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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo da formacdo de lewosp entre a enzima
ciclooxigenase (COX-2) e inibidores da mesma. Ralfaoram avaliados nos estudos
os inibidores comprovados celecoxibe(CEL), rofelbeRCX) eKorean 21 e também

o ligante RJA4, um potencial inibidor. A acdo da>CBP pode ser bloqueada por
farmacos anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINEs)mo CEL, RCX, entre outros.
Estes farmacos sédo conhecidos por sua acdo naécedageacdes inflamatoérias, dor e
febre, bem como efeito anticoagulatorio quando aisach baixas dosagens, nao
obstante, os primeiros efeitos colaterais detestddi@m insuficiéncia renal, e Ulcera
péptica. O trabalho foi realizado utilizando singdlas de docking molecular avaliando-
se a possivel capacidade de inibicdo seletiva d¥-E@elo composto RJA4, cuja
estrutura é semelhante a de outros farmacos imésdale COX-2, conhecidos
genericamente de coxibes. Para os trabalhos déengocitilizou-se a proteina de codigo
PDB 5IKR, um complexo cristalografico formado pelazima COX-2 humana e o
inibidor acido mefenamico (ID8). Os estudos de dugkoram feitos utilizando a
mesma cavidade da enzima ocupada pelo acido mefan@ara posicionar os demais
compostos. A avaliagdo dos resultados de dockinigita por analise gréfica, primeiro
selecionando poses (posicdo, orientacdo e conf@ohaps compostos no sitio, depois
foram avaliadas as interacdes entre dtomos dasdig@ os atomos dos aminoacidos da
proteina: ligacdes de hidrogénio, interacbes dedearwaals e interacdas Observou-
se que merece destaque a interac@ims ligantes com a Val523, residuo relacionado
com a especificidade para a COX-2. Para obter deiehes sobre a interacdo, foram
realizados estudos sobre as interacbes nado-cosslarilizando também calculos
computacionais baseados em densidade eletronicare€dtados indicam que o
composto RJA4 se posiciona de forma similar as cotd€ estudadas (coxibes, o
Korean 21, ID8) e realiza interacdes similares @mnzima COX-2, 0o que permite
sugerir que este composto podera ser um bom imillidaCOX-2. Este é o ponto de
partida para realizar mais estudos sejam teéramyap dinamica molecular, ou witro,
para determinar experimentalmente o potencialtibriioi da molécula estudada.

Palavras-chave: Ciclooxigenase 2; docking; deseefmmpostos baseado em estrutura.



ABSTRACT

This work describes the study of the formation omplexes between the enzyme
cyclooxygenase (COX-2) and some of its inhibitdfer this purpose, the known
inhibitors celecoxib (CEL), rofecoxib (RCX) and Kamn 21 and the ligand RJA4, a
potential inhibitor, were evaluated in the studiBise activity of COX-2 can be blocked
by non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDsick as CEL, RCX, among others.
These drugs are known for their action in redugifftammatory reactions, pain and
fever, as well as their anticoagulatory effect whised in low doses, however, the first
side effects detected were kidney failure, and ipaegter. The work was carried out
using molecular docking simulations evaluating fwssible capacity for selective
COX-2 inhibition by the RJA4 compound, whose stouetis similar to that of other
COX-2 inhibiting drugs, generically known as coxibsr the docking work, the protein
with PDB code 5IKR, a crystallographic complex fearby the human COX-2 enzyme
and the inhibitor mefenamic acid (ID8), was usedcking studies were done using the
same enzyme cavity occupied by mefenamic acid stipn the studied compounds.
The evaluation of the docking results was doneraplgic analysis, first selecting poses
(position, orientation and conformation) of the gmunds at the site, and then the
interactions between atoms of the ligands and diighe protein amino acids were
evaluated: hydrogen bonds, van der Waals interstiandn interactions. It was
observed that the interaction of the ligands with Val523 deservedé¢ohighlighted, a
residue related to the specificity for COX-2. Taab more details on this interaction
computational calculations based on electronic itlensere also performed. The results
indicate that the RJA4 compound is positioned sirhil to the studied molecules
(coxibs, Korean 21, ID8) making similar interacsowith the COX-2 enzyme, which
suggests that this compound may be a good inhibitd@OX-2. This is the starting
point for further studies, whether theoretical,isas molecular dynamics, or in vitro, to
experimentally determine the inhibitory potentiétite studied molecule.

Keywords: Cyclooxygenase 2; docking; structure-takreig design.
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1. INTRODUCAO
1.1 CICLOOXIGENASES

A inflamacdo é a resposta imediata do organismaiaqger tipo de dano ou
infeccdo que possa prejudicar a homeostase (RANRDE4). Por isso, esta condi¢cao
pode ser encontrada em associacao a diversas guasotais como artrite reumatoide,
tumores, epilepsia, derrames, doencas neurodegigasradentre outras (BEURA,
CHETTI, 2020). Apos poucas horas do inicio do pssodanflamatério, o sistema pode
atingir a fase aguda em que sao recrutadas célspeesializadas e proteinas plasméaticas
no local da inflamacéo, cujo efeito tem como conéegia a vasodilatacdo, o0 aumento
da permeabilidade microvascular e a liberacao eefs quimiotaticos de recrutamento,
gue em conjunto geram os cinco pilares da inflamag@or, vermelhidao, inchaco, dor
e perda de fungdo (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, @®).

Os compostos mediadores da resposta pro-inflaraaséo aqueles derivados do
acido araquiddnico, conhecidos como eicosanoidgseeenglobam prostaglandinas e
leucotrienos (LAWRENCE; WILLOUGHBY:; GILROY, 2002As prostaglandinas sao
biorreguladores essenciais e sdo encontradasaeite em todos os tecidos do corpo
humano, no entanto, ndo sdo armazenadas nestés kEstando sua sintese ligada a
distarbios na membrana celular — acdo de hormbesisnulos inflamatorios, ionéforos
de célcio, luz ultravioleta, fatores pré-tumoraisntre outros, responsaveis por liberar o
acido araquidonico de fontes de lipideos estedbisa (KUEHL; EGAN, 1980;
SERHAN; SAVILL, 2005).

Uma vez liberado na célula, o acido araquidénigragessado por uma classe de
enzimas conhecida como ciclooxigenases, que realzma oxidacdo da molécula
formando o intermediario PGG2 — do ing&sdoperoxide prostaglandin (G2eguida
pela reducdo deste composto para formacéo do PG irglésprostaglandin H2
sendo este um ponto de partida para a sintesevdesaé compostos cujo destino é
determinado pelo tipo de enzima presente no te@do questdo (ROUZER;
MARNETT, 2020). O mecanismo de acao destas enzidepende de dois sitios,
conhecidos como sitio da ciclooxigenase — ondereeoformacédo de PGH2 — e sitio da
peroxidase — onde é iniciada a reacdo e formad&@2P(ROUZER; MARNETT,

2009). As estruturas do acido araquidénico, PGB&E?2 sao mostradas na Figura 1.
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Figura 1. Estruturas do acido araquidénico, PGG2 e PGH2
Fonte: disponivel em: <http://homepage.ufp.pt/pgdmim_jmol/cox.htm>. Acesso
em: 5 jan. 2021.

A reacdo sobre o &cido araquiddnico inicia-se corsua ligagdo no sitio da
ciclooxigenase, em uma conformacédo conhecida comestbendida. Neste sitio, 0
composto forma um complexo por interagdes ndo eotes com o grupo guanidil da
arginina 120 (ARG120) e o oxigénio fendlico da gima 355 (TYR355). Outros
residuos que formam este sitio sdo a cadeia laters¢rina 530 (SER530), 0 oxigénio
fendlico da tirosina 385 (TYR385) e as hélioe$ — formada pelos residuos 325-353- e
hélice 17 — formada pelos residuos 520-535 (MALKOQW& al, 2000).

O carbono 13 do acido araquidénico no sitio daboiibenase perde o hidrogénio
alélico pela acdo da TYR 385, sendo este formada@mequéncia de uma reacéo
anterior no sitio da peroxidase. Neste sitio, @aroxidacao do ferro Ill presente no
grupo heme (Figura 2) por acdo de dois elétronszidds do substrato peroxido. Esta
reacdo forma um radical positivo na protoporfirmferrilica, que recebe entdo um
elétron da TYR385, formando o radical tirosil memeido anteriormente (ROUZER;
MARNETT, 2009).

12



Figura 2. Mondmero de COX-2 com destaque para o grupo heme
Fonte: desenvolvido pelo autor.

O ataque ao carbono 13 é seguido pela entrada @enahécula de oxigénio sobre o
radical migrado para o carbono 11 durante o procdssmando um radical 11 R-
peroxil, que participa de um ataque sobre o carl®molminando na formacédo de uma
ponte endoperoxidica do tipo C9-C11, responsavebpmar a PGG2. Neste processo,
h& também a formacdo de um anel ciclopentano ietdiario, cujo efeito sobre a
molécula faz com que o carbono 15 se aproxime d&3B%, onde sofrera a adicdo da
segunda molécula de oxigénio e consequente retdonoadical para este residuo,
fazendo com que a ciclooxigenase possa repetirséiserezes esta reacao sem que haja
uma nova etapa de ativacao pela protoporfirina (RER} MARNETT, 2009). A
insercdo desta segunda molécula de oxigénio onorsdtio da peroxidase e forma um
grupo hidroperoxi, transformando PGG2 em PGH2 (fai@). Como se pode observar
pela descricdo anterior, estas rea¢gfes ocorremte® diferentes da enzima, todavia,
estes se intercomunicam, permitindo o dinamism@mcesso (MALKOWSKIet al,
2000; SMITH; MALKOWSKI, 2019).
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Figura 3. Esquema da formacéao de prostaglandinas pela agéioldoxigenase
Fonte: adaptado pelo autor de Rouzer, C. A., & Mtiyh. J. (2009).

Em humanos ha trés tipos de ciclooxigenases, s@ocatlooxigenase 1(COX-1),

ciclooxigenase 2(COX-2) e ciclooxigenase 3(COXGROFFORD, 1997; NAITHANI
et al, 2003; PANNUZIO; COLUCCIA, 2018), sendo todas etdassificadas como
proteinas de membrana localizadas na porcao lurdmagticulo endoplasmatico e no
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interior do envelope nuclear (SMITH; MALKOWSKI, 291 A COX-1 é uma proteina
constitutiva, posto que € expressa constantementeaioria dos tecidos em resposta a
estimulos hormonais, produzindo prostaglandinastasEsserdo convertidas em
compostos que agem sobre a regulacdo da agua boliste de sodio nos rins, a
secrecdo acida no estdbmago e a homeostase comodomtiudo isso mediado pela
interacdo destas prostaglandinas com receptoresiobg a proteina G (PAIRET;
ENGELHARDT, 1996; VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998; MORIA, 2002, ZIDAR

et al, 2009).

A COX-2, por sua vez, geralmente ndo € expressarg® constitutiva, sendo uma
enzima indutiva pois surge predominantemente eposts a fatores de crescimento,
promotores de tumor ou citocinas, todos estes pies@o contexto da inflamacao, bem
como em patologias tais como artrite reumatoide,zhdimer, doencas
neurodegenerativas e até mesmo durante o surgimgmtdumores (SEIBERT;
MASFERRER, 1994; MORITA, 2002). Ainda j& tem sidesdritas funcbes de
regulacdo constitutiva por esta enzima no miocamts pulmdes, rins € no processo
ovulatorio (ASANO; LILLY; DRAZEN, 1996; HARRIS; BREER, 2001; SIROISet
al, 2004). Ademais, deve ser destacado que, alémstix presente no reticulo
endoplasmatico e na membrana nuclear, a COX-2 tangbéncontrada no Complexo
de Golgi, uma vez que la sdo produzidas prostaglasdlirecionadas para a sintese de
PGE2 (SMITH; MALKOWSKI, 2019).

Por fim, a COX-3 é uma isoforma dplicingno gene de COX-1 caracterizada pela
retencdo do primeiro intron, sendo esta expressaifeimente no cérebro e coracao;
no entanto ainda n&o se sabe ao certo qual seLlgspeeifico. O que sim se sabe é que
a atividade da COX-3 parece ser inibida seletivdenepelo acetoaminofeno
(paracetamol) bem como alguns outros anti-inflan@@onado esteroidais (AINES)
analgésicos e antipiréticos tais como dipironatgi@ima (WILLOUGHBY; MOORE;
COLVILLE-NASH, 2000; CHANDRASEKHARANEet al,2002).

Nos vertebrados, COX-1 e COX-2 sdo codificadas spgJenesptgsl e ptgs2
respectivamente e apresentam entre si cerca de d®%dentidade (TANABE;
TOHNAI, 2002). O que diferencia estas proteinagmaldo controle da expressao
génica, é o fato de o sitio ativo de COX-2 ser @prtadamente 25% maior que o de
COX-1 em decorréncia da substituicio dos aminoécidoleucina 434 (ILE434),
histidina 513 (HIS513) e isoleucina 523 (ILE 528y palina 434 (VAL434), arginina
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513 (ARG 513) e valina 523 (VAL 523) em COX-2 (Figu4) (BENJAMIN;
MALKOWSKI; MALKOWSKI, 2016). Estas alteragbes pemsin que COX-2 seja
capaz de oxigenar uma variedade maior de compostesndo sao processados por
COX-1, fazendo com que seja possivel a identifical# substratos especificos para a
primeira, tais como o 2-araquidonilglicerol (1) A%) e a araquidonil etalonamida
(AEA) (MALKOWSKI et al, 2000; LIUet al, 2016; SMITH; MALKOWSKI, 2019).

/l-:r"::?\.l l./--lz'p:':\_"\1
Phesna T [ Tyr3ss

LeuiR4 sboiy Leu S0
Leu3k4

e Sers )
Sersan 5 yala3d oA

l\ Val521 R
I'| .
Args13 /
His$13 “h::::l "'/l_ mumwp,,/l—/

COX-1 COXa2
Figura 4. Comparacao entre os sitios ativos de COX-1 e COX-2
Fonte: retirado de Al-Turki et al (2010).

Membrane Membrune

As enzimas em questdo tém extrema importancia taidgica, uma vez que sao
alvo da classe de farmacos conhecidos como atdimiatorios ndo esteroidais (AINES)
tais como a aspirina e o ibuprofeno (LUCI20al 2016; ORLANDO; MALKOWSKI,
2016). As ac0es relacionadas com a inibicdo damigjenase por estes compostos sao
a reducao dos sintomas de inflamacéo, dor e félera,como efeito anti-coagulatorio,
guando usados em baixas dosagens a longo prazdH@AR, 1996; GREEN, 2001;
ORCHROCH; MARDINI; GOTTSCHALK, 2003; CROFFORD, 2013Vais ainda,
estudos recentes também relacionam a administoiegies farmacos com a reducdo do
risco de desenvolvimento de cancer de coélon e @oeieg Alzheimer (MCGEER,;
MCGEER, 2007; DINet al,2010; GURPINAR; GRIZZLE; PIAZZA, 2014).

O mecanismo de inibicdo destes compostos dependecadta farmaco
(MITCHENER et al 2015). Os inibidores podem ser divididos em quattegorias,
sendo elas: independentes de tempo cujo mecanisipaséado em uma inibicao
competitiva, sendo rapidamente reversivel, de digdorte e dependentes do tempo —

inibidores ligam-se ao sitio ativo e sédo alteragdasa um complexo enzima-inibidor
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(El) que faz com que se desliguem mais vagarosameninibidores mistos —
inicialmente atuam como tempo-dependentes, senr tompletamente a proteina — e
inibidores covalentes — modificam quimicamentetm sitivo (ORLANDO; LUCIDO;
MALKOWSKI, 2015).

Apesar da ampla aplicabilidade terapéutica dos AlNi/ersos efeitos colaterais
estdo relacionados com seu uso, principalmente eworiéncia da falta de
especificidade para uma ou outra ciclooxigenaseN\HECKEN et al, 2000; DAVIS;
ROBSON, 2016). Isto € devido ao fato que farmacmsquitos para amenizar a
inflamacéo e que, portanto, se baseariam no blogigefuncionamento da COX-2 , por
exemplo, também tém capacidade de se ligarem a TAazendo com que sua acao
também seja impedida (HARRIS; BREYER, 2006) o geste caso provoca a quebra
da protecéo gastrica mediada por COX-1 e cuja cué@seia € o surgimento de Ulceras
estomacais (WALLACE, 2000; LAPORT& al, 2004; CASTELLSAGUIet al 2012).
Além deste, outros efeitos observados pela inibiginseletiva de ciclooxigenases sdo
o desbalanco da homeostase renal e danos ao modMOORE; POLLACK;
BUTKERAIT, 2015).

Levando em conta os efeitos colaterais negativosniiacdo nao seletiva das
ciclooxigenases, esfor¢cos vém sendo direcionad@s@desenvolvimento de farmacos
seletivos para uma das enzimas. No caso espedfc€OX-2, existem diversos
compostos disponiveis hoje no mercado, que foraserd®lvidos a partir de
moléculas-mée que apresentavam especificidade @asdtio ativo desta enzima
(FLOWER, 2003; BEURA; CHETTI, 2020).

Como exemplo de inibidores seletivos de COX-2 pselecitar celecoxibe e
antipirina derivados de pirazois, indometacinavideta de indol, etoricoxibe derivado
de piridinas, benzoxazol e oxaprozin derivadosx@zdis e ketorolac derivado de pirrol
(BEURA; CHETTI, 2020). Estudos clinicos com rofeitx e celecoxibe mostraram
pouco ou nenhum efeito sobre a mucosa géastriceeeagbio (HAWKEY, 2001). Ainda,
apesar desta variedade de compostos base, estudpatacionais recentes conduzidos
por Hassan e colaboradores indicam que o caminh® pramissor para a inibicdo
especifica de COX-2 esta nas moléculas derivadpsalmis (HASSANet al, 2019).

Apesar do grande numero de inibidores ja deserdadvipara COX-2, é ainda

necessario que se continue buscando por novos sbosp@osto que farmacos deste
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género apresentaram complicacbes graves geradas afietacdo da homeostase,
principalmente sobre os sistemas renal e cardiolaass¢PATRONO, 2016). Além
disso, é essencial que se busque por compostosveadaais seletivos, ja que varios
farmacos ditos especificos para COX-2 ainda aptasegerta afinidade por COX-1
(SMITH; MALKOWSKI, 2019).

1.2 ESTRUTURA DA COX-2

Estruturalmente, a ciclooxigenase 2 € um homodinmraseja que é formada por
dois mon6meros com sequéncias idénticas (Figurd®)entanto, € considerada um
heterodimero funcional, uma vez que cada um deste®meros apresenta atividade
distinta, sendo um deles a subunidade cataliticat{Fenquanto o outro € denominado
subunidade alostérica (Eallo) (SMITH; MALKOWSKI, 28). Neste caso, sabe-se que
a ligacao de alguns tipos de compostos a subunaledgtérica podem afetar a atividade
da subunidade catalitica, como é o caso do napoogdiurbiprofeno. No entanto, &
igualmente possivel que a ligacdo de compostos ngtib alostérico module de
maneira positiva a agdo do sitio catalitico, contoc@so de acidos graxos com cadeias
variando entre doze e vinte carbonos e o acidaa@aico (DONGet al,2016).

Figura 5. Estrutura do homodimero de COX-2
Fonte: desenvolvido pelo autor.

Cada mondémero de COX-2 é dividido em trés domisiesdo eles o dominio
semelhante ao fator de crescimento epidermal, ordorde ligacdo a membrana e o

dominio catalitico, sendo este ultimo portador dgog heme, uma protoporfirina que
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atua como modulador alostérico da enzima (PICOTLIL@RAVITO, 1994). Ainda,

a COX-2 com peso molecular de 68,996 Da e é fornpade604 aminoacidos sendo
classificada como uma glicoproteina pelo fato dereglicosilada ao longo da cadeia,
(LUCIDO et al 2016).

O sitio ativo da COX-2 é formado por aminoacidosregados, polares e
aromaticos, sendo eles: LYS211 e ASP213 carregddbki203, THR206, HIS207,
THR212, HIE214, ASN222, GLN289, ASN382, HIE386 €£H88 polares; TYR148,
ALA199, PHE200, ALA202, PHE210, VAL291, TYR385, TB®7, LEU390, LEU391
e VAL447 hidrofébicos (BEURA; CHETTI, 2020).

1.3 INIBIDORES DO TIPO COXIBE E A COX-2

Os inibidores seletivos para COX-2 sao genericaenemthecidos como coxibes
e interagem com o sitio da ciclooxigenase indidubrando-o para a catalise do
substrato natural. Estes compostos sdo constraig@stir de um diaril-heterociclo e
apresentam porcbes de sulfonamida ou metil-sulfoommo forma de garantir
especificidade a COX-2 pela interagdo com a VALGR8a vez que em COX-1 esta
posicdo € ocupada por uma isoleucina. Neste cga@sanca da valina permite que os
ligantes acessem um canal hidrofilico derivado doat principal e possam ser
acomodados no sitio ativo (SMITH; DEWITT; GARAVITQ000; BENJAMIN;
MALKOWSKI; MALKOWSKI, 2016).

Uma vez alocados no sitio ativo, os inibidoresido toxibe fazem interacbes
ndo covalentes apresentando um posicionamento caraomo anel fenilico estendido
em direcdo a cadeia lateral da TYR385, entre akeséh 17 e 6 (Figura 6)
(BENJAMIN; MALKOWSKI; MALKOWSKI, 2016).
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Figura 6. Rofecoxibe no sitio da ciclooxigenase em COX-2
Fonte: desenvolvido pelo autor.
Os resultados da andlise in silico de compostoszeapde inibir seletivamente

COX-2 (BEURA; CHETTI, 2020) sugerem que bons inds&s da ciclooxigenase
devem apresentar uma regido aceptora de ligacadidlegénio, uma porcao
hidrofobica e trés anéis aromaticos (Figura 7).mAllsso, os autores sugerem que as
ligacBes de hidrogénio responsaveis por mantes digi@ntes ancorados na cavidade
sdo estabelecidas com residuos polares, bem coamésspresentes nestes compostos
fazem interacdes-1t com os residuos aromaticos da cavidade, tambéencas para

sua fixagéo no sitio ativo.

Q ACEPTOR DE LIGACAO DE
HIDROGENIO

“~ REGIAQ HIDROFOBICA

b .. ANELAROMATICO

Figura 7. Estrutura ideal proposta para inibidores seletde®€0X-2
Fonte: retirado de Beura, S., & Chetti, P. (2020).
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1.4 INTERACOES NAO COVALENTES EM PROTEINAS

As proteinas apresentam quatro niveis na sua aayggiu estrutural, o primeiro € a
chamada estrutura primaria que € determinada peleetsequéncia de aminoacidos, o
segundo € a estrutura secundaria, caracterizada pejanizacdes locais em fitas
formando folhasP, hélicesa e turns A estrutura terciaria define a estruturagéo, o
chamado enovelamento, geral da cadeia e finalmentgiaternaria, que define a
estrutura funcional da proteina, que pode ser ménoaou no caso de proteinas com
mais de uma cadeia, pela interacdo entre estasiidabdles. No caso da estrutura
priméria, a ligacdo entre os amino&cidos € fornpdas ligacdes peptidicas. Por outro
lado, para as demais estruturas o papel das ifegatdo covalentes é determinante
para o enovelamento proteico correto, sendo igudgknessenciais para determinacao
da flexibilidade e especificidade destas moléculisda deve ser lembrado que existe
uma ligagdo covalente, a ligacdo dissulfeto, quetritui para o enovelamento das
proteinas (CARACELLI; ZUKERMAN-SCHPECTOR, 2010).

O que se designa genericamente como interacacovatente engloba uma miriade
de formas de interacdo entre 4&tomos, dentre elbgagdes de hidrogénio, as ligacbes
envolvendo sistemas e as forcas dean der Waal{CERNY; HOBZA, 2007). Estas
interacdes sdo determinantes para a estruturafiicienamento das proteinas, assim
como para a o estudo dos contatos estabelecidies lgyantes e o sitio ativo de uma
enzima, por exemplo. Apesar do fato de que algwmspostos fazem ligacdes
covalentes com o sitio ativo das proteinas, emcpéat os inibidores que impedem a
entrada permanente do substrato na proteina, aiadios ligantes, o que inclui os
substratos naturais da proteina, interage com esgases via interacdes nao covalentes
(WANG et al, 2001; SMITHet al, 2009; JOHNSONet al 2010). De forma que é
possivel compreender a importancia da determinaghtlise detalhada destes tipos de
interacbes nos complexos ligante-proteina, primcipate no contexto de
desenvolvimento de novos farmacos (ZHOU; HUANG; NIJ&R012).

As ligacbes de hidrogénio séo, por exemplo, asoresjveis pela formacdo da
estrutura secundaria em proteinas, formando atestrhelicoidal das hélices e a
formacao das folha@ pregueadas unindo as fitAs. A ligacdo de hidrogénio € uma
interacdo entre trés centros e quatro elétrons, cetros correspondem ao chamado

doador (um atomo eletronegativo como F, O, N, CCE,Br, I) que esta ligado
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covalentemente ao segundo centro que € o atommlag@énio, e o terceiro centro é o
aceptor e carreador de um par solitario de elétmeste caso este pode ser um segundo
atomo eletronegativo ou uma ligacdo multipla, ga,s¢ma ligacaat De forma que o
aceptor da ligacdo de hidrogénio ndo é um &toms,unapar de elétrons localizado
sobre esse atomo ou pares de elétrons localizatios sma ligacdo multipla ou ainda a
densidade eletronica delocalizada sobre um anaéb&vo. Enfim, uma interacao X-
H...A é chamada de ligacdo de hidrogénio, se € ligagdo localizada e X-H é um
doador de préton a A.

Dado o carater direcional deste tipo de ligacdo,lifmtes para os angulos e
distancias entre os &tomos envolvidos, assim andist entre o doador e o aceptor da
ligacdo de hidrogénio deve ser menor que a somaalos devan der Waalsdos
atomos envolvidos e o angulo ao redor do atomadtedénio, D-H...A, deve estar no
intervalo de 100-180° (GILLI; GILLI, 2010). O caeatdirecional é evidenciado pelo
angulo ao redor do hidrogénio como pelo fato quenergia eletrostatica € a maior
contribuicéo para a energia total deste tipo deagtio (ERMONDI; CARON, 2006).

Outra forma de interacdo ndo covalente é aquelahendo sistemag, sendo
extremamente variadas e dependentes tanto da zeattloedoador quanto do sistema
aceptor. Em proteinas, estas interacdes envolvemoaoidos com cadeias laterais
aromaticas, sendo eles: triptofano, histidina, I&smina e tirosina. Quando as
interacbes sdo entre sistem@sa energia de dispersdo de London € o principal
componente para a manutencdo do sistema, sendo tijpe de 4&tomo presente nos
anéis é extremamente importante para determinagfipalde interacdo e da geometria
observada (WHEELER; HOUK; KN, 2009). Ainda, os spie dipolo presentes podem
determinar atracdo ou repulsdo entre estes tiposislemas (MECOZZI; WEST,
DOUGHERTY, 1996; WATERS, 2002; MEYER; CASTELLANO; IEDERICH,
2003). Além das interacdes entre anéis, tambénbserva interagdes do tipo cation-
que podem envolver aminoacidos positivamente cadesy como arginina, lisina ou
histidina em sua forma protonada (MAHADEVI; SASTR3013) ou ainda cations
como Au (CARACELLI; ZUKERMAN-SCHPECTOR; TIEKINK, 208). Finalmente,
deve-se mencionar as interacdes do par isoladoléteres-sistemast envolvendo
elementos de grande importancia biologica como Se dCARACELLI; HAIDUC;
ZUKERMAN-SCHPECTOR; TIEKINK, 2013; CARACELLI; ZUKERIAN-
SCHPECTOR; TIEKINK, 2012).
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Finalmente, mas ndo menos importantes, as intesagdée/an der Waalsque
englobam varios tipos de contato envolvendo dipglesnanentes e induzidos, que
criam forcas atrativas capazes de aproximar atateosm ligante e um determinado
residuo nas proteinas (ROTH; NEAL; LENHOFF, 1998@ntro desta classe estao as
forcas de Keesom — que ocorrem entre dois dipoksngnentes — as forcas de
dispersdo de London — que ocorrem entre dois dspaliuzidos — e as forgas entre um
dipolo induzido e um dipolo permanente (ROTH; LENH) 1993; 1995).

1.5 DESENHO DE FARMACOS BASEADO EM ESTRUTURA (STRUGRE-
BASED DRUG DESIGN)

Antes do desenvolvimento das técnicas modernasifdecab de raio X e de
biologia molecular em geral, parecia utopica a ipd&tade de construcdo e
aprimoramento de compostos especificos para umndetalo alvo farmacolégico. Na
década de 1960, com o aparecimento da eletrofdeepeoteinas e, posteriormente, do
sequenciamento de aminoacidos e em particularltiass décadas o desenvolvimento
de técnicas e equipamentos sofisticados de difra@oRaio X, houve maior
entendimento das estruturas dos alvos abrindo assincaminhos para que a
especificidade dos farmacos comecasse a ser #iliBmbavia, foi somente com os
dados do projeto genoma humano e a revolucdo dem®mue esta ciéncia pode, de
fato, se tornar realidade. Hoje, conhecemos castnacture-based drug desigfou
desenho de farmacos baseado em estrutura) um tmmjanferramentas que permite
que se identifiguem alvos especificos para detedarefeito, se conhecga sua estrutura
e sejam desenvolvidos compostos exclusivos e atiienseletivos para estas estruturas
(BOHACEK; MCMARTIN; GUIDA, 1996; ANDERSON, 2003; MK; PICHIKA,
2019).

O processo de desenho de compostos baseado etarasériterativo, ou seja, feito
varias vezes até se obter um resultado otimizadpa<3o inicial é a escolha do alvo
farmacoldgico, seguido da obtencdo deste alvo ipadid e cristalizado para
determinacado de sua estrutura 3D por cristalogdifigaio X ou na impossibilidade de
obter um cristal utilizando NMR ou ainda por modela molecular. Obtida a estrutura
tridimensional deve-se proceder a uma analise iios sle ligacdo deste alvo, o que
pode ser feito por identificacdo de dominios hom@dtocom outros conhecidos ou em
casos favoraveis pela existéncia da estruturarteédsional do alvo com um ligante. A
etapa seguinte envolve ensaiws silico comecando com aocking molecular e
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eventualmente se necessario estudos de dinamiesufal entre 0 alvo e os compostos
de interesse com 0 objetivo de analisar a estab#iddas interacbes entre eles e a
enzima. Uma vez feita esta analise, serdo escalluisitigantes com o maior nimero de
interacOes especificas e seletivas, que poderaatiseados para a etapa de ensaios
vitro, em que deverdo ser observados coeficientes d&dni biodisponibilidade e
poténcia. Caso estes estudos resultem em um campost bons resultados, este é
encaminhado para ensaiosvivo e eventualmente testes clinicos, podendo culneimar
um farmaco comercial (ANDERSON, 2003). Este prozeswontra-se esquematizado

na Figura 8.
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Figura 8. Esquema do processo steucture-based drug design
Fonte: retirado de Anderson, A. C. (2003).

1.6 DOCKING MOLECULAR

Docking molecular, ou simplesmente docking, é ocgsso de se encontrar o

melhor ajuste para o encaixe entre duas moléduiaglmente esta busca era realizada

visualizando as moléculas em programas graficae ge tentava manualmente obter o

melhor ajuste para as duas formarem um complexQAVEEJIDO; CARACELLI;
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ZUKERMAN-SCHPECTOR, 2006). Hoje em dia, ha variesegramas que permitem
realizar essa busca de forma mais automatizadan@imrente uma molécula é chamada
de receptor (proteinas, enzimas, DNA, etc.) e aaaublécula é chamada de ligante
(em geral, uma pequena molécula). O docking € umniodoé de simulacéo
computacional no qual se pretende avaliar a formagicomplexos receptor-ligante.
Célculos de docking tém sido utilizados tendo carbjetivos fazerscreeningvirtual
e/ou se entender mecanismos de reacao (CUNHA ,e2Q06; CARACELLI et al.,
2018).

O processo de docking pode ser dividido em qudapas. A primeira delas € o
planejamento do experimenio silico, ou seja, a escolha dos receptores e ligantes a
serem empregados no estudo. A segunda etapa €cacelo sitio de ligacao e raio da
esfera de trabalho, que serdo essenciais paraniietera regido especifica em que a
melhor colocagéo do ligante devera ser buscadardkita etapa envolve a realizacao
do experimento computacional com objetivo de forrnamplexos entre ligante e
proteina. Para a validacado do experimento, ou gaja, a determinacdo dos parametros
a serem utilizados nos calculos se realiza o pmeedo conhecido commedocking
que € a reproducdo da estrutura do complexo agteico ligante-proteina utilizando
o docking molecular. Por fim, na quarta etapa, ianake o0s resultados obtidos no
experimento, levando em conta as poses em telacayrafs escores resultantes dos
calculos, mas fundamentalmente o pesquisador déaeeé uma analise detalhada das
interacdes receptor-ligante, utilizando telas ge&j e sua correlagdo com dados
experimentais (KRUMRINE et al., 2003; CARACELLIat, 2018).

O meétodo de célculo para a formacdo do um compieseptor-ligante é chamado
algoritmo dedocking que em geral permite que se defina a flexibilidéal®o do
ligante, quanto da proteina, explorando desta fdodas as formas de interagdo entre
eles (JONES; WILLETT; GLEN, 1995). Cada programasud um algoritmo diferente
sendo possivel separar os programadatkingde acordo com o algoritmo utilizado:
programas de abordagem incremental a exemplo do-Flgrogramas com algoritmos
baseados em algoritmos geométricos como o DOCKgrpmmas que utilizam
algoritmos genéticos como o GOLD, programas de dgftematica como o Glide e
ainda os baseados em métodos de Monte Carlo a eExdmpigandFit (PAGADALA,
SYED; TUSZYNSKI, 2017).
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Neste trabalho foi utilizado o programa GOLD (giglo inglés par&enetic
Optimisation for Ligand Dockigque utiliza um algoritmo genético para a reakzac
de experimentos daéockingmolecular. Este tipo de algoritmo utiliza term@&néticos
para a descricdo dos calculos, em que um genesegpaeos parametros de orientacao e
conformacéao do ligante no alvo, o cromossomo, cdamaste contexto de individuo, e
0 conjunto total de genes, enquanto a populacdocénpunto de solucbes obtidas
(OSHIRO; KUNTZ; DIXON, 1995; GARDINER; WILLETT; ARYMIUK, 2001,
MAGALHAES; BARBOSA; DARDENNE, 2004). Neste caso,idia-se com uma
populacdo den individuos, sendo que cada um representa uma fdaneomplexo
proteina-ligante e carrega consigo uma medida d#agéio, conhecida como escore
(resultado de uma funcao de ajuste). Estes indigiédmtdo sdo selecionados, de forma
gue quanto maior for o valor adaptativo ou ness® egscore maior sera a chance de que
seja propagado para as proximas geracdes. Nestespoy ainda ocorrem as mutacoes,
que aumentam a capacidade de exploracdo adaptadie geram alteracdes de
maneira estocastica sobre os individuos (GARDINERLLETT; ARTYMIUK,
2001).

No GOLD, o algoritmo genético é baseado em um neétiedajuste do ligante ao
sitio a partir de uma func&inessbase (funcdo de ajuste), que pode s&otmScore,
ChemScoreu outros. No caso d@oldScorea funcdo de ajuste envolve a energia de
ligacdo de hidrogénio do complexo receptor ligaat@nergia de ligacdo dean der
Waals a energia de ligagdo de hidrogénio intramolecddaligante e a energia dan
der Waalsnterna do ligante (JONES; WILLETT; GLEN, 1995;NBESet al 1997)

No nosso caso utilizamos a func&mwldScore na qual os quatro componentes

mencionados acima sdo encontrados da seguinte:forma
GoldScore Fitness S(hb_ext) + 1,3750*S(vdw_ext) - S(hb_int) - S{vdint)
S(hb_ext): energia de ligacdo de hidrogénio do ¢exapproteina-ligante;
S(vdw_ext): energia dean der Waal®ntre proteina-ligante;
S(vdw_int): energia dean der Waalslo ligante;
S(hb_int): energia de ligacéo de hidrogénio intreemdar do ligante.

O resultado final é fornecido em kcal/mol e o cardpdorca utilizado no programa
€ o Tripos 5.Force Field(CLARK; CRAMER; VAN OPDENBOSCH, 1989).
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é estudar, qmoking molecular, a formacéao de
complexos da ciclooxigenase 2 e os inibidores iseketcelecoxibe (CEL), rofecoxibe
(RCX) eKorean 21e compara-los com os de um novo composto de estrsitmilar, o
RJ4A, e assim verificar a possibilidade deste serimibidor desta enzima e assim

prop6-lo como candidato a estudowitro ein vivo.
3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 SELECAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA MOLECULA
RECEPTORA

A busca por estruturas de COX-2 foi feita nos bande dados de proteinas
PDB e PDBSum. A estrutura selecionada foi a degodéiDB 5IKR (ORLANDO;
MALKOWSKI, 2016) do organismd&iomo sapiensexpressa pelo sistensgpodoptera
frugiperda sem mutacdes e com resolucéo de A,38sta estrutura foi escolhida pois a
COX-2 estd complexada com acido mefenamico (acid@-[(2(3-
dimetilfenil)amino]benzoico) que é um inibidor dele da enzima. Ainda apresenta os
dois mondémeros na forma glicosilada por molécula®-dcetamido-2-deoxi-beta-D-
glicopiranose (cédigo PDB: NAG) nos residuos deaesgina 144 (ASN144) e 410
(ASN410) de cada mondmero.

3.2 SELECAO DOS LIGANTES
3.2.1. Celecoxibe

O celecoxibe ou  4-[5-(4-metilfenil)-3-(trifluorometil)-1h-pirazo-1-
illbenzenosulfonamida é comercializado com os no@elebrex, Consensi, CeleXib,
NuDroxiPAK, Onsenal, Capxib, LidoXib e variantes dome celecoxibe. E indicado
como antiinflamatorio nédo esteroidal (AINE) com pourisco de sangramento
gastrointestinal quando comparado a outros AINESreferénciaPubChemdeste
composto € 2662, a identificacdo DougBank DB00482 e o cddigo PDB, CEL. Sua
estrutura tridimensional foi extraida da estruttom cédigo PDB 10Q5 (WEBE# al,

2004) e € mostrada na Figura 9.
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Figura 9. Estrutura do celecoxibe
Fonte: desenvolvido pelo autor.

3.2.2 Rofecoxibe

O rofecoxibe ou  3-(4-metilsulfonilfenil)-4-fenil-2Zfuran-5-ona  foi
comercializado sob o nome de Vioxx, sendo retidalonercado em 2004 devido a um
estudo que mostrou que depois de 18 meses, aquedemgeriram 25 mg de Vioxx
tiveram o risco de problemas cardiovasculares ataderem comparagao com aqueles
que receberam o placebo (U.S. Food and Drug Adtratien. "Vioxx (rofecoxibe)
Questions and Answers." September 30, 2004. wwwgdd A identificacdo deste
composto ndrugBanké DB0533, sua referéncRubChemé 5090 e o cédigo PDB,
RCX. A sua estrutura tridimensional foi extraida edrutura de coédigo PDB 5KIR
(ORLANDO; MALKOWSKI, 2016) e pode ser vista na FigulLO.
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Figura 10. Estrutura do rofecoxibe
Fonte: desenvolvido pelo autor.

3.2.3 Korean 21

Denominado neste estudo comiorean 21 o composto 3-fenil-4-(4-
sulfonamida)-1H-pirrol-2,5-diona foi sugerido postwdos de IC50 como um bom
inibidor para COX-2 (PHAMet al 2012). Sua estrutura foi modelada utilizando o
programaDiscovery Studi@3.5 (DISCOVERY STUDIO VISUALIZER® DSV v3.5) e
mostrada na Figura 11.

Figura 11. Estrutura do compostéorean 21
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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3.2.4 RJA4

Denominado neste estudo RJA4, o composto foi &atd pelo Dr. Ariel L.
Llanes Garcia (GARCIA, 2008). A estrutura foi deterada por difracdo de Raio X
(dados ainda néo publicados) e esta mostrada neaFlg com os atomos identificados
bem como a nomenclatura dos aneis. O composto est&qufoi avaliado no presente
trabalho como possivel inibidor de COX-2, uma vee @presenta as caracteristicas
propostas por Beura e Chetti (2020) necessariasgearum inibidor de esta enzima, ou
seja, a presenca de uma regido aceptora de ligdgabidrogénio, uma porcéo

hidrofobica e dois anéis aromaticos (Figura 13).

Figura 12. Estrutura de RJA4
Fonte: desenvolvido pelo autor.

. ACEPTOR DE LIGACAO DE
HIDROGENIO

.’ REGIAO HIDROFOBICA

.. ANELAROMATICO

Figura 13. Estrutura do composto RJA4 com as regides de BaQfeetti destacadas
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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Além do fato de apresentar as caracteristicas sétas para ser um bom
ligante de COX-2, o composto em questdo tambémssenslha muito em termos
estruturais de outros coxibes disponiveis no mercemmo é o caso do celecoxibe. A
comparacao entre as duas estruturas pode senaisigura 14. Ambos apresentam trés

anéis, sendo dois deles aromaticos substituidas, @nel central de cinco atomos.

a. b

Figura 14. Estruturas do RJA4 (a) e do celecoxibe (b)
Fonte: desenvolvido pelo autor.

3.2.5 Ligante extraido para redocking

Para oredockingutilizou-se o ligante cristalografico extraido estrutura de
cédigo PDB 5IKR denominado acido 2-[(2,3-dimetilffiamino]benzoico
(ORLANDO; MALKOWSKI, 2016). Sua identificacdo nDrugBank € DB00784, a
referéncia no PubChem, 4044 e o cédigo PDB ID8sthutura do ligante pode ser vista
na Figura 15.

Figura 15. Estruturas do ligante cristalografico extraiddbteR
Fonte: desenvolvido pelo autor
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3.3 PREPARACAO DAS ESTRUTURAS PARA A REALIZACAO DEALCULOS
DE DOCKING

O arquivo da estrutura obtido no PDB contém asdmwadas cristalograficas dos
atomos exceto dos hidrogénios, os quais foram awidios com o Programa GOLD
(JONES et al., 1995; JONESt al 1997). Além disso, o arquivo com os dados
cristalograficos da proteina encontrava-se no ftonpallh sendo necessario converté-lo
para .mol2 para ser utilizado pelo programa GOLD, o que faiof utilizando o
programaDiscovery Studi@3.5 (DISCOVERY STUDIO VISUALIZER® DSV v3.5).

3.4 REALIZACAO DO EXPERIMENTO DEDOCKING

A primeira etapa foi a da validacdo dos parameirssrem empregados nas etapas
posteriores dedocking Este processo chamadedocking,consiste em, utilizando o
docking, reproduzir o complexo cristalogréafico entneste caso, a proteina 5IKR e seu
ligante ID8 que foi previamente extraido. Uma ve#idos os pardmetros foram feitos

os experimentos de docking com os ligantes coxKkagan 21e RJIA4.

Para o experimento dgocking o tamanho de cavidade escolhido foi de 6A com
base nos parametros obtidos no redocking. Em tedosasos os ligantes foram
mantidos flexiveis. Estes experimentos geraram sén@ de poses para cada ligante
dentro da cavidade, sendo estas agrupadas emrgluteacordo com a pose e
analisadas em particular agueles com maior numercepleticoes, e dentro de cada
cluster aquela com maior valor deorefoi selecionada para andlise detalhada em tela

grafica.
3.5 VISUALIZACAO EM TELA GRAFICA E ANALISE DE INTERACOES

Os resultados dos experimentos de docking, queasgmses dos ligantes, ou
seja a posicao, orientacdo e conformacédo, norsitigptor foram analisados. A analise
por visualizacdo gréfica € a parte fundamentafralmetho dedocking,é nesta etapa que
0 pesquisador deve tomar as suas decisfes nacsdes;@noléculas, baseado no estudo
das interacdes, do padrdo de poses dos ligantespmparacdo de moléculas e dos

sitios de ligacao.

Neste estudo, foram avaliadas as liga¢cbes de l@diogas interacdes dean der

Waalse as interacdes As analises foram feitas para cada ligante adiendeterminar
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as interacdes responsaveis pela formacédo do complexmitindo assim comparar as
interacOes estabelecidas pelo composto RJA4 calnsasutros compostos de atividade
conhecida e desta forma avaliar seu potencial gpar#icdo de COX-2. Para confirmar
os resultados das poses obtidas piloking e selecionadas para comparacdo com
RJA4, utilizaram-se as poses cristalograficas dgenies valdecoxibe, celecoxibe e
rofecoxibe das estruturas 3LN1 (WAN@t al, 2010) e 5KIR (ORLANDO;
MALKOWSKI, 2016). Para andlise da pose #Herean 21 utilizou-se os dados
discutidos por Wang e seus colaboradores no masinallio que descrevem a estrutura
3LN1 (WANG et al, 2010).

Para a andlise em tela grafica foi utilizaddDscovery Studio(DISCOVERY
STUDIO VISUALIZER® DSV V3.5), que identifica ligagd® de hidrogénio e
interacbes deran der WaalsNo entanto, quando se trata de interagbesm aneéis
aromaticos a situacdo € mais complexa, pois estasestdo ainda “embutidas” nos
programas de visualizacdo. Sendo assim, a detatgstas interacbes foi realizada
utilizando o programa WIMWeak Interaction Mapping(WIM, 2017), que calcula e
valida sua existéncia por meio de trés variaveigetor V1 que parte do centroide do
anel aromatico e é normal ao anel, o vetor V2 queecuatomo envolvido na interacéo

e o centroide e o angudoformado entre estes dois vetores (Figura 16).

Anel aromatico

Figura 16. Parametros utilizados pelo WIN para analise d&sagdest
Fonte: retirado de SILVA, R.F. et al., 2018 e adédptpelo autor.

Para obter mais detalhes sobre a interados quatro compostos e a valina 523
(VAL523), responsavel por garantir especificidade kbgacdo a COX-2, foram
realizados calculos computacionais baseados emiddeeseletronica. Estes foram
realizados com o programa NCIPlot (CONTRERAS-GAREtAl., 2011), que fornece

uma visualizagdo desta interacdo nao covalentezamdo um esquema de cores
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vermelho-azul-verde, em que o vermelho é indicati#awuma forte interacéo repulsiva,
o azul, de forte interacdo atraente, enquanto deyete uma interagéo atrativa fraca
(JOHNSONEet al, 2010).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 REDOCKING

A etapa deedockingpermitiu determinar os parametros que serianzatibbs para
as etapas posteriores decking uma vez que a pose obtida ao final do experimento

reproduziu o observado na estrutura cristalograficmo apresentado na Figura 17.

Figura 17. Resultados da etapa dedocking.a. pose do ligante cristalografico; b.
pose do ligante obtida poedocking c. a sobreposi¢cdo da pose cristalogréfica com a
obtida poredocking

Fonte: desenvolvido pelo autor.

4.2 DOCKING
4.2.1. Celecoxibe

Os resultados d#ockingpara o celecoxibe mostraram o composto inseritle en
as hélicest 6 e 17, como esperado para o posicionamento dpasios coxibes. Foram
identificadas ligacdes de hidrogénio com valina (MAL116), leucina 352 (LEU352),
tirosina 355 (TYR 355), leucina 359 (LEU 359), fatanina 518 (PHE 518) e leucina
531 (LEU 531) e interacdes dan der Waalcom a histidina 90 (HIS90). Ademais,
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foram encontradas trés interacdes com os anéisasiom® do celecoxibe, sendo todas
elas do tipo CH.t e realizadas pelos residuos serina 353 (SER3%Z&ipHav523
(VAL523) e alanina 527 (ALA527). Estes resultadstie apresentados na Tabela 1,
em que CtA e CtC ser referem as centroides dos &néiC respectivamente.

Tipo de interacdo Residuos Atomo ligante Atomo residiDistancia (A) Angulo (°)

VAL116 F1 HG11 2,60 109

LEU352 H13 O 1,85 168

H3 OH 2,15 163

LH TYR355 F3 HE2 2,55 119
LEU359 F3 HD21 2,43 131

PHE518 o1 HB1 2,64 158

LEU531 F2 HD11 2,83 156

SER353 CtA HA 2,52 161

PI VAL523 CtA HG13 2,50 121
ALA527 CtC HA 2,73 128

VDW HIS90 02 NE2 2,52 -

Tabela 1 InteracBes observadas para celecoxibe no sitio dd COX-2.
Fonte: desenvolvido pelo autor.

A pose obtida para este ligante corresponde cesperado para celecoxibe, ja
gue quando comparada com a pose cristalografide demposto na estrutura 3LN1,
observou-se uma excelente sobreposi¢ao, como mosteaFigura 18

Figura 18. Sobreposicao entre a pose cristalogréafica (cinza)de docking (verde)
para celecoxibe
Fonte: desenvolvido pelo autor.

4.2.2. Rofecoxibe

Os resultados de docking para o rofecoxibe mostravacomposto inserido entre as

héliceso. 6 e 17, como esperado para 0 posicionamento dpasios coxibes. Foram
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identificadas ligacbes de hidrogénio com leucina2 3REU352), tirosina 355
(TYR355), arginina 513 (ARG513), metionina 522 (MEZR), valina 523 (VAL523) e
leucina 531 (LEU531) e interacOes\idn der Waalgom histidina 90 (HIS90) e serina
353 (SER 353). Ademais, foram encontradas duasagiies com 0s anéis aromaticos
do rofecoxibe, sendo elas do tipo CH.e realizadas pelos residuos serina 353
(SER353) e valina 523 (VAL523). Estes resultadosrsmntram na Tabela 2, em que

CtA se refere a centroide do anel A.

Tipo de interagéc Residuos Atomo ligante Atomo residuDistancia (&)  Angulo(°)
LEU352 H4354 @) 2,56 89
TYR355 H4348 OH 2,20 149
LH ARG513 021 HH11 2,27 161
MET522 H4347 O 2,44 161
VAL523 H4350 O 2,49 114
LEU531 HG 06 2,50 133
Pl SER353 CtA HA 2,46 157
VAL523 CtA HG13 2,54 125
021 NE2 2,95 -
VDW HISSO 020 NE2 2,91 -
SER353 020 O 2,48 -

Tabela 2 Interacfes observadas para rofecoxibe no sitio d&# COX-2.

Fonte: desenvolvido pelo autor.
A pose obtida para este ligante corresponde caraperado para rofecoxibe,

posto que quando comparada com a pose cristalcgrdéiste composto na estrutura

5KIR, observou-se, mais uma vez, uma excelenteepobicdo, como mostrado na

Figura 19.

Figura 19. Sobreposicdo entre a pose cristalogréfica (cinza)de docking (roxo)
para rofecoxibe
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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4.2.3. Korean 21

Na Figura 20 € apresentado o resultado de dockingothpostoKorean 21
similar & do celecoxibe, conforme descrito por Wangolaboradores (2010). As
interagdes observadas parakorean 21 ocorrem com 0s residuos encontrados na
andlise das ligacdes do celecoxibe, descritasiamtemnte, ou seja, posicionado entre as

héliceso 6 e 17.

Figura 2C. Sobreposicao dos resultados de Korean 21 (larargalecoxibe (verde)
Fonte: desenvolvido pelo autor.

As ligacdes de hidrogénio ddorean 21sdao com a leucina 352 (LEU352),
serina 353 (SER 353), tirosina 355 (TYR355), ararb13 (ARG513), fenilalanina 518
(PHE518), metionina 522 (MET522), valina 523 (VAI®Z2 alanina 527 (ALA527).
As interacdes dean der Waalséo com o acido glutdmico 192 (GLN192) e tirosina
355 (TYR355). Ainda, foram encontradas duas inferago tipo CH.1t com os anéis
aromaticos e realizadas com os residuos serindSHR343) e valina 523 (VAL523).

As interacdes estdo mostradas na Tabela 3, emtguseCefere a centroide do anel A.
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Tipo de interagdo  Residuos Atomo ligante Atomo residuDistancia (A)  Angulo(©)
LEU352 H11 @) 2,01 166
SER353 H12 O 1,94 134
H11 OH 2,21 159
TYR3SS 02 HE2 2,62 93
LH ARG513 04 HH11 2,38 166
PHE518 03 HB1 2,54 159
MET522 H7 o 2,44 171
H6 O 2,29 124
VALS23 04 HG21 2,60 161
ALA527 o1 HB1 2,60 114
P SER353 CtA HA 2,49 158
VAL523 CtA HG13 2,51 124
GLN192 N2 OE1l 3,22 -
vbw TYR 355 02 OH 2,99 -

Tabela 3. Interacdes observadas p#&@rean 21no sitio ativo de COX-2.
Fonte: desenvolvido pelo autor.

4.2.4. RJIA4

Na analise do resultado de docking para RJA4, iiittaram-se ligacbes de
hidrogénio com a tirosina 355 (TYR 355), a vali285VAL523) e a leucina 531
(LEU531). Ademais, foram encontradas duas intesacoen 0s anéis aromaticos, sendo
elas do tipo CH.t e realizadas com os residuos serina 353 (SER3%3)ira 523
(VAL523). Nao foram encontradas interaces/de der Waalpara este composto. As
interacbes podem ser observadas na Tabela 4, enCtdue CtB correspondem as

centroides dos anéis A e B respectivamente.

Tipo de interacdo  Residuos Atomo ligante Atomo residDistancia ()  Angulo()

OH H30 2,10 133

LH TYR3SS OH H27 2,61 110
VAL523 034 HG21 2,62 135

LEU531 035 HG 2,55 141

SER353 CtA HA 2,73 147

PI VAL 523 CtA HG13 2,39 124
ALA527 CtB HB1 2,92 108

Tabela 4. Interacbes observadas para RJA4 no sitio ativo@s-2.
Fonte: desenvolvido pelo autor.

Quando comparado com os demais compostos utilizadogresente estudo,
RJA4 apresenta um numero menor de ligacdes degéidiom (Tabela 5), no entanto, 0s
residuos com 0s quais interage sdo comuns aos sikgaaites, em particular deve ser

destacada a ligagdo com TYR355.
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Lgante Residuos Atomo hgante  Atomo residuo Distancia (A) Angulo (°)

VALLL6 Fl HG11 2.60 109
LEU352 H13 0 1.85 168

) H2 OH 2.15 163

Colecoy 2522 F2 HE2 2.55 119
LEU359 F3 HD21 2.43 131

PHES1S 01 HBI 2.64 158

LEUS31 F2 HD11 2.83 156

LEU352  H4354 0 2.56 89

TYR35S  H4348 OH 220 149
Roficoxh ARGS13 021 HH11 227 161
METS22  H4347 0 2,44 161

VALS23  H4350 0 2,49 114

LEUS31 HG 06 2,50 133

LEU352 H1 0 2,01 166

SER353 H12 0 1,94 134

i H11 OH 221 159

TYRISS 02 HE2 2,62 93
Korean2] ARGS13 04 HH11 2,38 166
PHES18 3 HBI 2,54 159

MET$22 H7 0 2,44 171

ot en H6 0 229 124

VALS23 04 HG21 2,60 161

ALAS27 01 HBI 2,60 114

- H30 OH 2.10 133

RIAL RERIS H27 OH 2,61 110
VALS23 034 HG21 2,62 135

LEUS31 035 HG 255 141

Tabela 5 Ligacbes de hidrogénio realizadas pelos quatenti&s estudados e o sitio
ativo.
Fonte: desenvolvido pelo autor

Como o principio para avaliacdo do potencial ot deste composto foi
compara-lo com compostos inibidores de COX-2, zealise uma sobreposi¢éo entre as
poses dalockingobtidas. O resultado é mostrado na Figura 21 elaeyue RJA4 se
comporta da mesma forma como os demais compogtatadss, posicionando-se entre

as hélices. 17 e 6 (Figura 22).
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. Rofecoxib
. Celecoxib
B roas

Korean 21 .
/ 7 | ‘
Figura 21. Sobreposicdo das posesdiekingpara os quatro ligantes estudados

Fonte: desenvolvido pelo autor.
’ .
Hélice 6 E

M rias
. Celecoxib
. Korean 21

/ b . Rofecoxib

Figura 22. Posicionamento dos ligantes com extremidade voljiada TYR385
Fonte: desenvolvido pelo autor.

Hélice 17

Ainda, uma analise das interacGedeitas pelos compostos estudados mostra

gue o RJA4 faz as duas interag@esnvolvendo a SER353 (Figura 23) e a VAL523
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(Figura 24) que como demais inibidores de COX-2 agqtudados, como mostrado na
Tabela 6. Destaca-se que um fator importante cdpagarantir especificidade com o
sitio ativo de COX-2 é a interagdo com VAL523, desi este que na COX-1 é uma
isoleucina, sendo assim, no caso do RJA4, as gidesacom VAL523 em comum com
outros farmacos sabidamente capazes de se ligaspeciicamente a COX-2

indicariam também uma possivel especificidade aoposto para COX-2.

Ligante Residuos Atomo ligante  Atormo residuo  Distancia (A) Angulo ()
SER353 CtA HA 2,52 161
Celecoxib VALS523 CtA HG13 245 121
ALAS27 CtB HA 2,73 128
Rofecoxib SER353 CtA HA 2,46 157
VALS523 CtA HGI13 2,54 125
Korean 21 SER353 CtA HA 2,45 158
VALS523 CtA HG13 2,51 124
SER353 CtA HA 2,73 147
RIJA4 VALS23 CtA HGI13 239 124
ALAS27 CtB HBI 2,92 108

Tabela 6.Interacbedt para os quatro ligantes estudados.
Fonte: desenvolvido pelo autor.

SER353 SER353

SER353 SER353 |l rya4

:L Celecoxib
. Korean 21
. Rofecoxib

Figura 23. Interacdest com SER353
Fonte: desenvolvido pelo autor.
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M rias
) Eﬁ Celecoxib
VALS23 . Korean 21

4 . Rofecoxib

Figura 24. Interagcdest com VAL523
Fonte: desenvolvido pelo autor.

Como ja mencionado a interacéiocom a VAL523 foi estudada utilizando o
sistema NCIPlot para todos os quatro ligantes astglneste trabalho. Os parametros
geomeétricos estdo dados na Tabela 7.

Ligante Atomo ligante Atomo residuo Distancia (A) Angulo “)
Celecoxib CtA HGI13 2,49 121
Rofecoxib CtA HGI3 2,54 125
Korean 21 CtA HGI13 2,51 124

RJA4 CtA HGI13 2,39 124

Tabela 7. Parametros para a ligacdo Chkl.com VAL523 para todos os coxibes,
Korean 21 e RJA4

Fonte: desenvolvido pelo autor

Os resultados do NCIPlot (Figura 25) indicam queirdsracdes observadas
entre os coxibes, Korean 21 e RJA4 e VAL523 saatiafts, confirmando o que foi

observado durante a andlise em tela grafica coatdela interacdo C-Hi.com a
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VAL523, o0 que indicaria uma possivel especificidadeligante RJA4 para o sitio de
COX-2.

Repulsao

Atragao

. d.
Figura 25. Resultados de NCIPIlot para a. celecoxibe; b. oxfibe; c. Korean 21; d. RIA4
Fonte: desenvolvido pelo autor.

5 CONCLUSOES

Os estudos aqui descritos mostraram o docking dé4Rdo sitio da
ciclooxigenase 2 da mesma forma como ocorre comindsdores celecoxibe,
rofecoxibe eKorean 21 ou seja, entre as hélices 6 e 17, além da interagdo CH...
com SER353 e VAL 523, residuo este especifico tio afivo da ciclooxigenase 2 e
responsavel pela formacao de um bolséo na cavitkatigacdo para compostos do tipo

coxibe e que nao é encontrado em COX-1.

Assim, em vista da necessidade de desenvolvimentowdes farmacos capazes
de inibirem especificamente a enzima COX-2, osdestin silico descritos no presente
trabalho permitem propor o composto RJA4 como catdipara estudos posteriores.
Como perspectiva futura do presente estudo, poa#aea realizacdo de estudos de
dindmica molecular a fim de se estudar a estab#idibo complexo RJA4-proteina e a
realizacdo de estudaosvitro da seletividade do RJA4 pela COX-2 com relaca®@X-C

1, da sua atividade inibitéria e dependendo dadtesos ensaios vivo.
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