para a regido 3' ndo traduzida (KOSAKA et al., 1994;
TANABE; TOHNALI 2002).

Inicialmente, a traducdo para COX gera proteinas, com 599 aminodcidos,
incluindo a sequencia sinal de 23 aminoécidos, para a COX-1 e, 604 aminodcidos, incluindo a
sequencia sinal de 17 aminoécidos, para a COX-2. Nas duas isoformas, a sequencia sinal é

removida no processamento da proteina madura (KOSAKA et al., 1994).

1.1.1 Localizacao e func¢ao

COXs sao enzimas bifuncionais com duas atividades cataliticas distintas:
ciclooxigenase (ou bis-dioxigenase) e peroxidase. No sitio da atividade ciclooxigenase, o
acido araquidonico (AA) € oxidado ao hidroper6xido prostaglandina G, (PGG,).
Posteriormente, no sitio da atividade peroxidase, o0 PGG; é reduzido ao alcool correspondente
prostaglandina H, (PGH;), composto precursor de vérios outros prostandides, entre os quais,

prostaglandina D,, prostaglandina E,, prostaglandina F,,, prostaciclina e tromboxana.

COX-1 ¢é expressa constitutivamente em, praticamente, todos os tecidos de
mamiferos e apresenta papel essencial nos processos homeostiticos, como a agregacao
plaquetaria, protecdo gastrointestinal e funcao renal. Em algumas células, sua expressiao pode
ser aumentada, de duas a quatro vezes mais, como resposta a alguns hormonios e fatores de

crescimento (SMITH; GARAVITO; DeWITT, 1996).

Em contrapartida, COX-2 somente € encontrada em niveis muito baixos em
tecidos de mamiferos, entretanto, o aumento da sua expressdao pode ser induzido rapidamente
como resposta a presenca de fatores de crescimento, promotores de tumor, hormonios,
endotoxina bacteriana e citocinas, participando na sintese de prostandides que fazem a
mediacdo de processos patofisioldgicos, tais como, dor, inflamacgdo, febre e carcinogénese
(GAJRAJ, 2003; WU et al., 2010). Ainda que reconhecida como a isoforma induzida das
ciclooxigenases, COX-2 tem sido detectada constitutivamente em tecidos de mamiferos,
principalmente no cérebro, testiculos, rins e traqueia (SMITH; GARAVITO; DeWITT, 1996;
GAJRAJ, 2003).

Dados publicados nos dltimos anos tém ajudado a entender melhor o papel da
COX-2 e demonstrado que a ideia da existéncia de uma isoforma constitutiva relacionada a

processos homeostaticos atribuida a COX-1, e de uma outra isoforma induzida relacionada o
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processos inflamatorios atribuida a COX-2, pode ser uma "generaliza¢do" que nao se aplica a

todos os tecidos de mamiferos.

Em processos neurodegenerativos, por exemplo, essa visdo parece niao se
aplicar adequadamente. Os trabalhos de Aid, Langenbach; Bosetti (2008); Dargahi et al.,
(2010); Aid; Bosetti (2011), demonstram que a COX-1 pode estar ativamente envolvida na
lesdo cerebral, ao ser induzida por estimulos pré-inflamatérios, e a atividade da COX-2, ao
contrério, estaria relacionada com ac¢des neuroprotetoras ao participar da geracdo de novos

mediadores com propriedades pré-resolucgao.

(A)

COOH COOH COOH
-V Ciclooxigenase oW \__{ /= \\v Peréxidase
A + 20, e— N\ _ —_—
Acido araquidénico Prostaglandina Gz Prostaglandina Ha

OOH OH

(B) ow SN="~"COO0H
6@\/\,\/ Prostaglandina H»
OH
/ Z 1 \\
Sintases especificas
.
Prostaglandina D Tromboxana
sintase sintase
Prostaglandina F » COOH
HO sintase Prostaciclina % =
AM="~"COOH ' sintase 0
Prostaglandina E H
4 I sintase OH
OH
Tromboxana A;
Prostaglandina D2

v
HO O
HO : HO : )

OH OH
Prostaglandina E» ), ;
HO OH

Prostaglandina Fzq

Prostaglandina I,
(prostaciclina)

Figura 1.1 (A) As duas reagdes realizadas pelas ciclooxigenases: a conversdo do 4cido araquiddnico em
prostaglandina G, pela ac@o do sitio ciclooxigenase e a conversdo da prostaglandina G, a prostaglandina H, pela
acdo do sitio peroxidase. (B) As sintases especificas que estdo envolvidas na conversdo da prostaglandina H,
para as cinco principais prostaglandinas. Adaptado de Chandrasekharan e Simmons (2004).
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A Figura 1.1, mostra esquematicamente as principais etapas da conversdo do

dcido araquidonico a PGG; e os principais prostandides obtidos a partir da PGH,.

COX-1 e COX-2 estao normalmente localizadas no lado lumenal da membrana
do reticulo endoplasmético (RE) e no envelope nuclear, embora, em algumas situacoes,
também tenham sido detectadas em corpos lipidicos, mitocOndrias, estruturas filamentosas,

vesiculas e no nicleo (CHANDRASEKHARAM; SIMMONS, 2004).

1.1.2 A base estrutural da COX-1 e COX-2

} N ¥ B 2 D ;. 0

3LN1 -AN CSNPCQNRGECMSTGFDQYKCDCTRTGFYGENCTTPEFLTRIKLLLKPTPNTVHYILTHFKGVWNIVNNIPFLRSLIMK

3N8Z PYNPCCYYPCOQHQGICVRFGLDRYQCDCTRTGYSGPNCTIPETITWTWLRTTLRPSPSFIHFLLTHGRWLWDFVNAT-FIRDTLMR

9‘0 190 1|1l) 1|2l) 1?0 1?0 I?U 1?0
3LN1 YVLTSRSYLIDSPPTYNVHYGYKSWEAFSNLSYYTRALPPVADDCPTPMGVKGNKELPDSKEVLEKVLLRREFIPDPQGSNMMF
3N8Z LVLTVRSNLIPSPPTYNIAHDYISWESFSNVSYYTRILPSVPRDCPTPMGTKGKKQLPDAEFLSRRFLLRRKFIPDPOGTNLMF
I{U 1!‘30 1?0 ZCIDD 2|10 Z?O Z?U Z‘Iﬂl 2?0
3LN1 AFFAQHFTHQFFKTDHKRGPGFTRGLGHGVDLNHIYGETLDRQHKLRLFKDGKLKYQVIGGEVYPPTVKDTQVEMIYPPHIPEN
3N8Z AFFAQHFTHQFFKTSGKMGPGFTKALGHGVDLGHIYGDNLERQYQLRLFKDGKLKYQMLNGEVYPPSVEEAPVLMHYPRGIPPQ
2?1) 2?0 Ztlll) 2?0 3[|)0 3|10 3%[1 33|0

3LN1 LOFAVGQEVFGLVPGLMMYATIWLREHNRVCDILKQEHPEWGDEQLFQTSRLILIGETIKIVIEDYVQHLSGYHFKLKFDPELL

3N8Z SOMAVGQEVFGLLPGILMLYATIWILREHNRVCDLLKAEHPTWGDEQLFQTARLILIGETIKIVIEEYVQQLSGYFLQLKFDPELL
3‘?0 3?{) 3t|3l) 3?0 3!?0 3?0 4{|)0 4}[1 4‘20

3LN1 FNOQFOQYQNRTASEFNTLYHWHPLLPDTFNIEDQEYSFKQFLYNNSTLLEHGLTQFVESFTRQTIAGRVAGGRNVPTAVQAVAKA

3N8Z FGAQFQYRNRTIAMEFNQLYHWHPLMPDSFRVGPOQDYSYEQFLFNTSMLVDYGVEALVDAFSRQPAGRIGGGRNIDHHILHVAVD

4?0 47!{) 4?0 4t|3l) 4?0 4!?(] 4?0 5[?[)
3LN1 SIDOSREMKYQSLNEYRK LKPYTSFEELTGEKEMAAELKALYSDIDVMELYPALLVEKPRPDATIFGETMVELGAPFSLKGL
3N8Z VIKESRVLRLQPFNEYRK MKPYTSFQELTGEKEMAAELEELYGDIDALEFYPGLLLEKCHPNSTIFGESMIEMGAPFSLKGL
5‘10 5‘20 5?0 5?0 5?0 5?0 5{[1 53?[1
3LN1 MGNPICSPQYWKPSTFGGEVGFKIINTASIQSLICNNVKGCPFTSFNVOQ -
3N8Z LGNPICSPEYWKASTFGGEVGFNLVKTATLKKLVCLNTKTCPYVSFHVPD

Figura 1.2 Vista superior da sobreposi¢do das cadeias de carbonos alfa das estruturas oCOX-1 (pdb:3n8z em
azul) e mCOX-2 (pdb:3Inl em amarelo), (A) em stick, (B) em solid ribbon. Embaixo, a sequencia alinhada dos
residuos das duas estruturas. Célculos realizados pelo software Discovery Studio 3.0 Visualizer indicam 64,4%
de identidade entre as duas estruturas.

COX-1 e 2 s3o muito semelhantes estruturalmente (Figura 1.2). Ambas sao
proteinas homodiméricas que contém o cofator heme e possuem peso molecular aproximado

de 71 kDa. Quanto a sequencia de aminodcidos, apresentam uma identidade de 60% a 65%
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quando comparados para uma mesma espécie e de 85% a 90% de identidade quando as
isoformas individuais sdo comparadas entre diferentes espécies (SMITH; DeWITT;

GARAVITO, 2000).

As maiores diferencas entre as sequencias de aminoécidos das duas isoformas
estdo presentes nas estruturas responsaveis pela inser¢ao das mesmas na camada fosfolipidica
da membrana celular (SPENCER et al., 1999). Outra diferenciacdo estd relacionada a inser¢ao
de 18 aminodcidos na extremidade carboxi terminal da isoforma 2, ndo presentes na isoforma
1, e a inser¢@o de 8 aminoacidos na extremidade amino terminal da isoforma 1, ndo presentes

na isoforma 2 (SMITH; DeWITT; GARAVITO, 2000; MIFFLIN; POWEL, 2001).

Figura 1.3 Estrutura do dimero da mCOX-2 destacando a simetria que relaciona as duas subunidades e os
dominios de dobramento. (A) Diagrama em fita do homodimero com o inibidor seletivo Celoxib (amarelo)
ligado no sitio ativo da enzima, interdigitados em uma face da superficie luminal da bicamada lipidica da
membrana. As posicdes dos trés principais dominios de dobramento sdo representadas: fator de crescimento
epidérmico (EGF; verde claro para o mondmero A e azul claro para o mondmero B), dominio de ligacdo a
membrana (MBD; laranja) e o dominio catalitico (verde para o0 mondmero A e azul para o0 mondmero B), bem
como os sitios ativos peroxidase (Pox) e ciclooxigenase (Cox). O heme é mostrado em vermelho. (B)
Representacdo em fita do mondmero A complexado com Celoxib mostrando a interface com o mondmero B,
indicando os locais dos sitios Pox e Cox, e os dominios EGF e MBD. O esquema de cores é o mesmo utilizado
em (A).

As proteinas maduras contém, em cada monOmero, trés dominios estruturais
distintos (Figura 1.3): um fator de crescimento epidérmico (EGF-like) constituido por cerca
de 40 aminoacidos na extremidade N-terminal; outro, também com cerca de 40 aminoacidos,
definido como o dominio de ligagdo a membrana (MBD); e em terceiro, com cerca de 460

aminodcidos, que constitui um grande dominio globular C-terminal, dividido em dois
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distintos sitios cataliticos, ciclooxigenase (Cox) e peroxidase (Pox) (SMITH; DeWITT;
GARAVITO, 2000; MIFFIN; POWEL, 2001; ROUZER; MARNETT, 2003).

O dominio EGF constitui uma parte da interface do dimero e acredita-se que
esteja envolvido nas interagdes proteina-membrana, além de ter um papel destacado para o
dobramento correto da proteina (SMITH; DeWITT; GARAVITO, 2000; ROUZER;
MARNETT, 2003). O dominio MBD contém quatro a-hélices anfipéticas curtas (hélices A-
D) consecutivas, sendo que a ultima delas, a hélice D, funde-se com o dominio catalitico da
proteina. Essas hélices ancoram a proteina em apenas, uma das faces da dupla camada lipidica
da membrana (PICOT; GARAVITO, 1994). Este tipo de inser¢do na membrana foi
encontrado apenas para a COX e outras poucas proteinas, tais como esqualeno ciclase e S-
mandelato desidrogenase (SMITH; DeWITT; GARAVITO, 2000; CHANDRASEKHARAM,;
SIMMONS, 2004).

A conformagdo das a-hélices do dominio MDB, além de ancorarem a enzima
na membrana, forma a entrada para o canal da COX, permitindo o acesso do substrato ao sitio

ativo a partir do interior da bicamada fosfolipidica.

1.1.3 O dominio catalitico

O dominio catalitico globular compreende a maior estrutura das isoformas de
COX. Cada mondmero da COX-1 e 2 contém um canal hidrofébico com cerca de 25 A que se
origina no dominio de ligacio a membrana (MBD) e estende-se até o nicleo do dominio
globular (KURUMBAIL et al., 1996) que define o sitio ciclooxigenase da COX (Figura 1.4).
Esse canal contém varios bolsos laterais (GARAVITO; MALKOWSKI; DeWITT, 2002),
bem como um canal ramificado de dgua (SEIBOLD et al., 2000) que se estende das

proximidades da Gly533, no sitio ciclooxigenase, para a interface do dimero.

A primeira metade do canal, ligeiramente mais larga, ¢ formada pelas hélices
do MBD que formam a entrada por onde o 4cido araquidonico e O, (oxigénio molecular)
entram diretamente no sitio ciclooxigenase a partir do compartimento apolar da bicamada
lipidica. Acredita-se que todos os substratos de acidos graxos e os anti-inflamatérios nao

esteroides (AINEs) entrem no sitio da atividade ciclooxigenase através do MBD.

No topo dessa primeira metade, o canal estreita-se em uma constricdo formada

pelos residuos Argl20 , Tyr355 e Glu524, antes de formar o sitio ciclooxigenase. Para que os
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substratos e AINEs possam adentrar ou sair do sitio ciclooxigenase, é necessario que essa
constricdo se movimente de modo similar a uma porta de acesso. E realmente, esta regidao
parece ter mobilidade suficiente nas estruturas disponiveis da COX para permitir que o
movimento da hélice D possa desestabilizar as ligagdes de hidrogénio entre os residuos de
constricdo e facilitar a abertura e fechamento da mesma, o que leva a percep¢cdo de que o
MBD pode sofrer significativas alteragdes conformacionais durante a entrada do substrato e
saida do produto (GARAVITO; MALKOWSKI; DeWITT, 2002; ROUZER; MARNETT,
2003).

Sitio da atividade ciclooxigenase

O centro catalitico ciclooxigenase (Cox) abrange a metade superior do canal
que se estende desde a Argl20 até a Tyr385, o residuo diretamente envolvido na catdlise do

AA a PGG, (SHIMOKAWA et al., 1990).

Figura 1.4 Residuos que revestem o sitio ciclooxigenase. (A) Em destaque os residuos inseridos nas a-hélices
que delimitam o sitio Cox. (B) Estrutura em destaque do sitio Cox inserido na estrutura globular do monémero A
da mCOX-2.

Vinte e quatro residuos alinhados (Leul17, Argl20, Phe205, Phe209, Val344,
[le345, Tyr348, Val349, Leu352, Ser353, Tyr355, Leu359, Phe381, Leu384, Tyr385, Trp387,
Phe518, Ile/Val523, Gly526, Ala527, Ser530, Leu531, Gly533, Leu534) compdem o sitio
hidrofébico da atividade ciclooxigenase na COX (Figura 1.4), apresentando apenas uma Unica

diferenca entre as isoformas da enzima - Ile na posicdo 523 para a COX-1 e Val na posi¢do
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523 para a COX-2, sendo que, dentre os aminodcidos que revestem o canal do sitio, somente
trés residuos sdo polares: Argl20, Ser353, e Ser530 (SMITH; DeWITT; GARAVITO, 2000).
Thuresson et al. (2001), simplificadamente, categorizou os residuos do sitio da atividade
ciclooxigenase em cinco grupos funcionais: (a) residuos diretamente envolvidos na abstragao
do hidrogénio pro(S) do C-13 do AA (Tyr385); (b) residuos essenciais para o posicionamento
do C13 do AA (Gly533 e Tyr348); (c) residuos criticos para a alta afinidade de ligacdo com o
AA (Argl20); d) residuos criticos para o posicionamento do AA de forma a facilitar a
producdo da PGG2 depois da abstracdo do Hidrogénio (Val349, Trp387 e Leu534); e (e)

todos os outros que individualmente tem pouca contribuicao.

Figura 1.5 Comparacdo entre a estrutura do dominio catalitico da mCOX-2 e da oCOX-1. (A1) e (B1) Diagrama
em fita da vista superior dos homodimeros mCOX-2 (Al) e oCOX-1 (B1) com a representagdo do recorte
transversal (cinza) realizado na superficie dos sitios peroxidase (Pox) e ciclooxigenase (Cox); o inibidor seletivo
Celoxib (Al; amarelo) e o inibidor Flurbiprofen (B1; amarelo) ligados no sitio Cox das isoenzimas; o cofator
heme (vermelho) ligado no sitio Pox das isoenzimas; o dominio de ligagdo a membrana (MBD; laranja); e o
dominio catalitico (verde para o monémero A e azul para o mondmero B). (A2) e (B2) Vista lateral do recorte
representado em (Al) e (Bl), demonstrando as diferencas no formato dos sitios Cox das isoenzimas; a
localizacao do heme em relac@o a superficie das isoenzimas; a constricdo do canal pela presenga dos residuos
Argl20, Tyr355 e Glu524 logo abaixo do sitio Cox e a separacdo entre os sitios Cox e Pox, em ambas as
isoenzimas. O esquema de cores € 0 mesmo que em (Al).
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O sitio ativo ciclooxigenase da COX-2 € cerca de 20% maior e tem um formato
ligeiramente diferente do da COX-1 (Figura 1.5). Esta diferenca no volume do sitio ativo e na
forma € devido a variagdo em trés aminodcidos da COX-1 para a COX-2: I1e523 para Val523
na primeira camada do sitio ativo, e Ile 434 para Val434 e His513 para Arg513 na segunda
camada ao redor (LUONG et al.l, 1996 apud SMITH; DeWITT; GARAVITO, 2000). Essas
diferencas fornecem maior flexibilidade para o substrato no sitio ciclooxigenase da COX-2,
permitindo que essa isoforma consiga oxidar uma variedade maior de substratos em
comparacdo com a COX-1, como por exemplo, os endocanabindides 2-araquidonilglicerol,
araquidonilglicina e N-araquidonilglicina (KOZAK et al, 2001; ROUZER; MARNETT, 2003;
VECCHIO; SIMMONS; MALKOWSKI, 2010).

1.1.4 Mecanismo do ciclo catalitico na COX

Resumidamente, a atividade catalitica da COX pode ser descrita por uma
sequencia composta por uma rea¢do onde um 4dcido graxo, normalmente o dcido araquidonico
ou outro dcido 20:4, é oxigenado pela atividade ciclooxigenase levando a producdo do
hidroperéxido prostaglandina G, e uma outra reagdo, onde a atividade peroxidase reduz o

hidroperéxido formando a prostaglandina H,.

Embora os sitios onde ocorram as duas reacdes sejam fisicamente distintos, as
duas reagdes estdo funcionalmente ligadas entre si e s@o fundamentais para a ativagdo da

funcdo catalitica na COX.

A melhor explicacdo para esse fato baseia-se em evidéncias de que as duas
atividades da COX estdo interligadas mecanicamente através de um mecanismo de cadeia
ramificada (DIETZ; NASTAINCZYK; RUF, 1998; DONK; TSAI, KULMACZ, 2002;
ROUZER; MARNETT, 2003), onde um tunico ciclo da rea¢do peroxidase sustentaria muitos

ciclos da reagdo ciclooxigenase (Figura 1.6).

Conforme mostrado na Figura 1.6, para que a COX realize suas funcoes, a
recém-sintetizada enzima precisa ser ativada pela produc¢do de um radical tirosil a partir do
residuo Tyr385, processo que envolve a ativagao do heme (Fe(III)PPIX) no sitio peroxidase.

A seguir, o radical tirosil converte o dcido araquidonico em um radical araquidonil, que reage

! LUONG C. et al. Nat. Struct. Biol. v. 3, p. 927-33, 1996.
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com duas moléculas de oxigénio para produzir prostaglandina G,, que entdo, difunde-se para

o sitio Pox e € reduzido a prostaglandina H, pela atividade peroxidase.

¥ .
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Figura 1.6 O mecanismo de cadeia ramificada da COX. (1) Ativacdo do ciclo peroxidase pela acdo de um
oxidante enddgeno, na representagdo o PGG,, que oxida em dois elétrons o fon Fe(Il) da protoporfirina IX para
formar o radical protoporfirina IX ferro-oxo (IV). (2) O sitio Cox ¢é ativado através de uma reagdo de reducdo de
um elétron entre o radical protoporfirina IX ferro-oxo (IV) e o residuo Tyr385 para produzir o radical tirosil. (3)
O hidrogénio pro(S) do C13 do 4cido araquiddnico presente no sitio Cox € abstraido pelo radical tirosil para
produzir o radical araquidonil. (4) Reacdo do radical araquidonil com duas moléculas de oxigénio para a
producdo do radical peroxil prostaglandina G,. (5) A redugdo do radical peroxil leva a regeneracdo do radical
tirosil e a producdo de Prostaglandina G,. Na representacdo do ciclo peroxidase, red € a abreviacdo de composto
redutor.

O ciclo catalitico completo da atividade peroxidase consiste de uma oxidacdo
de dois elétrons do ion Fe(IIl) da protoporfirina IX formando o radical protoporfirina IX
ferro-oxo (IV), (Fe(IV)OPPIX**) - Composto I, o qual é reduzido a forma catalitica inicial
através de duas etapas sucessivas. Na primeira, o Composto I aceita um elétron do co-
substrato para formar o segundo intermedidrio, o Composto II, que € convertido a0 composto

inicial por outra redu¢do (DONK; TSAIL; KULMACZ, 2002)
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Embora a atividade ciclooxigenase seja dependente da oxida¢do do heme para
gerar o radical tirosil, ela ndo necessita de sua participacao continua, pois o radical tirosil é
regenerado em cada ciclo catalitico (KOSHKIN; DUNFOR, 1999; DONK; TSAIL
KULMACZ, 2002).

1.1.5 Mecanismo molecular da inibicdao da COX-1 e 2 pelo AAS

O 4cido acetilsalicilico (AAS) pertence a uma grande e importante classe de
medicamentos conhecidos como anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs), cujas atividades
anti-inflamatdria e antipirética sdo alcancadas pelo bloqueio da biossintese dos hormonios
prostandides ligados a processos inflamatdrios. Esse bloqueio estd diretamente ligado a

inibicao da atividade catalitica das isoformas da COX (VANE; BOTTING, 2003).
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Figura 1.7 Residuos que participam da reacéo de acetilagdo do residuo Ser530 (rosa) no sitio ciclooxigenase da
COX-1. Em destaque as interacdes do grupo carboxilato do 4cido salicilico (ouro) com os residuos Argl20
(azul) e Tyr355 (vermelho). As linhas tracejadas indicam liga¢des de hidrogénio ou pares de {fons formados.
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A inibi¢do da COX-1 pelo AAS envolve a formagao de uma ligacdo covalente
com o residuo Ser530 (Figura 1.7), que impossibilita ao substrato uma conformacao produtiva
dentro do sitio Cox (LOLL; PICOT; GARAVITO, 1995; KALGUTKAR et al., 1998). Esta
inibicdo € classificada como inibicdo tempo dependente, pois a ligacdo covalente sofre
hidrélise com o passar do tempo regenerando o sitio catalitico da COX a sua forma original

(BARREIRO; FRAGA, 2008).

Na isoforma COX-1 a reacdo de transacetilagdo da Ser530 (Figura 1.8), ocorre
com a participagdo de dois residuos tirosina, Tyr385 e Tyr348, que funcionam como
ativadores push-pull de uma reacdo de adicao nucleofilica do residuo Ser530 ao grupo acetila

do AAS, que inativa a atividade ciclooxigenase da enzima (BARREIRO; FRAGA, 2008).

Bala et al. (2008), demonstrou que a acetilagdo da COX pela aspirina é
regulada pela atividade catalitica peroxidase da COX. Os resultados dos experimentos
sugerem que a acetilacdio ocorre de forma mais eficiente quando a concentracdo de
hidroperdxidos, substrato da atividade peroxidase, € baixa. Demonstrou ainda, que em altas
concentracdes de peroxido, a formagdo do cation radical ferril-oxo protoporfirina pode inibir a

acetilacdo do radical Ser530.

Esses resultados sugerem que o estado protonado do residuo Tyr385 ¢é
importante para que se estabeleca a rede de ligacdes de hidrogénio Tyr348-Tyr385 que facilita

a reacdo de acetilacdo (Figura 1.8), posicionando o grupo acetil antes do ataque nucleofilico.
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Figura 1.8 Mecanismo de acio proposto para a acetilagdo do residuo Ser530 do sitio catalitico ciclooxigenase da
COX (BARREIRO; FRAGA, 2008).

Na isoforma COX-2, também ocorre a acetilacdo da enzima, no entanto, em
contraste com a isoforma COX-1, seu sitio Cox, mais volumoso, ainda é capaz de reconhecer

0 4cido araquidonico como substrato, mas deixa de sintetizar prostaglandinas e muda a
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especificidade da reacdo quase que totalmente para a formagao de 15R-HETE (XIAO et al.,
1997; SCHNEIDER et al., 2002).

Schneider; Brash (2000), sugerem como explicacio para essa especificidade, a
possibilidade de que o grupo serina acetil force o realinhamento da extremidade omega da
cadeia de carbonos do 4cido araquidonico e provoque a racionalizacdo da abstracdo do
hidrogénio pro(S) do carbono C13, o que levaria ao bloqueio da sintese de prostaglandinas, e

a formacdo de 15R-HETE como tnico produto enzimatico.

1.2 Anti-inflamatorios nao esteroides - AINEs

AINEs constituem uma importante classe de fairmacos com vérias aplicacdes
terapéuticas. Seus efeitos anti-inflamatério, analgésico e antipirético sdo conhecidos ha
muitos séculos. Ha cerca de 3.500 anos, os assirios usavam instru¢des deixadas em pedra
pelos sumérios para tratar inflamagdes e aliviar a dor com extratos a base de folhas do
salgueiro. Anotacdes deixadas pelos egipcios, datadas de cerca de 1500 a.C., conhecidas
como papiro de Ebers, recomendavam o uso da infusdo de folhas secas de murta e do
salgueiro para o alivio de dores reumadticas. Hipdcrates, na Grécia antiga, prescrevia extratos
da casca do salgueiro para aliviar as dores do parto, para diminuir a febre e para aliviar

processos inflamatérios (BAYER, 2010).

Todos esses fitoterdpicos, preparados a partir de folhas de murta, casca e folhas
do salgueiro, tem em comum a presenca do dcido salicilico, composto responsdvel pelo efeito

terapéutico dos mesmos.

A determinacdo da estrutura quimica do dcido salicilico, em 1859, e a sua
sintese pelo professor Hermann Kolbe, no mesmo ano, abriu o caminho para que a sua
producdo em escala industrial possibilitasse a um maior nimero de pessoas 0 acesso aos seus
beneficios terapéuticos. Seu preco de venda chegou a ser igual a um décimo do preco do

material extraido a partir da casca do salgueiro (JACK, 1997; RINSEMA, 1999).

Anos depois, Felix Hoffmann, preocupado em diminuir os efeitos colaterais
desagradédveis no trato gastrointestinal, provocados pela administracdo do acido salicilico
como medicamento, conseguiu em 1897, nos laboratérios de pesquisa da Bayer, a acetilacdo
do grupo fenol do 4cido salicilico obtendo o 4cido acetilsalicilico em uma forma pura e

estavel (JACK, 1997; RINSEMA, 1999). Estava dado o primeiro passo para que em 1° de
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fevereiro de 1899, o novo composto fosse registrado sob 0 nome de Aspirina® pela Bayer e se

tornasse o precursor das novas geracdes de medicamentos anti-inflamatoérios nao esteroides.

No entanto, mesmo sendo comercializada como um medicamento com
propriedades analgésicas, antitérmicas e anti-inflamatérias, o mecanismo de agdo da

Aspirina® s6 viria a se tornar conhecido 74 anos depois da data de sua sintese.

Antes disso, Hart; Boardman (1963) divulgaram ao mundo a descoberta de um
novo composto, a indometacina, que, segundo os autores, seria o primeiro medicamento ndao
esteroide a apresentar resultados previsiveis e mensurdveis de redu¢do no inchaco comum a

casos de artrite reumatoide.

No inicio da década de 70, Vane (1971), avaliando a producdo de
prostaglandinas por uma preparagdo enzimatica in vitro de células livres, concluiu que os
medicamentos AINEs como a Aspirina® e a indometacina diminuem a formacdo de
prostaglandinas e, propds que o mecanismo de agdo terapéutica desses medicamentos, bem

como seus efeitos colaterais, estava relacionado a inibi¢ao da atividade da enzima COX.

Entretanto, mesmo com aumento da capacidade de desenvolver novas terapias
anti-inflamatdrias a partir da descoberta do mecanismo de acdo dos AINEs, os efeitos

adversos desses medicamentos continuavam a ser um obstaculo a ser vencido.

1.2.1 Coxibs

No inicio da década de 90, a descoberta da existéncia de dois subtipos da COX
por Xie et al. (1991), criou grande expectativa quanto a possibilidade de novas abordagens
para a solucdo do problema dos efeitos gastrointestinais adversos. Nessa época, a diferente
distribuicao dos subtipos de COX no organismo de mamiferos, levou a compreensdo de que
existia uma forma constitutiva, COX-1, que estaria sempre presente no corpo € seria
responsavel por funcdes fisioldgicas importantes, e de uma outra forma, COX-2, que seria
induzida como resposta a um processo inflamatério. Dessa maneira, os efeitos colaterais dos

AINEs estavam relacionados com a inibi¢ao da COX-1.

Surgiu entdo, uma nova geracdo de farmacos especificos para a inibi¢do da
isoforma COX-2 designados por coxibs. O celecoxib, nome comercial Celebra®, foi o
primeiro farmaco deste grupo a ser lancado no mercado pela Pfizer Inc., seguido, logo ap0s,

pelo lancamento do rofecoxib, nome comercial Vioxx®, pela Merck. Em um curto periodo de
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tempo, somente nos 15 primeiros meses apdés o lancamento, os dois coxibs (celecoxib e
rofecoxib) alcancaram o status de blockbuster e atingiram vendas superiores a um bilhdo de

dodlares, nos Estados Unidos (RAO; KNAUS, 2008).

Os primeiros resultados clinicos relativos ao uso dos coxibs mostraram-se
animadores, e estes nutriam a impressao de que todos os efeitos adversos relacionados a acdo

dos AINEs estavam resolvidos.

Estudos como o Celecoxib Long-Term Safety Study (CLASS), (SILVERSTEIN
et al., 2000), e o Vioxx Gastrintestinal Outcomes Research Study (VIGOR), (BOMBARDIER
et al., 2000) demonstraram que os coxibs s3o mais seguros que os inibidores ndo seletivos a

nivel gastrointestinal. Uma reducao significativa dos efeitos colaterais tinha sido constatada.

Contudo, estudos posteriores viriam colocar em discussdo o fundamento desta
abordagem ao demonstrarem, como discutido anteriormente, que a COX-2 também
desempenha um papel fisiolégico importante. E ainda, outro aspecto ndo menos importante
chamava a atencdo: vdrias pesquisas comecavam a correlacionar a administracdo de coxibs ao

aumento de eventos cardiovasculares adversos.

Mukherjee, Nissen; Topol (2001), trabalhando com os coxibs, rofecoxib e
celoxib, determinou que o tratamento continuo com rofecoxib (Vioxx®) implica em 2,38
vezes mais chances de desenvolver um evento cardiovascular trombético do que com o
naproxen. E que, embora os dados da pesquisa ndo demonstrem diferencas significativas entre
o uso de celecoxib e outros AINEs, a taxa anual de infarto do miocdrdio para ambos os

inibidores COX-2 € maior do que no grupo placebo.

Solomon et al. (2004), complementa a pesquisa anterior, sugerindo que o alto
risco de infarto agudo do miocardio atribuido ao tratamento com rofecoxib pode ser

relacionado a dosagens maiores do que 25 mg do medicamento.

Bresalier et al. (2005), pesquisando pacientes com histérico de adenomas
colorretal, determinou que o uso de rofecoxib esta associado com o aumento de risco
cardiovascular (infarto do miocérdio e acidente vascular cerebral isquémico), evidenciado

ap6s 18 meses de tratamento.

Solomon et al. (2005), pesquisando o risco cardiovascular associado ao uso do
celecoxib na prevencdo de adenoma colorretal, chegou a dados que permitiram correlacionar

o aumento das dosagens do medicamento ao aumento proporcional do risco de morte por
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causas cardiovasculares, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral ou insuficiéncia

cardiaca.

A repercussdo de pesquisas como as citadas fizeram com que, em setembro de
2004, o medicamento Vioxx® da Merck & Co. fosse retirado do mercado mundial pelo
proprio fabricante (MERCK, 2004). Menos de um ano apds, em abril de 2005, o comité
consultivo da Food and Drug Administration (FDA), agéncia do Departamento de Saude e
Servicos Humanos do governo dos Estados Unidos da America responsavel por proteger e
promover a saude publica através da regulacdo e supervisido de produtos farmacéuticos entre
outros (U.S.FDA, 2011), concluiu que a maioria dos coxibs aumenta o risco de eventos
cardiovasculares e recomendou a suspensao do Bextra® (valdecoxib), da Pfizer. Quanto ao
Celebrex® (celecoxib), este foi autorizado a permanecer no mercado, mas com uma tarja preta
indicando o risco de eventos cardiovasculares adversos. Além dessas decisdes, a FDA pediu
aos fabricantes dos AINEs mais utilizados para que realizassem alteracdes na rotulagem de
seus produtos, sugerindo que eventos cardiovasculares pode ser um efeito geral para esta

classe de compostos (RAO; KNAUS, 2008), representados na Figura 1.9.
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Figura 1.9 Exemplos de fairmacos anti-inflamatdrios de segunda geracao, inibidores seletivos de COX-2.
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A rapidez com que inibidores seletivos de COX-2 t€m sido descobertos, bem
como os avang¢os no desenvolvimento de novas abordagens para o desenvolvimento de
terapias anti-inflamatdrias, em grande parte podem ser atribuidos a abordagem racional no
desenho de compostos lideres candidatos a farmacos. No entanto, os efeitos colaterais
cardiovasculares associados a inibidores seletivos de COX-2 colocam em destaque as muitas
dificuldades que ainda precisam ser vencidas para que se tenham solug¢des terapéuticas mais

adequadas e eficientes.

1.3 Planejamento racional de farmacos

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos pelas
industrias farmacéuticas tem sofrido profundas mudangas ao longo dos anos. Se no inicio dos
anos 50 até o final dos anos 80, o Quimico Medicinal e o Farmacologista eram os pilares dos
programas de pesquisa de farmacos, nos dias atuais as estratégias de modificacdo molecular e
os principios racionais do processo de desenvolvimento e otimizagao de um composto lider

sdo cada vez mais comuns.
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Figura 1.10 Crescimento anual do nimero de estruturas depositadas no Protein Data Bank desde o ano de 1972
até 8 de marco de 2011. Em azul o total de estruturas depositadas no ano e em vermelho o total geral (RCSB,
2011).
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Essa mudanga paradigmética foi impulsionada pelo continuo avango nas
tecnologias analiticas, sintéticas, de caracterizagdo estrutural e, principalmente, pela rapida
evolucdo da capacidade de processamento dos computadores, de armazenamento de dados e
pela universalizacdo desses dados. Bancos de dados como o Protein Data Bank (PDB) -
banco de dados de estruturas de proteinas, dcidos nucleicos e seus complexos, € o GenBank® -
banco de dados de sequencias de nucleotideos, ambos vinculados ao National Center for
Biotechnology Information (NCBI), tém proporcionado importante fonte primdria de

informagdes a comunidade cientifica em geral (BENSON et al., 2008).

A inddstria farmacéutica, talvez seja um dos principais exemplos de uma
inddstria baseada na ciéncia, onde a inovacdo, na forma de um novo composto lider ou a
imitacdo e/ou melhoria do j& existente, ¢ a fonte fundamental da competitividade que
determina a dindmica de crescimento e declinio das firmas concorrentes (BOTAZZI et al.,

2001).

Em 2003, os custos para o desenvolvimento de novos fiarmacos estavam
estimados em 802 milhdes de ddlares nos EUA (DiMASI; HANSEN; GRABOWSKI, 2003).
Grande parte desses custos estd relacionada com a purificag@o, caracterizacdo e sintese dos
principios ativos, € com os testes dos compostos, sintéticos ou naturais, em ensaios que

demandam uma grande diversidade de material biolégico.

Algumas dessas etapas sdo necessdrias para confirmar a eficicia e seguranca
dos candidatos a firmacos e ndo podem ser menosprezadas, outras, no entanto, podem ser
otimizadas a partir de uma abordagem mais racional para a identificacdo e refinamento de

compostos candidatos a farmacos.

A compreensdo das interagdes moleculares que ocorrem entre os alvos
terapéuticos (receptor) e os farmacos (ligante) através de métodos computacionais baseados
nas estruturas tridimensionais das moléculas envolvidas pode ser uma alternativa,
relativamente menos onerosa, quando comparada com metodologias tradicionais.
Visualizacdo molecular, screening virtual, modelagem por homologia, modelagem por
mecanica ou dinadmica molecular, construcdo de ligantes a partir da troca de fragmentos
moleculares menores (bioisosterismo) ou pela reunido de caracteristicas estruturais de dois
compostos bioativos (hibridagdo molecular), e metodologias de docking sdo algumas das
possiveis ferramentas que podem ser utilizadas no planejamento, descoberta e melhoria de

compostos lideres (BARREIRO; FRAGA, 2008).
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1.3.1 Docking molecular

Docking molecular é usualmente definido como uma técnica que permite a
predi¢do da estrutura do complexo formado por um receptor, normalmente uma proteina, um
mondmero da proteina ou um segmento de DNA, e um ligante, normalmente uma molécula

pequena ou uma outra proteina (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003).

Devido ao sucesso alcangado na fase inicial de sua utiliza¢dao, como ferramenta
para prever e reproduzir complexos proteina-ligante, e ao fato de ser uma alternativa rapida,
barata e de alto rendimento, a exploracdo do docking molecular, em tempos recentes, tem sido
associada a descoberta, ao melhoramento e a otimizacdo de compostos lideres, screening
virtual em extensos bancos de dados de moléculas, e ainda, ao design de bibliotecas virtuais
de compostos através de técnicas in silico associadas a quimica combinatdria

(BROOIIMANS; KUNTZ, 2003; KITCHEN et al. 2004; CORBEIL; MOITESSIER, 2009).

Um programa de docking molecular qualquer, serd sempre dependente de duas
pecas chave para a obtencdo do sucesso em seu objetivo: um algoritmo de busca dos graus
de liberdade configuracionais e conformacionais possiveis para a formac¢do do complexo e
uma funcao fitness ou funcdo de ajuste, capaz de buscar o melhor cendrio de energia
potencial, avaliando a complementaridade estérica e quimica entre o ligante e o receptor em
detalhe suficiente para encontrar o minimo global de energia para o complexo formado

(BROOIJMANS; KUNTZ, 2003).

No célculo de docking rigido, o algoritmo de busca explora diferentes posicdes
para o ligante no sitio ativo do receptor utilizando os graus de liberdade possiveis para
translacdo e rotacao do mesmo. No calculo de docking flexivel para o ligante, é acrescentado

ao processo, a exploracdo dos graus de liberdade de tor¢do do ligante.

Para o tratamento da flexibilidade do ligante, trés categorias bdsicas para os
cilculos s3o normalmente consideradas: métodos sistematicos (constru¢do incremental,
busca conformacional, base de dados), métodos aleatérios ou estocasticos (Monte Carlo,
algoritmos genéticos, busca tabu), ¢ métodos de simulacdo (dindmica molecular,

minimizacao de energia) (KITCHEN et al. 2004).

A funcdo fitness ¢ um componente de extrema importancia para o sucesso do
docking molecular, sendo a responsdvel pela classificagdo do conjunto de resultados (escores)

apresentado pelo programa como solugdes para o célculo realizado. As fungdes fitness mais
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comuns estdo categorizadas em trés tipos: baseada em campo de forca, empirica e baseada

no conhecimento. (HUANG; GRINTER; ZOU, 2010)

Dentre os programas de docking que tém demonstrado uma melhor acurécia e
precisdo na previsdo dos modos de ligacdo entre o sitio receptor e o ligante, destacam-se o
Glide e 0 GOLD (KONTOYIANNI; MCCLELLAN; SOKOL, 2004; CUMMINGS et al.,
2005; CORBEIL; MOITESSIER, 2009; LI et al., 2010), programa utilizado neste trabalho, e
que utiliza um Algoritmo Genético (AG) associado a célculos baseados em campo de forga

para elencar seus resultados (JONES et al. 1997).

1.3.1.1 Algoritmo genético

Algoritmos genéticos imitam o processo de selecdo natural ao simularem
caracteristicas importantes que orientam a evolucdo dos organismos vivos. Embora
apresentem muitas variacoes na atualidade, eles possuem um esqueleto principal, mais ou
menos comum a todos, que pode ser utilizado tanto para a resolu¢dao de problemas como para
a modelagem de sistemas evolutivos (JONES; WILLETT; GLEN, 1995; SOLMAIJER;
ZUPAN, 2004).

A ideia bésica de um algoritmo genético envolve cinco passos: codificacdo das
varidveis, criacdo da populacdo inicial, avaliacdo da resposta, cruzamento e mutacdo.
Primeiro, uma populacdo de individuos € criada (normalmente armazenada como strings
bindrios na memoria do computador), e posteriormente passa por um processo evolutivo com

o uso dos principios de variacao, selecao e heranca (COSTA FILHO; POPPI, 1999).

Populacéo P, Populacao P,.1
Mutagéo
000111 ~ 110000 > 011000
110000 Selegao 110000+ v 110010
010010 Fitness 010010*] Crossover * 010000
(000111) = 11,2

(110000) = 43,2
(010010) = 35,3

Figura 1.11 Funcionamento bdsico de um algoritmo genético. A populagdo inicial P, de individuos €&
classificada pela funcdo de fitness e dois individuos sdo selecionados. Em seguida, a aplicacdo dos operadores
genéticos (mutacdo e crossover) nos individuos com os melhores escores de aptiddo, resulta em uma nova
populagdo P, de individuos.
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Na sua forma mais simples, representada na Figura 1.11, cada individuo da
populacdo € representado por uma sequencia de digitos bindrios (bits) ou cromossomo. Por
analogia com sistemas bioldgicos, a sequencia dos bits é chamado de "gendtipo"”, sendo que,
cada posicado de bit (definido como 1 ou 0) representa um gene do cromossomo (FORREST,

1993).

A populagdo inicial de individuos, normalmente, é gerada aleatoriamente e
cada individuo € testado empiricamente no "ambiente" definido pelo usudrio e € atribuida a
ele uma avaliagdo numérica do seu mérito por uma funcdo fitness (de ajuste), que retorna um
namero (escore) Unico, onde, geralmente, os nimeros mais altos sao atribuidos aos individuos
mais aptos. A funcdo de ajuste determina como cada gene (bir) do individuo serd interpretado

e, dessa forma, qual problema especifico a populacao ird evoluir para resolver.

Depois que os individuos da populacao foram avaliados, estes sdo selecionados
pela eliminacdo dos individuos da populagdo com baixos valores para a funcdo de ajuste,
fazendo com que, somente os individuos mais aptos transmitam seus genes. Operadores
genéticos, como mutagdo (inversdo de bits individuais) e crossover (troca de subsequéncias de
dois individuos para obter duas descendéncias) sdo aplicados probabilisticamente aos
individuos selecionados, produzindo uma nova populagdo (ou geracdo) de individuos

(FORREST, 1993).

Quando este ciclo de avaliagdo, selecdo e operacdes genéticas € aplicado por
muitas geracdes, a aptiddo total da populagdo final, geralmente melhora, e os individuos dessa
populacdo representam "solugdes" otimizadas para qualquer problema que tenha sido

proposto na func¢ao de ajuste.

1.3.1.2 0 programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking)

GOLD ¢ o resultado do projeto de colaboracdo entre a Universidade de

Sheffield, o Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) e a Glaxo Wellcome.

O programa GOLD est4 baseado num algoritmo genético (AG) idealizado para

realizar o docking de ligantes em sitios de ligac@o de proteinas (CCDC, 2011).

Para explorar as possiveis formas de ligacao do ligante, o algoritmo genético
do GOLD modifica todos os angulos diedros das ligacdes rotaciondveis do ligante, as

geometrias para o anel do ligante, os dngulos diedros dos grupos OH dos residuos, serina,
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treonina, e tirosina e NH3" das lisinas e o posicionamento do ligante no sitio de ligacdo

(JONES et al. 1997; VERDONK et al., 2004).

Inserida as coordenadas tridimensionais da proteina e do ligante, e do espaco
de busca (origem e raio) no GOLD, uma populagdo inicial de poses (conformagdo e
orientagdo) do ligante é gerada aleatoriamente, sendo atribuido a cada individuo (ou
cromossomo) da populagdo um escore de ajuste com base na previsao de afinidade deste com
o espaco de busca delimitado pelo usudrio (sitio de ligacdo). Fungdes firness, entre elas,
GoldScore, ChemScore e ASP, sdo executadas no GOLD, individualmente ou em conjunto,

para essa finalidade,.

Cada cromossomo da populagdo codifica uma conformagao interna do ligante e
do sitio ativo da proteina, incluindo o mapeamento dos locais de ligacdes de hidrogénio do
ligante e do sitio da proteina baseado em dtomos aceptores e dtomos doadores de ligacdo de
hidrogénio. Para posicionar o ligante no sitio ativo da proteina, na decodificacdo de um
cromossomo o AG utiliza um processo de ajuste de minimos quadrados de tal forma que,
muitas das ligacdes de hidrogénio sugeridas pelo mapeamento sdo formadas. Sendo assim, a
aptiddo de um cromossomo decodificado € uma combinacdo do nimero e da forca das
ligacdes de hidrogénio que foram formadas no processo e da energia de van der Waals do

complexo ligado (JONES; WILLETT; GLEN, 1995).

Apo6s ser formada a populagdo inicial, toda a populagdo de cromossomos €
entdo otimizada iterativamente através dos operadores genéticos, mutacdo e crossover, e de
operacdes de migracao entre nichos e ilhas, sendo todo o processo controlado por parametros
como: tamanho da populacdo, pressdo seletiva, nimero de operagdes, nimero de ilhas,
tamanho do nicho, e os pesos dados aos operadores de crossover, de mutacdo e de migragao.
(LI et al., 2010) A cada ciclo do AG a populagdo gerada € avaliada pela funcido de ajuste

(fitness) e classificada para selecionar os individuos de maior aptidao.

Conforme descrito por Jones; Willett; Glen, (1995), a atuacdo do AG na busca
de uma solucgdo aceitdvel para o problema proposto pode ser descrita nas sete etapas a seguir:
1. Um conjunto de operadores de reproducdo é escolhido e atribuido a cada um
deles um peso;

2. Uma populagao inicial € criada aleatoriamente e a aptidao de seus membros
¢ determinada pela funcgdo fitness;

3. Um operador € escolhido através de cédlculos de probabilidade baseados nos
pesos dos operadores;
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4. Os pais exigidos pelo operador s@o escolhidos através de selecdo com base
na escala de aptidao dos individuos da populagao;

5. O operador € aplicado e cromossomos filhos sdo produzidos e sua aptidao €
avaliada pela funcao fitness;

6. Se ainda ndo estiver presente na populagdo, os filhos substituem os membros
menos aptos, ajustando a populacao;

7. Se uma solugdo aceitdvel foi encontrada o processo para, do contrdrio volta
para a etapa 3.

Ao final dos célculos de docking, obtém-se como saida (resultado) as poses
(conformacao e orientag¢do) dos ligantes testados inseridos no sitio de ligacdo, nos complexos

formados.

Como citado anteriormente, o GOLD pode utilizar varias funcdes para
determinar a aptidao entre ligante e sitio de ligacdo no desenvolvimento do AG, sendo o

GoldScore, a funcdo fitness original do programa, descrita basicamente pelos termos:

GoldScore = Shb_ext + 1,375 SvdW_ext + Shb_int + SvdW_int (11)

onde Sy, v € 0 escore da energia das ligagdes de hidrogénio proteina-ligante, S,sw exr € O
escore das energias de van der Waals proteina-ligante, Sy, ;»s € a contribuicdo para o ajuste
devido a ligagdes de hidrogénio intramoleculares do ligante - este termo estd desligado em
todos os célculos apresentados neste trabalho, e S,sw i € a contribuicdo devido a tensdo

intramolecular do ligante.

O termo Sygw e € multiplicado por um fator de /7,375 quando a pontuagao total
da aptidao € computada. Trata-se de uma corre¢cdo empirica para incentivar os contatos

hidrofébicos entre a proteina e o ligante.

O escore final de cada resultado encontrado pela funcdo fitness € o negativo da
soma dos termos que a compdem, de modo que os escores de maior valor (maior aptidao)

tendem a serem os melhores para prever a posicao de ligacao do ligante no sitio.

O GOLD usa formas funcionais do potencial de Lennard-Jones para as
contribuicdes de Van der Waals na funcdo fitness. Por padrdo, um potencial 6-12 € aplicado
para a contribui¢do de Van der Waals interna (S,4w i) € um potencial de 4-8 é aplicado para a

contribuicao de Van der Waals externa (S,sw ), sendo possivel variar esse valor.
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Para um par de 4tomos i e j localizados em r; € rj, o cdlculo para a energia
potencial de van der Waals modelada por uma func¢ido Leonnard-Jones 6-12 é realizada como

mostrado na equacdo 1.2:

Epaw(r) = X1_ 2L, 4e [(ﬂ)lz - (ﬂ)ﬁl (1.2)

rij rij

onde 7;; = |ri - rj|, o parametro & especifica a intensidade da interacdo e o o define a
distancia finita onde o potencial € nulo. O termo de expoente 12 é responsdvel pela repulsdo
de pequena distancia, enquanto o de expoente 6 prevé um termo atrativo que se aproxima de

zero, com o aumento da distancia entre os dois atomos (KITCHEN et al., 2004).

Os parametros empiricos utilizados na func¢ao fitness (energia e direcionalidade
da ligacdo de hidrogénio, raio de atomos, polarizabilidade, potenciais de tor¢do, etc.) sao

obtidos do arquivo de parametros do GOLD independentemente da func¢ao utilizada.

1.3.1.3 Interagdes envolvidas no reconhecimento molecular

Do ponto de vista qualitativo, o grau de afinidade e a especificidade da ligagao
farmaco-sitio receptor sdo determinadas por interacdes intermoleculares. Estas interacdes, nao
covalentes, incluem, entre muitas outras, ligacoes de hidrogénio, forcas de van der Waals,

interacOes eletrostaticas e interagdes hidrofébicas (BRANDL et al., 2001).

Para se definir os tipos de interacdo que ocorrem entre duas moléculas,
podemos considerar que a interacao total entre as mesmas, de modo aproximado e sem 0 uso
da mecanica quantica, sempre estard dividida em diferentes termos com um significado fisico,
de acordo com a equacdo 1.3 abaixo, onde a maior contribuicdo energética de um

determinado termo classifica o tipo de interacao predominante.
Eintera(;io = Leletrostatica T Eindugio + Edispersao + Erepulsao (1'3)

Na Tabela 1.1, a seguir, s@o apresentadas as interacdes eletrostaticas simples e

combinadas importantes para o reconhecimento molecular entre o ligante e o sitio receptor.
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Tabela 1.1 Interacdes eletrostaticas.

Simples
Categoria Equacio potencial ® Energia aproximada
. . 1
fon- - fon Nz 2 25 kJ.mol ™
4mtey T
3 . 2,2 1
fon . Dipolo _4ar - 50-200 kJ.mol”"
permanente (4mey) kTr*
. . 2 2,2 1
Dipolo i Dipolo _ 4 pmpz 1 50-500 kJ.mol"
permanente permanente 3 (4mey)? kTre

(Forgas de Keesom)

. . 2 1
Dipolo - .D1p0.lo _P%H - <5 kJ.mol”!
permanente induzido (4mey)? 16
Dipolo Dipolo
induzido induzido Sempre presente
. ) Atrativas e varia com 1/7r° < 5 kJ.mol
(Forgas de dispersdo ou Origem mecanica quantica
Forcas de London)
Sempre presente
Forcas repulsivas Origem mecanica quantica
ulsiv
¢ P Repulsdo derivada da sobreposicdo das nuvens
eletronicas
Combinada
Entre H e dtomos com baixa eletronegatividade
Ligagdio de hidrogénio Entre He étom(')s com alta e'le'tronega/tividade 4-60 KJ.mol’!
(Entre o H parcialmente positivo e elétrons em
ligacao dupla/tripla)
Face-a-face ¥
) Ponta-a-face em forma de T 5-80 kJ.mol
Envolvendo sistemas 7 Faces paralelas-deslocadas ©
P 0-50 kJ.mol'!

Cation-mt

(a) q; € a carga do fon i; p; 0 momento de dipolo do dipolo i; @, a polarizabilidade; r a distancia entre os
objetos; k a constante de Boltzmann; &, a permissividade do espaco livre; T é a temperatura; o subscrito i é

omitido quando ndo necessario.

* Adaptado de Ermondi; Caron (2006).

Interagdes de van der Waals incluem interagdes do tipo dipolo permanente-

dipolo permanente, dipolo permanente-dipolo induzido e dipolo induzido-dipolo induzido.

Estas interacdes ocorrem entre todos os dtomos, e sdo resultado de um complexo fendmeno

mecanico-quantico que, de maneira simplificada, pode ser descrito como uma assimetria

transitéria na distribuicdo eletronica em torno de um dtomo que induz uma assimetria
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complementar no dtomo adjacente, resultando em uma forca atrativa entre eles

(CARACELLI; ZUKERMAN-SCHPECTOR, 2006).

As interagdes hidrofébicas ocorrem em funcdo da presenca de cadeias ou
subunidades ndo polares, tanto no sitio receptor como no ligante. Normalmente estas cadeias
ou subunidades encontram-se organizadamente solvatadas por camadas de moléculas de dgua.
A aproximacdo dessas superficies hidrofébicas entre si promove o colapso da estrutura
organizada das moléculas de dgua, favorecendo a interacdo ligante-receptor a custa do ganho
entropico associado a desorganizacdo do sistema (BARREIRO; FRAGA, 2008; VOET;
VOET; PRATT, 2008).

As ligacdes de hidrogénio sdo as mais importantes interagdes ndo covalentes
em sistemas bioldgicos, sendo em grande parte responsdveis pela manutencdo das
conformagdes bioativas de proteinas (a-hélices e folhas ), além de serem responsaveis pelas
notdveis propriedades fisico-quimicas da 4gua. Os termos que mais contribuem
energeticamente para sua estabilidade sdo a energia eletrostatica e uma reduzida troca de

energia de repulsdo (BRANDL et al., 2001).

A ideia de que um dunico dtomo de hidrogénio poderia manter vinculo
simultaneo com outros dois dtomos foi proposto formalmente por Latimer e Rodebush (1920)
e seu orientador, G. N. Lewis. O trabalho teve a colaboracdo de M. L. Huggins que também

havia descrito a ligac@o de hidrogénio em sua dissertagdao, em 1919 (GILLI, 2006).

A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) através da
Recomendagdo Provisoria fruto do Relatério Técnico vinculado ao projeto: "Categorizagdo da
ligacdo de hidrogénio e outras interagdes intermoleculares”, desenvolvido pelo grupo de

trabalho liderado pelo professor E. Arunan definiu a liga¢do de hidrogénio assim:

A ligacdo de hidrogénio é uma interacdo atrativa entre um dtomo de
hidrogénio de uma molécula ou um fragmento molecular X-H em que X é
mais eletronegativo do que H e um dtomo ou um grupo de dtomos da mesma
ou de uma molécula diferente, em que hé evidéncias da formagdo de ligacao
(IUPAC, 2010a).

No desenvolvimento do texto da Recomendagdo Proviséria (IUPAC, 2010b),

sdo detalhados os parametros que estdo implicitos na defini¢do acima.

Segundo Desiraju (2011), mesmo considerando que a investigacdo sobre as

ligacdes de hidrogénio, o que elas sdo, e o que eles podem fazer ja se arrastem por quase cem
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anos, € que atualmente, ja se tenha uma grande compreensdo desse tipo de interacdo, €
provavel que a definicdo proposta pela [IUPAC ainda nao seja a definitiva. Para o autor, as
ligacdes de hidrogénio classicas (N-H---O, O-H:--O, O-H:--X', F-H---F, ..) ndo
apresentam problemas e sempre vao estar inseridas em todas as defini¢des, mesmo nas que
remetem aos primeiros tempos. Entretanto, mudancas poderdo ocorrer em relagdo ao
entendimento das interacdoes mais fracas e mais complexas (C—H:--O, C-H:--N, O-H:--m,

N-H---w, e C—H---m) e que progressivamente foram aceitas como ligacdes de hidrogénio.

Embora a interacio C—H---7 seja fraca (cerca de 4 kJ.mol™), a possibilidade de
que muitos grupos CH participem na interacdo com sistemas 7, aumentando a energia total,
aliada ao fato de que esse tipo de interacdo persiste, mesmo em meios polares tais como a
dgua, deixam evidente que tais interacdes podem ter um papel importante para a estabilidade
estrutural de macromoléculas organicas (SHANTHI; RAMANATHAN;
SETHUMADHAVAN, 2010).

Para a identificacdo de ligacdes de hidrogénio cldssicas, a determinagdo de
valores entre 110° e 180° para o angulo formado entre o doador X, o 4tomo de hidrogénio e o
aceptor Y, e de distancias entre 2,5 A e 3,3 A entre o doador X e o aceptor Y sdo,
normalmente, suficientes para a identificacdo das mesmas (GOHLKE; KLEBE, 2002).
Entretanto, para a identificacdo das interacdes desse tipo que envolvem sistemas aromaticos,

outros parametros geométricos sao necessarios.

Figura 1.12 Parametros geométricos utilizados para identificar as interacdes X—H:--m. O anel (de cinco
membros ou seis membros) € representado como anel aromatico. M € o centro geométrico do sistema m por onde
passa a normal perpendicular ao plano do anel. & é o angulo entre os segmentos XM e HM. w € o angulo entre o

segmento XM e a normal do anel. X—H é o grupo doador da ligacdo de hidrogénio, onde X pode ser o dtomo de
C, N ou O (STOJANOVIC et al., 2007; SHANTHI; RAMANATHAN; SETHUMADHAVAN, 2010).
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Na determinacdo das ligagdes de hidrogénio tipo X—H-:--n (Figura 1.12), os
valores dos angulos a e ® devem ser, maior ou igual a 120° e menor ou igual a 30°,
respectivamente. Para a distancia X-M os valores mais aceitos estdo abaixo de 4,5 A, sendo
3,3 A o valor que associa maior contribuicdo energética a interacdo (maior que 4,0 kJ .mol™)
(BRANDL et al., 2001; STOJANOVIC et al, 2007; SHANTI; RAMANATHAN;
SETHUMADHAVAN, 2010).

Considerada algumas vezes como uma ligacdo idnica "ndo convencional", a
interagdo cdtion-m apresenta caracteristicas predominantemente eletrostaticas, com energias de
interacio calculadas ab initio na fase gasosa variando de 10 a 22 kcal.mol’,
aproximadamente. Estatisticamente, nesse tipo de interag¢do, os grupos carregados amino (8")
dos residuos de lisina, arginina e histidina encontram-se a distancias menores que 6,0 A dos
centroides dos residuos de fenilalanina, tirosina e triptofano, nas estruturas cristalograficas de
proteinas, sendo preferenciais as distdncias situadas entre os valores de 34 e 6,0 A

(BURLEY; PETSKO, 1986; SCRUTTON; RAINE, 1996; MA; DOUGHERTY, 1997).

Interagdes entre residuos arométicos sdo consideradas de grande importancia
para a estabilidade estrutural e térmica em proteinas e dcidos nucleicos (KANNAN;
VISHVESHWARA, 2000; GEORIS et al., 2000; BOEHR et al, 2002; TEWARI; DUBEY,
2008).

2 ey o
= <~

Figura 1.13 Representagdes de interagdes entre anéis de benzeno. (A) Geometria ponta-a-face em forma de T
(T-shaped edge-to-face). (B) Geometria de faces paralelo-deslocadas (parallel-displaced). (C) Geometria face-a-
face (face-to-face).

Os valores geométricos que descrevem os arranjos mais estaveis, (A) e (B) da
Figura 1.13, determinados experimentalmente por Meyer, Castellano e Diederich (2003),
apresentam o valor para a distancia da, entre os centroides dos anéis, igual a 4,96 A, estando o

atomo de hidrogénio com carga parcial positiva apontando perpendicularmente para o centro
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parcialmente carregado negativamente do segundo anel. Entre os anéis aromaticos deslocados
paralelamente, a distancia interplanar dg varia de 3,4 a 3,6 A, e o deslocamento lateral Rg de

1,6a1,8 10%, o que denota uma distancia entre os centroides dos dois anéis da ordem de 4,0 A.

De modo geral, respeitando-se as geometrias propostas na Figura 1.13,
distancias entre os centroides de anéis aromaticos situadas no intervalo de 3,4 Aa 7,0 A sio
um indicativo da presenca de interacdes m-m (BURLEY; PETSKO, 1985; McGAUGHEY:;
GAGNE; RAPPE, 1988).

1.4 Objetivos

Estudar e compreender os mecanismos envolvidos nas interacdes entre
macromoléculas (proteinas, DNA e outras) e pequenas moléculas (ligantes) tem sido um dos

grandes desafios no planejamento de moléculas candidatas a farmaco.

Grande parte desse desafio é fruto das inter-relagcdes necessdrias entre as
diversas dreas do conhecimento (quimica supramolecular, bioquimica de sistemas biolégicos,

farmacologia, bioinformatica, entre outras) envolvidas neste tipo de estudo.

Para delimitar e direcionar as abordagens possiveis em um trabalho dessa

natureza, os objetivos expostos a seguir foram tracados.

Objetivo geral

Estudar os complexos formados por calculos de docking entre a enzima COX-2
e as moléculas pesquisadas e propor quais as caracteristicas quimicas e estruturais a serem
consideradas para o planejamento, desenvolvimento e melhoramento de candidatos a farmaco

a partir dos ligantes contemplados nesse trabalho.

Objetivos especificos

e analisar e entender os mecanismos moleculares e estruturais envolvidos na
formacdo dos complexos proteina-ligante;
e obter modelos tridimensionais enzima-ligantes;

e estabelecer relacdes entre estrutura molecular e atividade do ligante;
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e correlacionar os mecanismos de interacdo envolvidos na formacdo dos
complexos com os dados experimentais disponiveis na bibliografia utilizada
(WUEST et al., 2009; KANG et al., 2009);

® buscar mecanismos comuns aos grupos de ligantes estudados;

e determinar caracteristicas estruturais favordveis dos ligantes.
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CAPITULO 2

Materiais e Métodos
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Neste capitulo sdao apresentados os materiais e métodos utilizados no trabalho,

descritos de forma a qualificar a importancia relativa dos mesmos em cada etapa do estudo.

Os estudos por simulacdo computacional de docking molecular permitem obter
o melhor ajuste entre duas estruturas tridimensionais, tornando possivel prever a estrutura de
complexos e/ou adutos formados entre macromoléculas, o receptor, e outra molécula
(inibidor, substrato, etc.), o ligante. No caso presente, entre a proteina COX-2 (o receptor) e
os ligantes selecionados por demonstrarem capacidade in vitro de inibir a atividade

ciclooxigenase da proteina.

As etapas contempladas no estudo de docking realizado neste trabalho estdo

representadas na Figura 2.1 abaixo:

-
Preparacao Validacao
+DS°3.0
*PDB Visualizer
* PDBSum * Hermes 1.3.1
L Proteina - Preparacao do Sitio Receptor Docking

*GOLD4.1.2 gomplexoL_
Preparacdo dos Ligantes eHermes 1.3.1 eceptor/Ligante

¢ Orientagdes
¢ Conformagoes
*Valores de score

eInteragGes
intermoleculares

Modelagem

Otimizacao

¢ ChemSketch
12.0

¢ HyperChem

6.01

¢ PubChem
Compound

* MOPAC2009
/PM6

Figura 2.1 Representacio esquematica das etapas do trabalho.

Como pode ser observado na Figura 2.1, os cédlculos de docking sdo uma etapa
importante da simulagdo computacional, no entanto ndo representam todo o processo. E
preciso que os dados gerados por meio dos cdlculos, sejam avaliados e interpretados de modo
que se encontrem as respostas pretendidas para o estudo. E necessario ainda, que as etapas
anteriores aos célculos de docking sejam realizadas com critério e conhecimento dos objetivos
a serem alcancados, pois as mesmas podem comprometer irremediavelmente os resultados

finais do estudo.
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2.1 A estrutura tridimensional da COX-2

z

Conforme o esquema apresentado na Figura 2.1, é necessdrio que se tenha
disponivel as coordenadas tridimensionais da proteina. Essas informagdes foram obtidas a
partir de dois portais de banco de dados sobre estruturas bioldgicas macromoleculares, o
Protein Data Bank (PDB) (PDB - http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e o Protein Data
Bank Summary (PDBSum) (PDBSum - http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/).

A proteina selecionada para os estudos de docking foi a de cédigo pdb 1cx2
(Kurumbail et al., 1996), um complexo com o inibidor de cddigo pdb SC-558, 1-

fenilsulfonamida-3-trifluormetil-5-parabromofenilpirazol.

Em geral, no PDB e PDBSum as coordenadas estruturais podem ser obtidas
sem os atomos de H e com as moléculas de dgua de cristalizacdo. No caso da 1cx2, diferente
do caso comum, tanto o receptor proteico quanto o ligante apresentam os dtomos de H e nao

ha dguas de cristalizacao.

2.2 A estrutura tridimensional dos ligantes

As moléculas para esse estudo foram selecionadas a partir de duas publicacoes,
Kang et al. (2009) e Wuest et al. (2009), que tratam, respectivamente, da sintese e avaliacdo
bioldgica de andlogos de 3, 5, 4'-trihidroxi-trans-estilbeno (resveratrol) e de derivados de

(aril-1,2,3-triazol- 1-il)-(metilsulfonil)fenil.

Como as coordenadas tridimensionais destes ligantes ndo estavam disponiveis
foi necessario utilizar métodos de modelagem molecular para obté-las. Para tal utilizou-se as
estruturas dos compostos modelo, descritos na Sec¢do 2.2.1, a partir dos quais foram

modelados os ligantes.

2.2.1 Obtencgdo das coordenadas da estrutura modelo

As coordenadas tridimensionais dos compostos modelo (Figura 2.2), foram
obtidas em busca realizada no banco de dados PubChem Compound (NCBI, 2010), tendo sido
selecionados os compostos identificados por: CID 445154, CID 44581926 e CID 21859783.
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CH,

QO—s—=0

HO. OH
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CID 445154 CID 44581926 CID 21859783

Figura 2.2 Estruturas modelo obtidas no banco de dados PubChem Compound: CID 445154, 5-[(E)-2-(4-
hidroxifenil)etenil]benzeno-1,3-diol; CID 44581926, 1-[4-(metilsulfonil)fenil]-4-fenil-1H-1,2,3-triazol; CID
21859783 1-[4-(metilsulfonil)fenil]-5-fenil-1H-1,2,3-triazol.

2.2.2 Modelagem dos ligantes

A partir das estruturas representadas na Figura 2.2, foram modelados os
ligantes por substituicdo ou inclusdo de grupos funcionais, tendo sido utilizado para tal, os
programas ACD/ChemSketch v12.01 (ACD, 2009) e HyperChem v6.01 (HYPERCUBE,
2000).

O conjunto de ligantes baseados na estrutura CID 44581926 foi chamado de
grupo 10 (Figura 2.3).

Todos os ligantes dessa familia foram identificados pelo nimero 10 seguido de
uma letra que identifica qual grupo ou dtomo substitui o0 H31 na estrutura base 10a (a = H; b

= CH3; Cc= OCH3; d= N(CH3)2; e= Cl; f= F)

Para os ligantes baseados na estrutura CID 21859783, foi adotado o mesmo
esquema de identificacdo do grupo 10 (um nimero e uma letra), sendo esse conjunto de
ligantes chamado de grupo 11 e a estrutura base de 11a (Figura 2.4). Os grupos ou dtomos

substituintes do H31, também sdo 0s mesmos.



Capitulo 2. Materiais e métodos 54

N=—N
/
0 N F
\ CH
HyC™ \}) 10b *
N=—N
N/ /
o\\ O ; s
H, e \\O 10c
N=—N
N/ /
O\\ Q N CHs
HC \>) 10d L )
N=N
/
0 N
\ al
HaC/ \}) 10e
/N:N
H o N A
A\
Hgg H32 HiC— X 10f
o]

Figura 2.3 Estruturas dos ligantes do grupo 10. O ligante 10a, em destaque, apresenta a numeracao adotada para
os dtomos dos ligantes e a identificacdo dos centroides (A-C) dos anéis da estrutura.

o] o]
HsC Vi HaC V4
J o//
N AW N N\\N
32H  Has — .
11b Q 11c Q
H,C H3C\o
[e]
HaCo_ /

HsC—y,
\
CHs
o
HiC_ // HeC_ /
/ 4
0 o
_N N
NN NN

Figura 2.4 Estruturas dos ligantes do grupo 11. O ligante 11a, em destaque, apresenta a numeragdo adotada para
os dtomos dos ligantes e a identificacdo dos centroides (A-C) dos anéis da estrutura.
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Um outro grupo de ligantes foi obtido utilizando como modelo a estrutura CID
445154, o Resveratrol (Figura 2.5).

Para a identificacdo desses ligantes foi adotada a sequencia R1-R2-R3 onde,
R1 e R3 sdo nimeros que identificam os substituintes aril, ¢ R2, uma letra, E, H ou M, que
identifica o substituinte dessa posi¢do, conforme o esquema detalhado na Tabela 2.1. Esse

conjunto de ligantes foi chamado de grupo R (Figura 2.6).

Tabela 2.1 Identificacdo dos substituintes que compdem a estrutura dos ligantes do grupo R.

R2 R3
R1 H
R1 ou R3 Substituinte R1 ou R3 Substituinte
1 fenol 14 4-nitro-fenil
2 3,5-dihidroxi-fenil 15 b-naftil
5 4-metoxi-fenil 16 4-dimetilamino-fenil
6 3,5-dimetoxi-fenil R2 Substituinte
7 3,4-dimetoxi-fenil E etil
10 3-fluor-fenil H hidrogénio
13 4-trifluormetil-fenil M metil

Figura 2.5 A molécula do Resveratrol, apresenta a numeragdo adotada para os dtomos dos ligantes do grupo R
e os centroides (A-B) dos anéis da estrutura.
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Figura 2.6 Ligantes modelados a partir do composto Resveratrol.
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2.2.3 Otimizacao da geometria dos ligantes

Os cdlculos para otimizagao das geometrias dos ligantes foram realizados com
o auxilio do programa computacional para calculos quimico-quanticos semi-empiricos
MOPAC2009™ (Molecular Orbital PACkage), utilizando o método paramétrico PM6
(STEWART, 2009).

2.3 Calculos de Docking

Para os célculos de docking foi utilizado o Programa GOLD, versao 4.1.2. Nos
calculos de docking e redocking (validacdo) realizados, foram utilizados os ajustes pré-
definidos para o programa com pequenas modificacdes, exceto nos casos descritos de forma
diferente no decorrer do trabalho. Para cada ligante foram obtidas 10 solugdes, geradas a
partir de 10.000 operacdes do algoritmo genético (AG) por solucdo, com minimizagdo pelo
método Simplex ao final dos mesmos. Quando os resultados das 5 melhores solugdes do
calculo apresentaram RMSD (Root Mean Square Deviation) menor ou igual a 1,5 A, os

calculos foram interrompidos antecipadamente pelo programa.

O espaco tridimensional do sitio de ligagao no receptor foi definido usando as
coordenadas, x = 24,389, y = 21,705 e z = 16,255, do centroide do ligante cristalogrifico SC-

558 no complexo pdb 1cx2, com um raio de 10 A ao redor deste ponto.

Para a cadeia lateral do residuo arginina 120, inserido no espago de busca (sitio
ativo ciclooxigenase) da proteina, foram adotados os angulos diedrais: chil = -115°, chi2 =

77°, chi3 =-152° e chi4 = -146°.

A funcdo fitness utilizada foi a GoldScore.

GoldScore = Shb_ext + 1;375 SvdW_ext + Shb_int + SvdW_int (2'1)

onde Sy v € 0 escore da energia das ligagdes de hidrogénio proteina-ligante, S,sw exr € O
escore das energias de van der Waals proteina-ligante, Sy, i, € a contribuicdo para o escore
devido a ligacdes de hidrogénio intramoleculares do ligante, € S,sw ins € a contribuicdo devido

a tensdo intramolecular do ligante.
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2.4 Validacao dos parametros para o docking

Para o inicio dos célculos de docking, é necessdrio que as varidveis (raio do
espaco tridimensional, hibridizacdo dos dtomos, presenca de moléculas de dgua no espaco de
busca, etc.) e os parametros utilizados pelo programa para os cdlculos de docking sejam
testados. Para isso, é realizado o redocking, ou a tentativa de se reconstruir o complexo

cristalografico original 1cx2.

Um esquema do procedimento para validacdo dos parametros (redocking) é

mostrada na Figura 2.7.

REDOCKING

|gante
complexo

teodrico

COMPARAGAO

Figura 2.7 Representagdo esquemadtica do procedimento de validacdo dos pardmetros para os calculos de
docking. O complexo 1cx2 é separado em receptor e ligante e posteriormente submetido ao redocking para
formar o complexo tedrico que serd comparado ao complexo original.

A estrutura cristalogréfica de entrada 1cx2 é desfeita, separando-se a proteina
(receptor) do ligante complexado. Posteriormente, cdlculos de docking sdo realizados
utilizando as coordenadas de entrada das duas estruturas separadas (proteina e ligante). E

finalmente, os resultados sdo comparados com o complexo cristalografico original.



Capitulo 2. Materiais e métodos 59

Considera-se como adequados e validados, os parametros utilizados, quando os
resultados obtidos conseguem recriar a orientacdo e conformagdo do ligante inserido na
estrutura do complexo cristalografico com RMSD (Root Mean Square Deviation) inferior ou
igual a 2,0 A (VERDONK et al., 2003; ONODERA; SATOU; HIROTA, 2007; ARMEN;
CHEN; BROOKS, 2009; LI et al., 2010).

2.5 Visualizacido molecular

O trabalho foi acompanhado por visualizagdo molecular, utilizando os
programas gréficos, Hermes 1.3.1 nos célculos de docking, e Discovery Studio® Visualizer

v2.5 e v3.0 (ACCELRYS, 2011), em todas as etapas, na andlise:

(a) e selecdo da estrutura da proteina;
(b) dos ligantes;
(c) dos resultados do célculo de docking:
c.1 dos ligantes, observando a existéncia ou nao de um padrdo nas
solucdes obtidas nos cdlculos;

c.2 das interacoes intermoleculares proteina-ligante.

2.6 Analise dos resultados

Ap6s a realizagdo dos cdlculos de docking, € necessario que os complexos
formados (saidas do programa) possam ser avaliados graficamente. Essa avaliacdo tem por
objetivo a busca e o entendimento do modo de ligacdo do complexo no sitio de ligagdo e as

interacdes intermoleculares envolvidas.

Considera-se nessa busca, os escores obtidos nos calculos, a
complementaridade atdmica entre ligante e sitio de ligacdo, a percentagem de repeticdo de
uma pose nos cdlculos de docking e a representatividade da mesma para a série de compostos

da familia estudada (VEGA-TEIJIDO; CARACELLI; ZUKERMAN-SCHPECTOR, 2006).

Os resultados obtidos através da observacdo e avaliagdo das interagdes
realizadas entre os ligantes estudados e o sitio de ligacdo sdo entdo confrontados com os

dados da Tabela 2.2 relativos a inibicdo da atividade da COX-2 pelos mesmos, obtidos nos
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trabalhos de Kang et al. (2009) e de Wuest et al., (2009), na tentativa de se encontrar

correlagdes entre o ICs,” apresentado pelo ligante e as interacdes observadas.

Tabela 2.2. Dados de inibicdo* da atividade da COX-2 pelos compostos estudados.

Composto ICs0 (M)
10° 0,15
10b 2,5
10c 2,5
10d >10
10e 0,19
10f 0,21
11° 0,11
11b 0,12
l1c 0,17
11d 0,36
1le 0,04
11f 0,03
1H6 0,82
2H5 19,6

2H7 21,3
2H14 31,6
6H14 5,94

1M2 1,57
IM13 0,47
2M1 1,78
2M7 12,8
2M16 1,74
SM2 16,0
10M2 2,54
2E16 2,20
10E2 17,7
15E2 3,30
16E2 14,8

Resveratrol 0,99 + 0,40

* Dados de ICs obtidos de Wuest et al., (2009) e de Kang et al. (2009)

? Concentracdo do composto que inibe 50% da atividade enzimatica
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CAPITULO 3

Resultados e Discussao
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Neste capitulo e seus apéndices sdo descritos os procedimentos realizados e os
resultados, discutidos de modo a encontrar justificativas, em nivel molecular, para os efeitos

inibitérios apresentados pelas moléculas dos ligantes estudados.

3.1 A estrutura da proteina

A busca realizada no PDB e PDBSum, em novembro de 2010, com o intuito de
obter a proteina COX-2, o receptor nos cdlculos de docking, resultou nas 18 estruturas

relacionadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Estruturas tridimensionais da COX-2, obtidas por difra¢éo de raios X, depositadas no PDB.

Cédigo Descricao Ligante Resolucao Referéncia
levu Acido argquldpmco .hgad(‘) ao sitio dcido araquidonico 240 A KIEFER et al., 2000.
ativo ciclooxigenase
lex? Complexo com o inibidor seletivo, 1-fenilsulfonamida-3-trifluormetil-5- 3.00 A KURUMBAIL et al.,
X SC-558 parabromofenilpirazol ' 1996.
Acido araquiddnico e 4cido 7-[6-(3-hidroperoxi-oct-1-enil)-2,3- H
lddx prostaglandina ligada ao sitio ativo  dioxa- biciclo [2.2.1]hept-5-il]-hept-5-endico 3.00 A KIEFER et al., 2000.
. o R acido 2-[2,6-(diclorofenil)amino] ° ROWLINSON et al.,
lpxx Diclofenaco ligado ao sitio ativo benzenoacético 2.90 A 2003.
Acido araquidénico ligado ao canal . A H
3hs5 ciclooxigenase dcido araquiddnico 2.10 A VECCHIO et al., 2010.
3hse  Acide ?gg;fgfg;f;;‘g;;egdd° a0 dcido 5.8,11,14,17-eicosapentaendico 240 A VECCHIO et al., 2010.
Acido docosahexaenéico ligado ao - < 2
3hs7 canal ciclooxigenase dcido docosa-4,7,10,13,16,19-hexaendico 2.65 A VECCHIO et al., 2010.
3krk Acido araquiddnico ligado ao canal 4cido araquiddnico 240 A VECCHIO et al., 2010
ciclooxigenase da L531F q ) v ’
Composto 5C-S ligado no sitio acido (2S)-6,8-dicloro-2-(trifluormetil)-2H- H
3In0 ativo cromeno-3-carboxilico 220A WANG et al., 2010.
3Inl Celoxib ligado no sitio ativo 4—[5i(4—met11.fen11)—3—(tnﬂuonneu})—lH— 240 A WANG et al., 2010.
pirazol-1-il] benzenosulfonamida
. . acido (2S)-7-tert-butil-6-cloro-2- H
3mge SC-75416 ligado no sitio ativo (trifluormetil)- 2H-cromeno-3-carboxilico 2.80 A WANG et al., 2010.
3ntl Complexo naproxen:COX-2 dcido (ZS).—Z-(6—met9x1naftalen—2— 1.73 A DUGGAN et al., 2010.
il)propandico
Andlogo de 6-metiltionaproxen acido (2S)-2-[6-(metilsulfanil) naftalen-2- H
3ntb ligado na COX-2 il]propanéico 227 A DUGGAN et al., 2010.
COX-2 com o composto seletivo 4cido (2R)-6,8-dicloro-7-(2-metilpropoxi)-2- e
3ntg 23D-(R) (trifluormetil)- 2H-cromeno-3-carboxilico 2.19A WANG et al., 2010.
Complexo com o inibidor nao . ° KURUMBAIL et al.,
3pgh seletivo, flurbiprofen flurbiprofen 250 A 1996.
Complexo com o inibidor ndo . . ° KURUMBAIL et al.,
4cox seletivo, indometacin indometacin 2.90 A 1996.
5cox  Prostaglandina sintase-2 ndo inibida 3.00 A KURUI\II;; 9[21]“ etal,
6 Complexo com o inibidor seletivo, 1-fenilsulfonamida-3-trifluormetil-5- 2.80 10\ KURUMBAIL et al.,
CcoX SC-558 parabromofenilpirazol : 1996.
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Inicialmente, foram consideradas as estruturas que se apresentassem
complexadas com um ligante, seletivo ou ndao para COX-2, diferente do substrato natural da

enzima, o dcido araquidonico.

Dessa forma, foram selecionadas as estruturas: 1cx2, 1pxx, 3In0, 3Inl, 3mge,

3ntb, 3ntg, 3ntl, 3pgh, 4cox e 6cox, para as primeiras avaliacoes.

Tabela 3.2. Estruturas avaliadas e os residuos de aminodcidos mais frequentemente envolvidos em interagdes
com os compostos/farmacos no sitio ativo ciclooxigenase da COX-2.

Aminoacido B w| & [ ) &
S|ISIR|&E 2D DR 222 ENS| S NE |-
T — =Rl RN g |nn|n| 0 nlg|wn
Estrutura IO M| PR =R =B =[O <A

1cx2/SC-558

1pxx/diclofenaco

3In0/SD-8381

31In1/celoxib

3mqe/SC-75416

3ntl/naproxen

3ntb/6-metiltio-
naproxen

3ntg/D72

3pgh/flurbiprofen

4cox/indometacin

6¢cox/SC-558

A Tabela 3.2 apresenta, sinteticamente, quais sdo os residuos de aminoacidos
envolvidos em interagdes com o0s compostos/farmacos complexados nas estruturas
pesquisadas que demonstram serem importantes para o posicionamento e conformagdo

adotada pelos mesmos no sitio de ligagdo da enzima.

Paralelamente a andlise das interagOes, foi avaliada ainda a similaridade
estrutural entre os compostos/farmacos presentes nos complexos cristalograficos (Tabela 3.3)

e os ligantes estudados neste trabalho.
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Tabela 3.3 Férmula estrutural dos compostos complexados nas estruturas selecionadas da COX-2.

PDB

PDB

(cédigo) Composto Estrutura (cédigo) Composto Estrutura
Iex2 A \ﬂ/
6c0x SC-558 3ntl naproxen )/[\/\J;J ,

|
1pxx diclofenaco l\vj o 3ntb 6-metiltio
naproxen
Ao X
30 SD-8381 /J:/TV/T\ - 3ntg D72
I
3Inl celecoxib 3pgh flurbiprofen T})i
0, . 5.' = \7/
NN ¢ oy -
3mqe SC-75416 Y A \/j\ . 4cox indometacin JJ\ /[ \(—cH
L LTy

{

H

A inspecdo visual utilizando programas de visualizacdo molecular e a anélise

das interag¢des intermoleculares resultou na sele¢do da estrutura de cédigo pdb 1cx2 para ser

considerada como o receptor nos célculos de docking realizados. Um fator importante para a

escolha foi a similaridade estrutural entre o ligante SC-558 e os ligantes dos grupos 11 e 10.

Figura 3.1. Sobreposicdo das estruturas dos ligantes, SC-558 (em azul), 11a (em amarelo) e 10a (em laranja).
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Para os cdlculos realizados neste trabalho foi utilizada as coordenadas
tridimensionais da entrada pdb 1cx2, que estd representada na Figura 3.2, com suas hélices
numeradas. Esta representacio serd util na discussido dos resultados, por isso foi inserida no

comeco deste capitulo.

hélice 25 hélice 15 / hélice 16 hélice 3

hélice 29
hélice 21

¥ hélice 3

Figura 3.2 Representagdo em solid ribbon da estrutura do mondémero A, com as a-hélices identificadas, da
entrada lcx2.

3.2 Os ligantes

A seguir s@o apresentadas as trés familias de ligantes que foram consideradas
para os cdlculos de docking, obtidas por modelagem molecular, conforme descrito na Secdo

2.2.1 do Capitulo 2.

As estruturas tridimensionais dos ligantes 10a-f e as dos ligantes 11a-f, sdo

mostradas na Figura 3.3 e as dos ligantes derivados do composto Resveratrol na Figura 3.4.
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10f

Figura 3.3 Ligantes modelados dos grupos 10 e 11. O ligante 10a e 11a, em destaque, apresentam a numeragio
adotada para os dtomos dos ligantes e a identificacio dos centroides (A-C) dos anéis da estrutura.
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Resveratrol

Figura 3.4 Ligantes modelados a partir do composto Resveratrol. Em destaque, a numeragdo adotada para os
atomos dos ligantes e a identifica¢do dos centroides (A-B) dos anéis da estrutura.
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3.3 Os estudos de docking

Como descrito anteriormente, os ligantes estudados foram separados em grupos

baseado nas similaridades estruturais apresentadas entre eles.

A apresentacgao e discussao dos resultados obtidos para o docking destes segue
0 mesmo critério, pois como serd visto no decorrer do trabalho, a similaridade entre as
estruturas dos ligantes de um mesmo grupo repercute no tipo e frequéncia de interacdes

realizadas entre os mesmos e o sitio da proteina.

3.3.1 Redocking

Para a validag¢do dos parametros utilizados nos cédlculos de docking dos ligantes
foi realizado o redocking do ligante cristalografico, tendo sido obtidas as saidas, detalhadas e

discutidas no Apéndice A, e visualizadas na Figura 3.5, a seguir.

Referéncia Redocking RMSD (A)
SC-558Iredock1 1,39
SC-558Iredock? 1,42

SC-558 SC-558lIredock3 1,14
SC-558Iredock4 1,15
SC-558Iredock5 1,34

Figura 3.5 Visualizagdo das saidas (azul) obtidas no redocking do ligante SC-558 (laranja). Ao lado, os valores
de RMSD obtidos usando o ligante cristalografico como referéncia.

Nos célculos de redocking, para as cinco saidas programadas foram recriadas a
orientacdo do ligante original e os valores de RMSD apresentaram-se dentro dos valores
considerados adequados para esse tipo de validacdo (< 2 A), conforme demonstrado no

quadro da Figura 3.5.

Foi realizado ainda, o docking de trés inibidores seletivos de COX-2, a saber,

celecoxib, rofecoxib e valdecoxib, com o objetivo de se ter parametros de valores de escore
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para ligantes considerados como farmacos. Na Tabela 3.3 estdao descritos os valores de escore

obtidos para os coxibs e os valores de ICsy para COX-2 dos mesmos.

Tabela 3.4 Escores obtidos pelos coxibs e pelo ligante SC-558.

Ligante Escore (kcal.mol ™) ICs5¢ (M)
Celecoxib 76,39 0,04%
Rofecoxib 68,19 0,02%

Valdecoxib 69,80 0,005"

SC-558 81,21 0,0093¢

* Hankey (1999); ® Gierse et al. (2005); ¢ Kurumbail et al. (1996)

Na Figura 3.6, estdo representados os coxibs descritos na Tabela 3.4,
localizados no sitio ativo ciclooxigenase da COX-2. Todos se posicionam entre as a-hélices
13 e 26, com o anel contendo o grupo sulfonil adentrando o bolso lateral do sitio e o restante

da molécula posicionando-se longitudinalmente no sitio de ligagao.

celecoxib

rofecoxib

valdecoxib

Figura 3.6 Posicionamento dos coxibs: celecoxib, rofecoxib e valdecoxib, e do ligante SC-558 no sitio Cox da
COX-2 (representados em line ribbon)
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3.3.2 Resultados para o Grupo 10

Os ligantes do grupo 10 possuem a mesma estrutura bésica do ligante 10a,
variando somente o substituinte da posicdo para (H31) do anel benzénico ligado ao anel

central triazol da molécula.

Conforme mostrado na Figura 3.7, somente o ligante 10d apresentou
orientagdo diversa do restante do grupo. Deve ser ressaltado, no entanto, que a mudanca de
orientagdo em relacdo ao restante do grupo deve ter implicacdo direta com os menores valores

de escore e o maior ICsg relacionado ao ligante.

Figura 3.7 Visualizacdo da sobreposi¢cdo das poses do grupo 10 selecionadas para avaliacdo das interacdes
intermoleculares (a direita). A estrutura base dos ligantes esta representada a esquerda para referéncia.

Na Tabela 3.5 estdao descritos os valores médios dos escores obtidos por cada

ligante do grupo, bem como os valores de ICsy para COX-2 destes.

Tabela 3.5 Escores obtidos pelos ligantes do grupo 10.

Ligante Escore I1Csy (uM)? Estrutura
N=—N
N/
10a 62,49 0,15 2 7 O
Hsc/s\\
e}

N=—N

/
N
10b 50,20 2.5 %
S CH,
HsC \\
(¢]
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Tabela 3.5 Escores obtidos pelos ligantes do grupo 10.

Ligante Escore I1Csy (uM)? Estrutura

N=—N

/
N
10c 52,62 2,5 % oy
HeC \\ ©
[¢]
N=—=N
/
10d 48,04 >10 q 7 O s
HsC~ ‘\\ \
o CH,
N=—N
/
10e 55,79 0,19 o\\ 7 Q
HyC™™ \\ “
[e]

N=—N

/
N
10f 63,17 0,21 0\\
Hse™

\
o

 Dados obtidos de Wuest et al (2009)

Nos célculos de docking, os ligantes 10a, 10b, 10c, 10e ¢ 10f, posicionaram-se
transversalmente no sitio ciclooxigenase da COX-2 entre as hélices 13 e 26, com o anel
metilsulfonilfenil posicionado no bolso lateral do sitio ciclooxigenase e a porcao 4-fenil-1,2,3-

triazol posicionada na dire¢do da regido inicial do sitio, logo acima dos residuos Argl20 e

Tyr355 (Figura 3.8A).

Figura 3.8 Posicionamento dos ligantes do grupo 10 no sitio Cox da COX-2. (A) ligantes 10(a, b, c, e, f). (B)
ligante 10d.
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A molécula 10d, conforme mostrado na Figura 3.8B, apresentou variacdo no
posicionamento em relacdo aos outros ligantes do grupo. O anel metilsulfonilfenil ficou
localizado no bolso lateral, muito préximo ao furn que "fecha" o acesso lateral ao sitio, com a

porcao fenil-triazol disposta paralelamente as hélices 13 e 26, na regido central do sitio Cox.

A descricdo das interagdes realizadas com o sitio de ligacdo, por cada um dos

ligantes do grupo, estd detalhada no Apéndice B.

Pela anélise realizada, acredita-se que a ndo presenca de interacdes entre O
ligante 10d e os residuos glutamina 192, leucina 352 e serina 353, pode ser o motivo para o
menor valor de escore obtido, quando comparado com os demais ligantes do grupo, e ainda,

pelo alto valor de ICs associado ao mesmo.

Na Tabela 3.6 estdo descritos os aminodcidos frequentemente envolvidos nas

interacoes realizadas entre o sitio receptor ciclooxigenase e os ligantes do grupo 10 estudados.

Tabela 3.6 Ligantes do grupo 10 e os residuos de aminodcidos mais frequentemente envolvidos em interagdes
no sitio ciclooxigenase da COX-2 com seus respectivos valores de escore (- kcal.mol ™).

Aminoacido
AR I AR AR
Tl | Rl g|ole| e |G| b v Escore
Ligante > - = ™ 7~ T ™ T -~ B o e O < T [~ ) |
10a 62,49
10b 50,20
10c 52,62
10d 48,04
10e 55,79
10f 63,17

Para os ligantes do grupo 10, merece destaque ainda, o aspecto relacionado
com a consequéncia da inclusdo de grupos volumosos na estrutura base. A mudanca de
orientagdo e posicionamento do ligante 10d pode ser explicada, em nivel molecular, pela falta
de espaco disponivel (impedimento estérico) na regido inferior do sitio identificada pelos
residuos metionina 113, valina 116, leucina 117 e leucina 359, logo acima da regido de
constricdo que da acesso ao sitio ciclooxigenase da COX-2, para abrigar o aumento no
comprimento da molécula do ligante e o volume do grupo dimetilamina, e ainda manter as

interacdes que posicionam e definem a conformacao dos outros ligantes do grupo.

Na Figura 3.9 sdo apresentadas as moléculas do grupo 10, e seu

posicionamento geral dentro do sitio ativo da proteina.
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bolso lateral

AN

Figura 3.9 Visualizagdo das poses dos ligantes do grupo 10 no sitio de ligacdo. As estruturas dos ligantes estdo
representadas em stick com os dtomos de carbono em amarelo. A superficie de van der Waals dos residuos
envolvidos no "encaixe" estd representada levando-se em considerac@o os dtomos presentes nas estruturas, sendo
que a superficie dos residuos que encontram-se acima da regido de "encaixe" foram omitidas para facilitar a
visualizacdo.

Nos célculos de docking realizados para o grupo 10, toda mudanga na
estrutura base de modo a promover o aumento do comprimento da molécula, implicou em
perda de qualidade nas interacOes envolvendo os sistemas © dos anéis A e C, demonstrando,
como consequéncia observdvel, mudancas nas distancias e nos angulos dessas interacoes,

como demonstrado no Apéndice B.

Os escores obtidos (Tabela 3.5) corroboram para a percep¢do de que a
qualidade das interagdes com os sistemas m € importante para a estabilidade do complexo
formado ao relacionarem o menor valor de escore com a estrutura de maior comprimento e de

modo contrério, o maior valor de escore com a estrutura de menor comprimento.

Na andlise dos valores de ICsy em relacdo a extensdo molecular, a situagao
anterior € reforcada ao correlacionar os menores valores de ICsy as moléculas menos extensas,
os valores intermedidrios as moléculas com os grupos substituintes de tamanho intermedidrio,
metil e metoxi, e os valores maiores a molécula com o grupo substituinte de maior volume, o

dimetilamina.
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3.3.3 Resultados do Grupo 11

Os ligantes do grupo 11 apresentam os mesmos grupos substituintes do grupo
anterior (grupo 10) ligados na sua estrutura base na posi¢do do hidrogénio 31, no entanto, a
ligacdo dos anéis benzénicos nas posi¢des 1 e 5 do nucleo triazol faz com que a geometria dos

mesmos seja alterada.

Todos os ligantes desse grupo apresentam estrutura quimica, geometria e
conformag¢do muito similar a do ligante SC-558 e dos coxibs: celoxib, rofecoxib e valdecoxib.
Esse fato denota a percepg¢ao inicial de que os mesmos devem se orientar no sitio de ligagdo
da enzima de modo semelhante ao dos coxibs, o que foi confirmado pela visualizacdo dos

calculos de docking realizados.

Figura 3.10 Visualizagdo da sobreposi¢cdo das poses do grupo 11 selecionadas para avaliacdo das interacdes
intermoleculares (a direita). A estrutura base dos ligantes esta representada a esquerda para referéncia.

Conforme demonstrado na Figura 3.10, todos os ligantes do grupo 11 adotaram
orientagdo no sitio de ligagdo e conformacdes similares entre si. Essa mesma relacdo de

similaridade foi encontrada para os escores obtidos pelos cdlculos de docking.

Na Tabela 3.7 estdo descritos os valores médios dos escores obtidos por cada

ligante do grupo, bem como os valores de ICsy para COX-2 dos mesmos.
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Tabela 3.7 Escores obtidos pelos ligantes do grupo 11.

Ligante Escore ICsy (uM)? Estrutura
O
H3C\S//
.
(o]
N
~
11a 68,18 0,81 .)N\\>N
o]
H3C\S//
o//
N N\\N
11b 72,39 0,78 i/
H;C
o]
H3C\S//
.
(o)
N N\\N
11c 74,49 0,83 ﬁ
HiC iy
o]
H3C\S//
L
(o)
N N\\N
11d 74,99 0,84 i/
HaCe
\
CH,
o]
H3C\S//
L
(o)
N N\\N
11e 71,03 0,70 ﬁ
Cl
o]
ch\s//
2ol
(6]
N N\\
11f 68,47 0,91

%

? Dados obtidos de Wuest et al. (2009)
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Na Figura 3.11 é apresentado o posicionamento dos ligantes do grupo 11 no

sitio cicloxigenase da COX-2.

Figura 3.11 Posicionamento dos ligantes do grupo 11 no sitio ciclooxigenase da COX-2.

A descricdo das interagdes realizadas com o sitio de ligacdo, por cada um dos

ligantes do grupo, estd detalhada no Apéndice C.

A andlise dos resultados encontrados permitiu observar que os ligantes desse
grupo apresentam poses muito semelhantes entre si, com o grupo aril metilsulfonilfenil
posicionado no bolso lateral do sitio ciclooxigenase da COX-2 e a porcao 4-fenil-1,2,3-triazol

ocupando a extensao vertical do mesmo.

Essa orientacdo ¢ muito similar a adotada pelo ligante SC-558 e os coxibs:
celecoxib, rofecoxiv e valdecoxib, farmacos com historico de eventos relacionados a

complicagdes cardiovasculares, conforme citado anteriormente.

Estudos realizados com celecoxib e valdecoxib, compostos classificados como
diaril heterociclicos como os ligantes do grupo 11, demonstraram que esses compostos
possuem alta afinidade pela COX-2 e podem se ligar muito rapidamente ao sitio ativo de

forma tempo reversivel (HOOD et al., 2003). E que, os grupos sulfonil, sulfona e sulfonamida
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ligados e essa classe de compostos tendem a ocupar o bolso lateral do sitio ativo da enzima

(HANKEY, 1999).

Na tabela 3.8 encontram-se relacionados os residuos de aminodcidos do sitio
ciclooxigenase mais frequentemente envolvidos em interacdes com os ligantes do grupo 11

estudados, e ainda, com os compostos SC-558 e celoxib.

Tabela 3.8 Ligantes do grupo 11 e os residuos de aminodcidos mais frequentemente envolvidos em interagdes
no sitio ciclooxigenase da COX-2 com seus respectivos valores de escore (- kcal.mol ™).

Aminoacido - ~
= N n W vy n en —
2 S O - - T - P R Escore
. & - 7)) b b = & > -
Ligante
1¢x2/SC-558 81,21
3Inl/celoxib 76,39
11a 68,18
11b 72,39
11c 74,49
11d 74,99
1le 71,03
11f 68,47

A andlise comparativa entre os residuos que interagem com os ligantes do
grupo 11 e aqueles que interagem com o SC-558 e o celoxib, remetem a percep¢ao de que a
interacdo com o residuo leucina 531 pode ser importante para definir maior poténcia a essa

classe de compostos.

Diferentemente do observado para o grupo 10, no grupo 11, a inclusido de
substituintes com maior tamanho/volume na estrutura molecular base dos ligantes nao alterou

de modo significativo os valores para o ICsy apresentado pelos mesmos (Tabela 3.7).

Em nivel molecular, a pequena variacao nos valores para o ICsp em func¢do das
alteracdes na estrutura base, pode ser explicada levando-se em consideragdo o modo como os
ligantes do grupo se posicionam e se orientam dentro do sitio de ligacdo (Figura 3.12) e as

interagdes envolvidas.

Conforme demonstrado no Apéndice C, as principais interacdes observadas,
responsaveis pelo posicionamento dos ligantes do grupo 11, estdo presentes na por¢ao

metilsulfonilfenil, inserida no bolso lateral do sitio ciclooxigenase da proteina.
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Como as substituicdes, nesse grupo de ligantes, ocorrem no anel benzénico
posicionado longitudinalmente no sitio ciclooxigenase, mesmo quando as mesmas provocam
pequenos deslocamentos na molécula devido a falta de espagco (impedimento estérico) na
parte superior do sitio para acomodar grupos substituintes extensos e/ou volumosos, como no
caso do ligante 11d, esses deslocamentos ndo sdo suficientes para comprometer a qualidade
das interacdes mais importantes para a estabilidade dos ligantes no sitio de ligacdo,
localizadas no bolso lateral. Esta situacdo ficou evidenciada pela ndo presenga de variacdes
significativas nas distncias e angulos da ligacdo CH...n no anel A e pela manuten¢do das
ligacdes de hidrogénio NH..O e CH...O em todos os complexos formados conforme

demonstrado no Apéndice C.

Na Figura 3.12 sdo apresentadas as moléculas do grupo 11 sobrepostas, e o

posicionamento das mesmas dentro do sitio ativo Cox da proteina.

RN

Figura 3.12 Visualizagdo das poses dos ligantes do grupo 11 no sitio de ligacdo. As estruturas dos ligantes estdo
representadas em stick com os dtomos de carbono em amarelo. A superficie de van der Waals dos residuos
envolvidos no "encaixe" estd representada levando-se em consideragc@o os 4tomos presentes nas estruturas, sendo
que a superficie dos residuos que se encontram acima da regido de "encaixe" foi omitida para facilitar a
visualizacdo.
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3.3.4 Resultados para o Grupo R

O grupo R, o grupo dos andlogos do resveratrol que apresentam atividade
inibitéria para COX-2 conforme o trabalho de Kang et al. (2009), é o mais extenso e

diversificado dentre os grupos estudados.

A demonstracdo das interac¢des realizadas com o sitio de ligac¢do, por cada um

dos ligantes do grupo, estd detalhada no Apéndice D.

Figura 3.13 Visualizagdo da sobreposi¢do das poses do grupo R selecionadas para avaliagdo das interagdes
intermoleculares (a direita). A estrutura do Resveratrol esta representada a esquerda para referéncia.

Todos os compostos do grupo R, classificados quimicamente como estilbenos,
ou diariletenos, apresentam dois grupos fenila ligados a cada um dos carbonos da ligacdo
dupla trans do eteno, diferentemente dos grupos anteriores que apresentavam dois grupos

fenila ligados a um anel triazol.

Embora os ligantes desse grupo apresentem uma diversidade maior de
substituintes, duas orientagdes basicas foram encontradas para o grupo (Figura 3.13), sendo
que, somente dois ligantes apresentaram orientacdo diversa dos demais. Isso pode estar
relacionado com a dupla substituicdo por grupos metoxi nas posicoes 3 e 5 de um dos anéis,
conforme demonstrado na avaliacdo das interagdes realizados por esses ligantes com o sitio de

ligagdo presente no Apéndice D.
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Nos calculos de docking realizados, os ligantes 1H6 ¢ 6H14, posicionaram-se
transversalmente (Figura 3.14B) no sitio ciclooxigenase da COX-2 entre as a-hélices 13 e 26,
com o grupo substituinte da posicdo 4 do anel benzénico localizado na por¢do superior do
sitio, préximo aos residuos tirosina 385 e serina 530 e, com o outro anel, onde estdo presentes

os substituintes metoxi nas posi¢des 3 e 5, direcionado para a a-hélice 2 do MBD.

Figura 3.14 Posicionamento dos ligantes do grupo R no sitio ciclooxigenase da COX-2. (B) ligantes 1H6 e
6H14. (A) demais ligantes do grupo.

As demais moléculas do grupo localizaram-se entre as a-hélices 13 e 26, com
um dos anéis ocupando o bolso lateral do sitio e com o outro posicionado na parte inferior do
mesmo, proximo a constri¢do que faz divisa com o canal do MBD (Figura 3.14A). Dessas
moléculas, somente o ligante 1M13, ndo apresenta os substituintes hidroxi nas posi¢oes 3 e 5
do anel inserido no bolso lateral do sitio ciclooxigenase da COX-2. A presenca desses

substituintes demonstra ser o que determinou o posicionamento desses ligantes.

Na Tabela 3.9 estdo descritos os valores dos escores obtidos por cada ligante

do grupo, bem como os valores de ICsy para COX-2 dos mesmos.

Embora o trabalho de Kang et al. (2009), ndo contemple a molécula do
resveratrol como um dos ligantes testados pelo grupo, foram realizados os célculos de
docking para a mesma com o objetivo de se ter um referencial de escore associado aos niveis

de inibi¢cao que ela apresenta em relacdo a COX-2.
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Tabela 3.9 Escores obtidos pelos ligantes do grupo R.

Ligante Escore ICsy (uM)? Estrutura

IM13 48,14 0,47
HO
Resveratrol 51,82 0,99 +0,40 . O

CH,
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OH
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Tabela 3.9 Escores obtidos pelos ligantes do grupo R.

Ligante Escore ICsy (uM)? Estrutura

HO, CHs CH,
O/
2M7 49,09 12,8 O
HO o—"Cts
OH
o]
@]

OH
CH,
10E2 54,18 17,7
Hs

CH

10M2 50,51 2,54

-

H

-

H

HO, C

2E16 51,84 2,20 O

HO

CH,
AN
CH;

OH

CHs
16E2 47,67 14,8 N
H3C/

OH

OH

CHs
15E2 58,34 3,30
Ol

 Dados obtidos de Kang et al. (2009)

H

A anadlise detalhada da Tabela 3.9 ndo permitiu estabelecer relagdes claras entre
os valores de escore e as concentracOes de inibicdo. A diversidade de posi¢des para
substituicdo, e de grupos substituintes, pode ser o motivo para a dificuldade em se determinar

essa relacdo.

Outra possibilidade pode ter relacdo com a dificuldade que as funcdes fitness
tém para determinar a pose correta para ligantes que apresentam atividade de inibicdo em

concentragdes proximas ou superiores a 1,0 uM (KITCHEN et al., 2004).

Na tentativa de minimizar essa dificuldade, foi levado em consideragao, para a
escolha das poses analisadas, principalmente, a complementaridade atdmica entre ligante e o
sitio de ligacdo, a percentagem de repeticao nos cdlculos de docking e a representatividade do
modo de ligacdo da saida escolhida em relacdo a série de compostos estudados, conforme

proposto por Vega-Teijido; Caracelli; Zukerman-Schpector (2006).
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Em virtude do exposto, a andlise em nivel molecular, das interagdes e as
possiveis relacdes com as concentragdes para inibi¢do (ICsp) da COX-2 foram realizadas
através da comparacdo das caracteristicas de ligacdo apresentadas entre as moléculas com

grupos substituintes similares.

Para os ligantes do grupo R, embora ndo tenha sido possivel determinar com
clareza, para todos os ligantes, o efeito das substitui¢des por grupos de maior volume na
estrutura base, de modo geral, as que ocorrem na posi¢do terminal da estrutura base, posi¢ao 4
dos anéis benzénicos, demonstram ter menor importancia para a definicdo da pose

apresentada pelo ligante.

Para os ligantes que adotam pose similar a do resveratrol, a explicagdo para
essa observacdo, deve-se ao fato de ndo haver impedimento estérico no bolso formado pelos
residuos metionina 113, valina 116, leucina 117 e leucina 359 (Figura 3.15), para acomodar

os grupos substituintes terminais, posi¢do 4 do anel benzénico.

R

Figura 3.15 Visualizac@o das poses dos ligantes do grupo R no sitio de ligagdo. As estruturas dos ligantes estdo
representadas em stick com os dtomos de carbono em amarelo. A superficie de van der Waals dos residuos
envolvidos no "encaixe" estd representada levando-se em considerac@o os dtomos presentes nas estruturas, sendo
que a superficie dos residuos que se encontram acima da regido de "encaixe" foi omitida para facilitar a
visualizacdo.
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Para os ligantes, 1H6 ¢ 6H14, que apresentam pose diferenciada em relagao
aos outros ligantes do grupo, a explicagdo para tal contempla as substitui¢des laterais nas
posicdes 3 e 5 do anel benzénico. O aumento no volume lateral do anel provocado pela
presenca dos grupos metoxi nessas posi¢des, provocou a mudanca de posicionamento desses
ligantes, por nao haver espaco (impedimento estérico) para acomodar os grupos substituintes,
na orientagcdo adotada pelos demais ligantes, nem no bolso lateral do sitio Cox formado pelos
residuos leucina 352, serina 353, tirosina 355, fenilalanina 518 e valina 523, nem no bolso
formado pelos residuos metionina 113, valina 116, leucina 117, leucina 359 e leucina 531, na

parte inferior do sitio (Figura 3.15).

Quanto a relacdo entre a presenca do grupo substituinte, interagdo com o sitio e
concentracdes de inibi¢do (Tabela 3.9), alguns grupos substituintes demonstraram ndo agregar
valores para a estabilizacdo do complexo quando estdo presentes. O caso mais claro disso € o
do grupo nitro presente nas estruturas 2H14 e 6H14. Nas duas situacdes testadas, o grupo
substituinte provocou mudancas na conformagao das moléculas que prejudicaram a formacao
de ligacdes de hidrogénio entre o ligante e o sitio de ligacdo, quando comparados com o0s

complexos formados para o resveratrol e o ligante 1H6, respectivamente.

Outra substituicao que nao demonstrou melhorar as condi¢des para a formacao
do complexo foi a presenca do dtomo de fldor no anel dos ligantes 10M2 e 10E2. Nos dois
casos, ndao foram observadas interacOes importantes envolvendo esse dtomo sendo que, nas
saidas obtidas pelos calculos de docking a presenca deste em posi¢des invertidas no anel em
relacdo ao sitio ndo apresentaram diferenciacdo clara nos valores de escore obtidos. As
diferencas nos valores de inibicdo entre os dois ligantes foram relacionadas com as mudancas
na conformagdo dos ligantes em fun¢do da presenca dos radicais metila e etila no carbono C7

dos ligantes.

A presenga do grupo substituinte metoxi na posicao 4, para os ligantes 2HS e
SM2, e posicao 3 e 4, para os ligantes 2H7 e 2M7, do anel benzénico, demonstram pela
andlise dos valores de ICsy dos mesmos (Tabela 3.9), que ndo sdo favordveis para a
estabilizacdo do complexo. Embora ndo tenha sido possivel definir, com clareza, os motivos
para isso, na visualiza¢ao das saidas dos calculos de docking desses ligantes, uma diversidade
maior de conformacdes dos anéis onde estdo presentes os grupos metoxi foi encontrada, em
comparacdo com os demais ligantes. Se for considerado que, a presenca de diversas

conformagdes para um determinado ligante pode ser um forte indicativo de falta de interacdes
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especificas entre ele e o sitio de ligacao, temos uma explicagdo razodvel para as concentragdes

de inibi¢ao apresentada por esses ligantes.

Quanto a presenga de grupos metila e etila ligados aos carbonos do eteno, a
compara¢do dos complexos formados para os ligantes 1M2 e 2M1 com o complexo formado
para o resveratrol, indicam que a presen¢a do grupo metila impde mudancas na conformagao
dos mesmos que determinam perda de qualidade nas interagdes com os anéis, em especial as
interacdes cdtion...nt. Para os complexos 10M2 e 10E2, ja citados acima, a troca do grupo

metila pelo etila ndo favoreceu as interacdes com o sitio de ligacdo.

Dessa forma, de modo geral, tem-se a percep¢do de que as substitui¢des pelo
grupo metila ou etila no local R2 da molécula base ndo apresentam beneficios claros para a
estabilizacdo dos complexos formados entre os ligantes estudados e o sitio de ligacdo da

COX-2, quando comparados com complexos similares.

Tabela 3.10 Ligantes do grupo R e os residuos de aminoacidos mais frequentemente envolvidos em interagdes
no sitio ciclooxigenase da COX-2 com seus respectivos valores de escore (- kcal.mol ™).

w" g é § % ﬁ § : 5 a E E a : § § Escore 1Cs
Ligante Tl || O = ||~ || <R ||| @[ (nM)
1IM13 48,14 0,47
1H6 54,76 0,82
Resveratrol 51,82 0,99 + 0,40
1M2 52,08 1,57
2M16 47,46 1,74
2M1 47,33 1,78
2E16 51,84 2,20
10M2 50,51 2,54
15E2 58,34 3,30
6H14 47,20 5,94
2M7 49,09 12,8
16E2 47,67 14,8
SM2 57,62 16,0
10E2 54,18 17,7
2H5 55,32 19,6
2H7 58,15 21,3
2H14 55,29 31,6

A andlise da Tabela 3.10, assim como anteriormente relatado para a Tabela 3.9,
ndo permitiu estabelecer relacdes claras entre os residuos de aminodcidos envolvidos em

interacdes, os valores de escore e as concentragdes de inibicdo apresentadas pelos ligantes.
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Como discutido anteriormente, esse fato pode estar relacionado com a diversidade de
substituintes e de posicoes de substitui¢des envolvendo os ligantes do grupo R. No entanto, é
possivel perceber que os residuos, histidina 90, arginina 120, leucina 352, tirosina 355,
arginina 513, fenilalanina 518 e leucina 531, de modo geral, denotam serem importantes para

se estabelecam as interagdes entre os ligantes desse grupo e o sitio ciclooxigenase da COX-2.

3.3.5 Resultados para o Resveratrol

Figura 3.16 Principais interacGes entre o resveratrol (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.

A molécula do resveratrol estd incluida no grupo de ligantes R que se
posicionam entre as o-hélices 13 e 26, ocupando o bolso lateral do sitio com o anel
substituido nas posi¢des 3 e 5 com grupos hidroxi, e com o outro anel ocupando a parte
inferior do sitio Cox, préximo ao bolso formado pelos residuos metionina 113, valina 116,
leucina 117 e leucina 359, logo acima da constricdo que faz divisa com o canal do MBD, e

representa uma boa aproximacao das interacdes e conformagdes encontradas para 0s mesmos.

Entre as principais interagdes que a molécula apresenta com o sitio de ligacao

estdo duas ligacdes de hidrogénio NH...O entre os dtomos HH11 do residuo arginina 513 e
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HE?2 da histidina 90 com o dtomo O2 do resveratrol. Ligacdes de hidrogénio dessa natureza

apresentam forte caréter eletrostatico pela presenca dos grupos carregados participantes.

Apresenta ainda, uma liga¢do de hidrogénio OH...O entre os dtomos OE1 da
glutamina 192 e H27 do resveratrol, duas ligagdes CH...O entre os dtomos H18 e O3 do
resveratrol e os dtomos OH e HD13 da tirosina 355 e leucina 531, respectivamente, e duas
interacdes cation...w entre o residuo arginina 120 (ditomos NH1 e NH2) e o sistema © do anel

B representado por seu centroide, com distancias de 3,42 Aed12A, respectivamente.

3.3.6 Aintera¢do CH...m com a serina 353

Conforme demonstrado no Apéndice D, dentre os ligantes do grupo R,
somente o ligante 1M13 (ICsyp = 0,47 uM) apresentou a interacdo CH...n entre o sistema © do

anel A e o residuo serina 353.

Entretanto, embora presente no complexo formado para o ligante 1M13, a
interacdo CH...n descrita ndo apresenta os melhores valores para os parametros geométricos
definidos para esse tipo de ligacdo. Mesmo com o dtomo HA da serina 353 apontado
diretamente para o centroide do sistema 7, a inclinag¢do da ligacdo € desfavordvel em relacdo

ao plano do anel.

Essa interacdo, presente nos complexos formados para todos os ligantes dos
grupos 10 e 11 que apresentam baixos valores de ICs), demonstra ser importante para

estabilizar o posicionamento do ligante entre as a-hélices 13 e 26.

Na tentativa de posicionar o ligante em um espago no interior do sitio Cox que
promova melhores valores para os parametros geométricos da ligagcdo, quatro novos ligantes
foram modelados e testados com o objetivo de se determinar as alteracdes em nivel molecular

e os escores associados aos cdlculos realizados.
Foi utilizado como estrutura base para os ligantes modelados, o ligante 1M13.

Para promover o deslocamento do ligante modelado em direcdo ao espago
inferior do sitio Cox, formado pelos residuos metionina 113, valina 116, leucina 117, leucina
359 e leucina 531, e consequentemente posiciond-lo melhor em relacdo a ligacdo CH...w, o
grupo trifluormetil foi substituido pelo grupo triclorometil no ligante 1M_CL3 e pelo grupo

metilsulfonil no ligante 1M_SM. Duas variacdes desses ligantes, sem o grupo metila,
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1H_CL3 e 1H_SM, também foram modeladas com o objetivo de observar a influéncia da

metila no posicionamento e nos valores de escore desses ligantes.

Os parametros geométricos envolvendo aos dtomos HA e CA da serina 353 e
os sistemas © do anel, foram discriminados na Tabela 3.11, pois demonstram ter relagdo com

os valores de escore obtidos.

Tabela 3.11 Comparacio entre valores de escore dos ligantes teste e do ligante 1M13.

Ligante Escore nga(i';(; tf?\fl?i?(gAmn o ® (Iu(lj\f[“)

1IM13 48,14 2,66 170° 33,5° 0,47
IM_CL3 52,16 2,49 169° 28,4° -
IM_SM 58,94 2,51 164° 26,9° -
1H_CL3 58,93 2,71 166° 26,7° -
1H_SM 61,97 2,34 168° 16,1° -

A andlise das saidas dos célculos de docking representadas nas Figuras 3.17-
3.20 demonstra que existe uma relacdo entre a qualidade da ligacdo CH...w e a estabilidade do
complexo formado, conforme demonstrado pelos valores de escore obtidos. Todos os ligantes

modelados apresentaram melhorias em relacdo aos parametros que definem a ligacdo CH...m.

Figura 3.17 Principais intera¢des entre o ligante 1M_CL3 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Figura 3.18 Principais intera¢des entre o ligante 1IM_SM (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas intera¢des
(representadas em tracejado) foram omitidos.

Figura 3.19 Principais interacdes entre o ligante 1H_CL3 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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1352 / ~-/Y¥355

Figura 3.20 Principais interacdes entre o ligante 1H_SM (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.

Acredita-se que a presenca da interacdo CH...n da maneira descrita para os
complexos dos grupos 10 e 11 e para o ligante 1M 13, posicione o ligante de forma a permitir
a realizagdo de outras interacdes importantes com os residuos: histidina 90, arginina 120,

leucina 352, tirosina 355 e arginina 513, observadas na maioria dos complexos citados.

Nas simulagcdes realizadas, os escores associados aos complexos formados
indicam que essas interagdes foram facilitadas quando o grupo metila ndo estava presente no
carbono da ligacao dupla do eteno, como observado para os ligantes 1H_CL3 e 1H_SM, que
apresentam melhores escores quando comparados, respectivamente, com os ligante 1M_CL3

e IM_SM.

Esses resultados reforcam a percepcdo anterior de que a substituicio do
hidrogénio por grupos maiores na posi¢do R2 ndo favorece energeticamente, de modo geral, a

formacdo do complexo ligante/enzima.

A analise das interagdes encontradas no complexo do ligante 1H_SM: ligacdo
CH...n com o residuo serina 353, ligacdes CH...O envolvendo os residuos leucina 352 e

tirosina 355, ligacdes NH...O envolvendo os residuos histidina 90 e arginina 513, ligacdo
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cation...mt envolvendo o residuo arginina 120, o maior valor de escore calculado dentre os
ligantes testados, indicam que, possivelmente, esse ligante, sendo sintetizado, deva apresentar

boa atividade inibitéria para COX-2 in vitro.
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CAPITULO 4

Conclusoes
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Os estudos realizados, por calculos de docking, para os complexos formados
entre a proteina COX-2 e os ligantes dos grupos 10, 11 e R, permitiram inferir algumas

observacgdes comuns aos ligantes estudados.

Para os ligantes do grupo 10, conforme mostrado e discutido na Secdo 3.3.2 e
Apéndice B, a substituicio do hidrogénio 31 pelo grupo dimetilamina na estrutura base
(ligante 10a), nao favoreceu a melhor orientacdao para o ligante 10d, quando comparado ao
restante do grupo. Nos complexos formados nos célculos de docking para os ligantes desse
grupo, a principal consequéncia do aumento na extensdo das moléculas, devido as
substituicdes na posi¢do 31, foi a perda de qualidade nas interagdes entre os sistemas m de

seus anéis e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima, nas poses apresentadas.

Embora, para o grupo 11, essas substituicdes na posicdo 31 tenham
apresentado muito pouca interferéncia nas interagdes realizadas com os anéis dos ligantes,
deve ser considerado que, de modo geral, substitui¢des por grupos ou atomos volumosos, nas

posicdes realizadas nas estruturas base estudadas nao favoreceram a qualidade das interagdes.

Para o grupo R, na posicao R2, substitui¢des por grupos maiores/volumosos
ndo demonstraram serem favordveis a conformacgdo adotada e as interagdes entre os sistemas

© dos anéis dos ligantes e os residuos de aminoacidos do sitio ativo.

As interacdes envolvendo o sistema m dos anéis dos compostos estudados
apresentam papel determinante para as conformagdes adotadas pelos mesmos no sitio de
ligacdo ciclooxigenase da proteina, sendo que, a interacdo CH...n envolvendo o residuo serina
353 demonstra ser importante para o estabelecimento de intera¢des, no bolso lateral do sitio

Cox, favordaveis energeticamente a formagao do complexo enzima/inibidor.

Os ligantes estudados tendem a se posicionar entre as a-hélices 13 e 26, com
um dos substituintes aril posicionado no bolso lateral do sitio ciclooxigenase da COX-2, o
metilsulfonilfenil para os grupos 10 e 11 e o 3,5-dihidroxifenil para o grupo R, sendo que,
para os ligantes que apresentam conformacao estendida, grupo 10 e grupo R, o substituinte
aril, oposto ao localizado no bolso lateral do sitio Cox, tende a ocupar o bolso formado pelos
residuos metionina 113, valina 116, leucina 117, leucina 359 e leucina 531, na parte inferior
do sitio, em sua porg¢ao inicial, préximo a regido de constricdo que separa o sitio Cox do canal

formado pelas a-hélices do MBD.

Para os ligantes estudados, a andlise visual das poses obtidas mostra que, a

presenca de interagdes entre o sistema  de um dos anéis aromaticos dos mesmos € o residuo
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serina 353, acompanhadas de outras interacdes que envolvam pelo menos quatro dos
seguintes residuos, a saber: histidina 90, arginina 120, leucina 352, tirosina 355, arginina 513
e valina 523, simultaneamente, sdo um indicativo de uma possivel inibicdo da atividade

ciclooxigenase da enzima COX-2 pelo composto.

Os dados apresentados nas Tabelas 3.6, 3.8 e 3.10, reforcam a percepcao
descrita acima ao mostrar que estes aminodcidos apresentam-se frequentemente envolvidos
nas interagdes com os ligantes que tem os mais baixos valores, determinados

experimentalmente, de ICsp.

Outro ponto que deve ser destacado na andlise dessas tabelas, esta relacionado
a frequéncia de interacdes envolvendo os residuos polares, histidina 90, arginina 120, tirosina
355 e arginina 513 nos complexos formados, indicando que as interacdes eletrostdticas sao
importantes para a definicdo das poses apresentadas pelos ligantes estudados, ainda que em

um sitio predominantemente hidrofébico.

Diante do exposto, acredita-se que os objetivos propostos neste trabalho
tenham sido alcancados, ao proporcionar explicacio e entendimento das principais
caracteristicas moleculares e estruturais favordveis para a formacdo dos complexos proteina-
ligantes estudados, a melhor orientagdo geral para os mesmos no sitio ciclooxigenase da
COX-2 e, os principais mecanismos envolvidos na capacidade inibitéria apresentada pelos

ligantes identificados por baixos valores de ICsp.

Considerando-se que efeitos colaterais podem estar relacionados com as
caracteristicas estruturais e conformacionais da molécula utilizada como farmaco, entende-se
que os resultados descritos sdo de singular importancia, pois favorecem a percep¢cao de que
outras moléculas, ndo similares as utilizadas comercialmente, podem apresentar bons

resultados quanto a especificidade e capacidade de inibi¢do da COX-2.
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Nesta secao estao descritos os resultados de redocking.

Como mencionado no Capitulo 2, o processo redocking é aquele onde o
pesquisador determina os parametros necessarios para reconstruir o complexo selecionado do

PDB.

Pelos escores de redocking obtidos € possivel observar se os ligantes testados
se acomodam no sitio receptor da proteina de forma igual, melhor ou pior que o ligante

original.
Foram realizadas duas avaliagdes:

(a) a primeira descreve as interacdes do complexo 1cx2 original;
(b) a segunda, as interacdoes do redocking com os parametros de docking

utilizado no trabalho.

Complexo SC 558/1cx2

Tabela A.1 Interagdes do ligante SC 558 no complexo pdb 1cx2.

Atomo do Ligante Dis(tgr)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgr)lcia Atomo do Residuo
:SC 558:BR1 3,09 :GLY526:HA2 :SC 558:H2 2,24 :TYR355:0H
:SC 558:BR1 2,83 :TRP387:HZ2 :SC 558:H3 2,65 :HIS90:NE2
:SC 558:BR1 2,58 :TYR385:HE2 :SC 558:H9 2,51 :VAL523:0

:SC 558:F1 2,54 :VAL349:HG13 :SC 558:01 2,43 :ALAS516:HB1
:SC 558:F2 2,44 :LEU531:HD13 :SC 558:01 2,60 :PHES518:HD1
:SC 558:F3 2,12 :TYR355:HE2 :SC 558:01 2,30 :VAL523:HG23
Ligacao de hidrogénio
:SC 558:F3 2,44 :ARG120:HH11
:SC 558:HN31 2,26 :ARG513:NH1
:SC 558:HN32 2,21 :HIS90:NE2
:SC 558:N3 2,27 :HIS90:HE2
Centroide

:SC 558:centro A 2,71 :SER353:HA
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L531

R513

Figura A.1 Principais interagdes entre o ligante SC 558 (com os carbonos representados em amarelo) e o sitio
ciclooxigenase no complexo lcx2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.

Redocking

Tabela A.2 Interacdes do ligante SC 558 no redocking.

Atomo do Ligante Dis(tir)ncia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tir)ncia Atomo do Residuo
:SC 558:BR1 2,69 :GLY526:HA2 :SC 558:H 2,35 :LEU352:0
:SC 558:BR1 3,04 :TRP387:HZ2 :SC 558:H 2,04 :TYR355:0H
:SC 558:BR1 2,88 :TYR385:HE2 :SC 558:N2 2,61 :TYR355:HH

:SC 558:F1 2,42 :ARG120:HD1 :SC 558:02 2,58 :HIS90:HE2
:SC 558:F1 2,32 :LEU531:HD13 :SC 558:02 2,23 :VAL523:HG23
:SC 558:F2 2,48 :TYR355:HE2

Ligacao de hidrogénio
:SC 558:F1 2,36 :ARG120:HH11 :SC 558:01 1,67 :HIS90:HE2
:SC 558:F2 2,51 :ARG120:HH12 :SC 558:02 2,04 :ARG513:HH11

:SC 558:HN32 2,64 :GLN192:0El
Centroide
:SC 558:centro A 2,70 :SER353:HA

:SC 558:centro C 4,33 :ARG120:NH2
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P s i.r I
H90 Y355 :;:

Figura A.2 Principais interagdes do redocking do ligante SC 558 (com os carbonos representados em amarelo).
Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes (representadas em tracejado) foram
omitidos.

A andlise visual do redocking demonstra a manutencdo das principais
interacdes encontradas no complexo original. A interagcdo CH...nt envolvendo o residuo serina
353, bem como a interagdo CH...O com a tirosina 355 esta presente nos dois complexos. As
ligacOes de hidrogénio envolvendo os residuos histidina 90 e arginina 513, embora com
algumas variacOes, também estdo presentes. Todas as interacdes envolvendo o dtomo de
bromo e os dtomos de flior, sdo igualmente preservadas, ocorrendo variacdes somente com
relacdo as distancias encontradas para as mesmas. Uma variacdo em relacdo ao complexo
original, é a presenca da interacdo cation...w envolvendo o residuo arginina 120 e o sistema ©
do anel C, em fun¢do da modificacdo dos angulos diedrais do residuo para os cdlculos de

redocking.
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Nesta secdo estdo descritos e discutidos os resultados encontrados para as

interacoes dos ligantes do grupo 10, em conformidade com o Capitulo 3, Se¢ao 3.3.2.

Ligante 10a

Tabela B.1 Interagdes do ligante 10a.

Atomo do Ligante Dis(tir)ncia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tir)ncia Atomo do Residuo
:10a:H25 2,44 :HIS90:NE2 :10a:N2 1,83 :TYR355:HH
:10a:H26 2,22 :LEU352:0 :10a:019 2,29 [ILE5S17:HG22
:10a:H28 2,45 :ARG120:NE :10a:019 2,45 :PHES518:HE1
:10a:H30 2,56 :VAL116:0 :10a:020 2,22 :ALA516:HB1
:10a:H32 2,28 :GLN192:0El :10a:020 2,26 :VAL523:HG23

:10a:N1 2,10 :TYR355:HH
Ligacao de hidrogénio
:10a:N3 1,88 ‘'TYR355:HH
Centroide
:10a:centro A 2,28 :SER353:HA
:10a:centro C 1,72 ‘TYR355:HH
| L350

H90

1345

Figura B.1 Principais interacdes entre o ligante 10a (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 10b

Tabela B.2 Interagoes do ligante 10b.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgr)lcia Atomo do Residuo
:10b:H26 2,36 :HIS90:NE2 :10b:N3 1,94 TYR355:HH
:10b:H27 2,36 :LEU352:0 :10b:019 1,87 :ALA516:HB1
:10b:H28 2,36 :ARG120:NE :10b:019 2,52 :VALS523:HG23
:10b:H34 2,00 :GLN192:0E1 :10b:020 2,03 :ILE517:HG22

:10b:N2 2,58 ‘'TYR355:HH
Ligacao de hidrogénio
:10b:N2 1,89 :TYR355:HH
Centroide
:10b:centro A 2,99 :SER353:HA
:10b:centro C 1,74 ‘'TYR355:HH

H90

Figura B.2 Principais interacdes entre o ligante 10b (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 10c

Tabela B.3. Interagdes do ligante 10c.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lda Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lda Atomo do Residuo
:10c:H27 2,19 :LEU352:0 :10c:020 2,02 :ALAS516:HB1
:10c:H28 2,27 :HIS90:NE2 :10c:020 2,59 :VALS523:HG23
:10c:H29 2,55 :ARG120:NE :10c:022 2,47 :LEU117:HD11
:10c:H33 2,64 :LEU352:0 :10c:022 2,44 :MET113:HEI
:10c:H34 2,23 :GLN192:0E1 :10c:022 2,15 :MET113:HE3

:10c:N1 1,87 ‘'TYR355:HH :10c:022 2,32 :VAL116:HG21
:10c:N3 2,03 ‘'TYR355:HH :10c:022 2,48 :VAL116:HG23
:10c:019 2,36 :ILES17:HG22
Ligagdo de hidrogénio
:10c:N2 1,80 ‘'TYR355:HH
Centroide
:10c:centro A 2,88 :SER353:HA
:10c:centro C 1,67 ‘TYR355:HH

H90

Figura B.3 Principais interagdes entre o ligante 10c (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 10d

Tabela B.4. Interagdes do ligante 10d.

Atomo do Ligante Distancia (A) Atomo do Residuo Atomo do Ligante Distancia (A) Atomo do Residuo
:10d:H31 2,68 :TYR355:0H :10d:N3 2,10 :VAL523:HG22
:10d:H42 2,48 :ARG120:NH1 :10d:020 2,34 :ALA516:H
:10d:N2 2,47 :VAL523:HG23 :10d:020 2,38 :ALA516:HB3
:10d:N22 2,62 :ALA527:HBI1 :10d:020 2,21 :ASP515:H

:10d:N3 2,08 :PHES18:HE1 :10d:020 1,94 :PRO514:HB2

Centroide

:10d:centroide B 4,74 :ARG120:NH2
:10d:centroide C 4,75 :ARG513:NH1

D515

Figura B.4 Principais interacdes entre o ligante 10d (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 10e

Tabela B.5 Interagdes do ligante 10e.

Atomo do Ligante Dis(tlg:;l)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tlg:;l)lcia Atomo do Residuo
:10e:Cl131 2,23 :LEU117:HDI11 :10e:H26 2,40 :HIS90:NE2
:10e:Cl131 2,51 :LEU117:HD12 :10e:H27 2,58 :ARG120:NE
:10e:Cl131 2,77 :LEU117:HD13 :10e:H33 2,23 :GLN192:0E1
:10e:Cl131 2,76 :LEUS31:HD11 :10e:H34 2,55 :GLN192:0E1
:10e:Cl131 2,83 :LEU531:HD13 :10e:N1 1,98 ‘'TYR355:HH
:10e:Cl131 2,51 :MET113:HE1 :10e:N3 2,06 ‘'TYR355:HH
:10e:C131 2,30 :MET113:HE3 :10e:019 2,21 :ILE517:HG22
:10e:Cl131 2,48 :VAL116:HG21 :10e:020 1,96 :ALA516:HB1
:10e:H25 2,30 :LEU352:0 :10e:020 2,55 :VALS523:HG23

Ligacao de hidrogénio
:10e:N2 1,72 ‘'TYR355:HH
Centroide
:10e:centro A 2,88 :SER353:HA
:10e:centro C 1,82 ‘TYR355:HH

Figura B.5 Principais interagdes entre o ligante 10e (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 10f

Tabela B.6 Interacdes do ligante 10f.

Atomo do Ligante Dis(tlg:;l)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgr)lcia Atomo do Residuo
:10f:F31 2,13 :LEU117:HD11 :10f:H28 2,54 :ARG120:NH1
:10£:F31 2,50 :LEU117:HD12 :10f:H33 2,27 :LEU352:0
:10£:F31 2,37 :MET113:HEI :10f:H34 2,26 :GLN192:0El
:10f:F31 2,26 :MET113:HE3 :10f:N1 1,87 :TYR355:HH
:10f:F31 2,28 :VAL116:HG21 :10f:N3 2,06 :TYR355:HH
:10f:H23 2,48 :TYR355:0H :10f:019 2,33 :PHE518:HE1
:10f:H25 2,33 :HIS90:NE2 :10£:020 2,39 :ALA516:HB1
:10f:H26 2,21 :LEU352:0 :10£:020 2,42 :VAL523:HG23

Ligacao de hidrogénio
:10f:N2 1,66 ‘'TYR355:HH
Centroide
:10f:centroide A 2,80 :SER353:HA
:10f:centroide C 1,76 ‘'TYR355:HH

Figura B.6 Principais interacdes entre o ligante 10f (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Nesta secdo estdo descritos e discutidos os resultados encontrados para as

interacoes dos ligantes do grupo 11, em conformidade com o Capitulo 3, Se¢ao 3.3.3.

Ligante 11a

Tabela C.1 Interacdes do ligante 11a.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:11a:H24 2,23 ‘'TYR355:0H :11a:020 2,67 :ARG513:HD2
:11a:H25 2,19 :LEU352:0 :11a:020 2,24 :VALS523:HG23
:11a:H32 2,35 :LEU352:0

Ligaciao de hidrogénio
:11a:N2 2,61 ‘'TYR355:HH
:11a:019 2,02 :HIS90:HE2
:11a:020 2,16 :ARG513:HH11
Centroide
:11a:centro A 2,86 :SER353:HA
:11a:centro C 441 :ARG120:NH2
3530/ A
" \ ol
L5::l-17_7|\‘"\ II-\52§- .‘

7_;‘/7
\

Figura C.1 Principais interagdes entre o ligante 11a (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 11b

Tabela C.2. Interacdes do ligante 11b.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:11b:H24 2,15 :TYR355:0H :11b:019 2,67 :ARG513:HD2
:11b:H27 2,29 :LEU352:0 :11b:019 2,28 :VALS523:HG23
:11b:H32 2,45 :LEU352:0

Ligacao de hidrogénio
:11b:N2 2,50 ‘'TYR355:HH
:11b:019 2,07 :ARG513:HH11
:11b:020 2,05 :HIS90:HE2

Centroide

:11b:centro A 2,84 :SER353:HA
:11b:centro C 4,36 :ARG120:NH2

Figura C.2 Principais interagdes entre o ligante 11b (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 11c

Tabela C.3. Interacdes do ligante 11c.

Atomo do Ligante Dis(tlg:;l)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tlg:;l)lcia Atomo do Residuo
:11c:H26 2,20 ‘'TYR355:0H :11¢:020 2,30 :VALS523:HG23
:11c:H27 2,18 :LEU352:0 :11¢:022 2,69 :TRP387:HH2
:11c:H34 2,33 :LEU352:0 :11¢:022 2,73 :TRP387:HZ2

Ligacao de hidrogénio
:11¢c:N2 2,43 ‘'TYR355:HH
:11¢c:019 1,97 :HIS90:HE2
:11¢:020 2,17 :ARG513:HH11
Centroide
:11c:centro A 2,84 :SER353:HA
:11c:centro C 4,37 :ARG120:NH2
w387

Figura C.3 Principais intera¢des entre o ligante 11c¢ (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 11d

Tabela C.4 Interacdes do ligante 11d.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:11d:H26 1,99 :TYR355:0H :11d:H38 2,38 :TYR385:0H
:11d:H29 2,38 :LEU352:0 :11d:019 2,65 :ARG513:HD2
:11d:H35 2,22 :LEU352:0 :11d:019 2,23 :VALS523:HG23
:11d:H37 2,26 :TYR385:0H

Ligacao de hidrogénio
:11d:N2 2,09 ‘'TYR355:HH
:11d:019 2,25 :ARG513:HH11
:11d:020 2,05 :HIS90:HE2

Centroide
:11d:centro A 291 :SER353:HA
:11d:centro C 3,93 :ARG120:NH2

Figura C.4 Principais interagdes entre o ligante 11d (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 11e

Tabela C.5 Interacdes do ligante 11e.

Atomo do Ligante Dls(tgl)lcm Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dls(tgl)lcm Atomo do Residuo
:11e:ClI31 2,93 ‘"TRP387:HH2 :11e:H26 2,17 :LEU352:0
:11e:CI31 2,83 :TRP387:HZ2 :11e:H34 2,41 :LEU352:0
:11e:H23 2,15 :TYR355:0H :11e:019 2,65 :ARG513:HD2
:11e:H25 2,59 :ARG513:NH1 :11e:019 2,25 :VAL523:HG23

Ligacao de hidrogénio

:11e:N2 2,26 ‘'TYR355:HH
:11e:019 2,10 :ARG513:HH11
:11e:020 2,07 :HIS90:HE2
Centroide
:11e:centro A 2,87 :SER353:HA
:11e:centro C 4,42 :ARG120:NH2

Figura C.5 Principais intera¢des entre o ligante 11e (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 11f

Tabela C.6 Interacdes do ligante 11f.

Atomo do Ligante Dis:il)wia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis:il)wia Atomo do Residuo
:11f:F31 2,55 :TRP387:HH2 :11f:H25 2,21 :LEU352:0
:11f:F31 2,71 :TRP387:HZ2 :11f:H33 2,34 :LEU352:0
:11f:H24 2,25 :TYR355:0H :11£:019 2,35 :VALS523:HG23

Ligacao de hidrogénio
:11£:N2 2,56 ‘'TYR355:HH
:11£:019 2,24 :ARG513:HH11
:11£:020 2,08 :HIS90:HE2
Centroide
:11f:centro A 2,88 :SER353:HA
:11f:centro C 4,26 :ARG120:NH2

Figura C.6 Principais interacdes entre o ligante 11f (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Nesta secdo estdo descritos e discutidos os resultados encontrados para as

interacoes dos ligantes do grupo R, em conformidade com o Capitulo 3, Secdo 3.3.4.

Resveratrol

Tabela D.1 Interacdes do Resveratrol.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:Resv:H18 2,36 :TYR355:0H :Resv:02 2,35 :ARG513:HD1
:Resv:H20 2,56 :ARG513:NH1 :Resv:02 2,39 :ARG513:HD2
:Resv:H21 2,35 :LEU352:0 :Resv:02 2,64 :VALS523:HG23
:Resv:01 2,64 :LEU352:HG :Resv:03 2,03 :LEU531:HD13
:Resv:01 2,23 :PHE518:HE1
Ligacio de hidrogénio
:Resv:H27 2,90 :GLN192:0E1
:Resv:02 1,91 :ARG513:HH11
:Resv:02 2,38 :HIS90:HE2
Centroide
:Resv:centro B 3,42 :ARGI120:NH1
:Resv:centro B 4,12 :ARG120:NH2

Figura D.1 Principais interacdes entre o resveratrol (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes

(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 1H6

Tabela D.2 Interacdes do ligante 1H6.

Distancia

Atomo do Ligante (&) Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:1H6:H24 2,32 :HIS90:NE2 :1H6:02 2,57 :ARG120:HH12
:1H6:H30 2,65 :ARG513:NHI1 :1H6:03 2,44 :SER530:HB2
:1H6:01 2,54 :SER353:HA :1H6:03 2,05 :TYR385:HE2

Ligacao de hidrogénio
:1H6:H29 2,05 :SER530:0G
:1H6:01 2,13 :HIS90:HE2
:1H6:02 1,49 :ARG120:HH22
:1H6:02 1,88 :TYR355:HH
:1H6:03 1,94 :TYR385:HH

Centroide

:1H6:centro A 3,92 :ARG513:NH1

R120

S530

Y385

| Q192

/
Figura D.2 Principais interacdes entre o ligante 1H6 (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos

do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 2H5

Tabela D.3 Interacdes do ligante 2HS.

Somede bty fummdr Rlmede puinahy A
:2HS5:H18 2,22 :TYR355:0H :2H5:01 2,59 :LEU352:HG
:2H5:H20 2,681 :ARG513:NH1 :2H5:01 2,03 :PHE518:HE1
:2H5:H21 2,49 :LEU352:0 :2H5:02 2,394 :ARG513:HD1
:2HS5:H27 2,33 :LEU352:0 :2H5:02 2,465 :ARG513:HD2
:2H5:01 2,56 :LEU352:HD21 :2H5:03 2,240 :LEU531:HD13

Ligacao de hidrogénio
:2H5:02 1,82 :ARG513:HH11
:2H5:02 2,29 :HIS90:HE2

Centroide

:2H5:centro B 3,12 :ARG120:NH1

:2H5:centro B 3,98 :ARG120:NH2

Figura D.3 Principais interacdes entre o ligante 2HS (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 2H7

Tabela D.4 Interacdes do ligante 2H7.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:2H7:H18 2,41 ‘'TYR355:0H :2H7:02 2,61 :PHES518:HE1
:2H7:H20 2,05 :LEU352:0 :2H7:025 2,62 :ALAS527:HA
:2H7:H21 2,56 :ARG513:NH1 :2H7:025 2,50 :ALA527:HBI1
:2H7:H34 2,31 :ALA527:0 :2H7:025 2,56 :LEUS531:HG
:2H7:01 2,42 :ARG513:HD2 :2H7:03 1,96 :LEU531:HD13
:2H7:01 2,25 :HIS90:HE2 :2H7:03 2,57 :LEU531:HD23
:2H7:02 2,46 :ILE517:HG22
Ligaciao de hidrogénio
:2H7:H28 2,52 :GLN192:0El
:2H7:01 2,25 :ARG513:HD1
:2H7:01 1,89 :ARG513:HH11
Centroide
:2H7:centro B 3,76 :ARGI120:NH1
:2H7:centro B 4,35 :ARG120:NH2

Figura D.4 Principais interacdes entre o ligante 2H7 (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interagdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 2H14

Tabela D.5 Interacdes do ligante 2H14.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:2H14:H21 2,48 :ARG513:NH1 :2H14:02 2,41 :LEU352:HG
:2H14:H28 2,37 :LEU352:0 :2H14:02 2,10 :PHES18:HE1

:2H14:N3 2,25 :LEU531:HD13 :2H14:030 2,30 :ARG120:HD1
:2H14:01 2,54 :ARGS513:HD1 :2H14:030 2,20 :LEU531:HD13
:2H14:01 2,58 :ARG513:HD2 :2H14:030 2,27 :VAL116:HB
:2H14:02 2,37 :LEU352:HD21

Ligaciao de hidrogénio

:2H14:01 2,01 :ARG513:HH11
:2H14:01 2,30 :HIS90:HE2
:2H14:030 2,62 :ARG120:HH11
Centroide
:2H14:centro B 3,46 :ARGI120:NH1

Figura D.5 Principais interacdes entre o ligante 2H14 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 6H14

Tabela D.6 Interacdes do ligante 6H14.

Atomo do Ligante Dis(tlg:;l)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tlg:;l)lcia Atomo do Residuo

:6H14:H24 2,24 :HIS90:NE2 :6H14:029 1,75 :TYR385:HE2
:6H14:N3 2,26 :SER530:HB2 :6H14:030 2,47 :PHE381:HZ
:6H14:01 2,61 :ARG120:HH12 :6H14:030 2,14 :SER530:HB2
:6H14:02 2,55 :SER353:HA :6H14:030 1,94 :TYR385:HE2
:6H14:029 1,97 :PHE381:HE1

Ligacao de hidrogénio
:6H14:01 1,63 :ARG120:HH22
:6H14:02 2,04 :HIS90:HE2
:6H14:030 1,85 :TYR385:HH

Centroide

:6H14:centro A 3,79 :ARG513:NH1

R120

S530

Y385

Figura D.6 Principais interacdes entre o ligante 6H14 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 1M2

Tabela D.7 Interacdes do ligante 1M2.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:1IM2:H18 2,31 :TYR355:0H :1M2:01 2,23 :ARG513:HD1
:1M2:H20 2,28 :LEU352:0 :1M2:01 2,25 :ARG513:HD2
:1M2:H21 2,48 :ARG513:NH1 :1M2:02 2,19 :PHES18:HE1
:1M2:H26 2,48 :ARG120:NE :1M2:03 2,52 :VAL116:HB

Ligacao de hidrogénio
:1M2:H28 1,42 :LEU352:0
:1M2:01 1,90 :ARG513:HH11
:1M2:01 2,48 :HIS90:HE2

Centroide

:1M2:centro B 3,57 :ARG120:NH1

Figura D.7 Principais interacdes entre o ligante 1M2 (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 1M13

Tabela D.8 Interacdes do ligante 1M 13.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:1IM13:F31 1,94 :ALA516:HB1 :1IM13:H1 2,65 :HIS90:NE2
:1M13:F32 2,42 :ILE517:HG22 :1M13:H18 2,33 :TYR355:0H
:1M13:F32 2,32 :PHES18:HD1 :1M13:H2 2,07 :LEU352:0
:1M13:F33 2,05 :ALA516:HB1 :1M13:03 2,53 :LEU531:HD13
:1M13:F33 2,34 :VAL523:HG23 :1M13:03 2,43 :VAL116:HB

Ligacao de hidrogénio
:1M13:F31 2,54 :ILE517:H
:1M13:F32 2,45 :PHES18:H
Centroide
:1M13:centro A 2,66 :SER353:HA
:1M13:centro B 3,26 :ARG120:NH1
NI
\
R120 1517
L531 pog B J\—f-f_,.g.l‘; X
....... ~
Q192 |
V116 /

Figura D.8 Principais interagdes entre o ligante 1M13 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 2M1

Tabela D.9 Interacdes do ligante 2M 1.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo

:2M1:H19 2,13 :TYR355:0H :2M1:01 2,56 :PHE518:HE1
:2M1:H21 2,21 :LEU352:0 :2M1:02 2,46 :ARG513:HD1
:2M1:H26 2,56 :ARG120:NE :2M1:02 2,53 :HIS90:HD2
:2M1:01 2,36 JJLE517:HG22 :2M1:03 2,19 :LEU531:HD13

Ligacao de hidrogénio
:2M1:H27 2,50 :GLN192:0E1
:2M1:02 1,74 :ARG513:HH11
:2M1:02 2,08 :HIS90:HE2

Centroide

:2M1:centro B 3,32 :ARG120:NH1

R513

R120
Lssﬂ |

Figura D.9 Principais interacdes entre o ligante 2M1 (com os carbonos representados em amarelo) e os residuos
do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.

Q192

Y355
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Ligante 2M7

Tabela D.10 Interagdes do ligante 2M7.

Atomo do Ligante Dis(tgr)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgr)lcia Atomo do Residuo
:2M7:H19 2,25 :TYR355:0H :2M7:01 2,55 :ARG513:HD2
:2M7:H20 1,94 :LEU352:0 2M7:02 2,09 :ILE517:HG22
:2M7:H21 2,40 :ARG513:NH1 2M7:026 2,28 :VAL349:HG13
:2M7:H22 2,27 :TYR355:0H :2M7:03 2,22 :ARG120:HG2
:2M7:H25 2,45 :ARG120:NE :2M7:03 2,22 :LEUS531:HD13
:2M7:01 2,20 :ARG513:HD1

Ligaciao de hidrogénio

:2M7:H28 1,95 :GLN192:0El
:2M7:01 2,17 :ARG513:HH11
:2M7:01 2,10 :HIS90:HE2

V349

Figura D.10 Principais interacdes entre o ligante 2M7 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nao estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 2M16

Tabela D.11 Interagdes do ligante 2M16.

Atomo do Ligante Dls(tgl)lcm Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dls(tgl)lcm Atomo do Residuo
:2M16:H19 2,31 :TYR355:0H 2M16:01 2,59 :PHE518:HE1
:2M16:H21 2,12 :LEU352:0 :2M16:02 2,47 :ARG513:HD1
:2M16:N3 2,13 :LEUS31:HD13 :2M16:02 2,56 :ARG513:HD2

:2M16:01 2,16 :ILES17:HG22

Ligacao de hidrogénio

:2M16:H27 1,61 :LEU352:0
2M16:02 1,74 :ARG513:HH11
2M16:02 2,22 :HIS90:HE2
Centroide
:2M16:centro B 3,40 :ARG120:NH1

L531

Figura D.11 Principais interacdes entre o ligante 2M16 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 5M2

Tabela D.12 Interagdes do ligante SM2.

Atomo do Ligante Dis(tgl;cia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl;cia Atomo do Residuo
:5M2:H18 2,42 :TYR355:0H :5M2:01 2,20 :PHE518:HE1
:SM2:H20 2,51 :ARG513:NH1 :5SM2:02 2,28 :ARG513:HD1
:SM2:H21 2,27 :LEU352:0 :5SM2:02 2,29 :ARG513:HD2
:SM2:H26 2,45 :ARG120:NE :5SM2:03 2,29 :LEU531:HD13

Ligacao de hidrogénio
:5M2:H27 2,90 :GLN192:0E1
:5SM2:02 1,88 :ARG513:HH11
:5M2:02 2,46 :HIS90:HE2
Centroide
:5SM2:centro B 3,60 :ARG120:NH1

R120

Y355

Figura D.12 Principais interacdes entre o ligante SM2 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nao estdo envolvidos nas interacdes

(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 10M2

Tabela D.13 Interagdes do ligante 10M2.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:10M2:F26 2,30 :ALAS527:HBI1 :10M2:H27 2,18 :LEU352:0
:10M2:F26 2,27 :ARG120:HD1 :10M2:01 2,51 :LEU352:HG
:10M2:F26 1,96 :ARG120:HG2 :10M2:01 2,23 :PHES18:HE1
:10M2:H18 2,34 :TYR355:0H :10M2:02 2,35 :ARG513:HD1
:10M2:H20 2,52 :ARG513:NH1 :10M2:02 2,35 :ARG513:HD2
:10M2:H21 2,29 :LEU352:0

Ligaciao de hidrogénio
:10M2:02 2,04 :ARG513:HH11
:10M2:02 2,49 :HIS90:HE2
Centroide
:10M2:centro B 3,37 :ARG120:NH1
:10M2:centro B 3,90 :ARG120:NH2
:10M2:centro B 2,67 ‘'TYR355:HH

Y355

Figura D.13 Principais interacdes entre o ligante 10M2 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 2E16

Tabela D.14 Interagdes do ligante 2E16.

Yomeds  visandnh)  femde  Semedt piganah)  fuemede
:2E16:H19 2,35 :TYR355:0H :2E16:01 2,12 :ILES17:HG22
:2E16:H21 2,11 :LEU352:0 :2E16:02 2,44 :ARG513:HD1
:2E16:N3 2,15 :LEUS31:HD13 :2E16:02 2,55 :ARG513:HD2
Ligacao de hidrogénio
:2E16:H27 1,68 :LEU352:0
:2E16:02 1,73 :ARG513:HH11
:2E16:02 2,21 :HIS90:HE2
Centroide
:2E16:centro B 3,58 :ARG120:NH1

Figura D.14 Principais interagdes entre o ligante 2E16 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas intera¢des
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 10E2

Tabela D.15 Interagdes do ligante 10E2.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:10E2:F25 2,21 :LEU359:HD13 :10E2:01 2,56 :LEU352:HG
:10E2:F25 2,56 :LEU359:HD23 :10E2:01 2,29 :PHES18:HE1
:10E2:H18 2,35 :TYR355:0H :10E2:02 2,33 :ARG513:HD1
:10E2:H20 2,52 :ARG513:NH1 :10E2:02 2,33 :ARG513:HD2
:10E2:H21 2,26 :LEU352:0 :10E2:02 2,61 :VAL523:HG23
:10E2:H26 2,43 :ARG120:NE

Ligaciao de hidrogénio
:10E2:H27 2,92 :GLN192:0El
:10E2:02 1,91 :ARG513:HH11
:10E2:02 2,46 :HIS90:HE2
Centroide
:10E2:centro B 3,46 :ARGI120:NH1
:10E2:centro B 4,00 :ARG120:NH2

Figura D.15 Principais interagdes entre o ligante 10E2 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes

(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 15E2

Tabela D.16 Interagdes do ligante 15E2.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:15E2:H18 2,40 :TYR355:0H :15E2:01 2,53 :ILE517:HG22
:15E2:H20 2,31 :ARG513:NH1 :15E2:01 2,57 :PHES18:HE1
:15E2:H21 2,19 :LEU352:0 :15E2:02 2,23 :ARG513:HD1
:15E2:H26 2,33 :ARG120:NE :15E2:02 2,28 :ARG513:HD2

Ligacao de hidrogénio
:15E2:H27 2,63 :GLN192:0E1
:15E2:02 2,07 :ARG513:HH11
:15E2:02 2,51 :HIS90:HE2

Centroide

:15E2:centro B 4,43 :ARG120:NH2
:15E2:centro C 4,14 :ARG120:NH1

Figura D.16 Principais interagdes entre o ligante 15E2 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que ndo estdo envolvidos nas intera¢des
(representadas em tracejado) foram omitidos.
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Ligante 16E2

Tabela D.17 Interagdes do ligante 16E2.

Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo Atomo do Ligante Dis(tgl)lcia Atomo do Residuo
:16E2:H18 2,46 :TYR355:0H :16E2:N3 2,62 :VAL116:HB
:16E2:H20 2,10 :LEU352:0 :16E2:01 2,16 :ARG513:HD1
:16E2:H21 2,46 :ARG513:NH1 :16E2:01 2,18 :ARG513:HD2
:16E2:H23 2,60 :ARG120:NH2 :16E2:02 2,53 :ILE517:HG22
:16E2:H26 2,58 :ARG120:NE :16E2:02 2,29 :PHE518:HE1

Ligacao de hidrogénio
:16E2:H28 1,45 :LEU352:0
:16E2:01 1,98 :ARG513:HH11

Centroide

:16E2:centro B 2,63 ‘'TYR355:HH
R513

Figura D.17 Principais interagdes entre o ligante 16E2 (com os carbonos representados em amarelo) e os
residuos do sitio ciclooxigenase da COX-2. Os hidrogénios dos residuos que nio estdo envolvidos nas interacdes
(representadas em tracejado) foram omitidos.



