UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
ufege PROGRAMA DE PGS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

“Analise in silico, in vitro e in vivo de compostos
organocalcogénios como possiveis anti-inflamatdrios”

NATALIA BAPTISTINI

Sao Carlos
2015



NATALIA BAPTISTINI

“Analise in silico, in vitro e in vivo de compostos
organocalcogénios como possiveis anti-inflamatdrios”

Tese apresentada ao Programa de
Doutorado em Biotecnologia do
Programa de Po6s Graduagdao em
Biotecnologia da Universidade
Federal de Sao Carlos.

Bolsa FAPESP DD
Processo 2011/08332-7

Orientadores: Prof2 Dr2 Ignez Caracelli
Prof. Dr. Julio Zukerman Schpector

S3do Carlos
2015



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da Biblioteca Comunitaria UFSCar

Processamento Técnico
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

B222as

Baptistini, Natalia
Andlise in silico, in vitreo e in vivo de
compostos organocalcogénios como possiveis anti-

inflamatérios / Natdlia Baptistini. -- S3do Carlos
UFSCar, 2016.

258 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao

Carlos, 2015.

1. Biotecnologia. 2. Ciclooxigenase. 3. Anti-
inflamatdrio. 4. Docking molecular. 5.
Organoccalcogénios. I. Titulo.




Natalia Baptistini

Tese de Doutorado submetida a
Coordenagdo do Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia, da
Universidade Federal de Sio
Carlos, como requisito parcial para
a obtencdo do titulo de Doutor em
Biotecnologia

Aprovado em: 30/06/2015

BANCA EXAMINADORA

! @‘Dra Ignez Caracelli /
/

4/5()4%9—/ [ty

Prof. Dr. Alessandro Rod ues

A

Ot

Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal

(USAi (@ rppnr Ewg

Prof. Dr. Waldir Avansi Jumo()

Profa. Dra. El@ngela Vinhato




O que faz andar a estrada?

E o sonho. Enquanto a gente sonhar
A estrada permanecerd viva.

E para isso que servem os caminhos,
Para nos fazerem parentes do futuro.
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Baptistini, Natalia. Analise in silico, in vitro e in vivo de compostos organocalcogénios
como possiveis anti-inflamatérios. 2015. Tese (Programa de Pds-graduagdo em
Biotecnologia) — UFSCar, Sdo Carlos, 2015.

RESUMO

Neste trabalho sdo apresentados o estudo in silico da formacdo de complexos entre
compostos organocalcogénios e as enzimas COX-1 e COX-2 realizado com o objetivo de
estudar seu potencial para atuar como inibidores seletivos da COX-2, e portanto como anti-
inflamatdrios, bem como os resultados dos experimentos in vitro e in vivo desta atividade.
Na presente pesquisa, foram modelados e estudados 15 compostos organocalcogénios e
seus enantidbmeros, com estrutura similar a do farmaco seletivo celecoxibe. Os compostos
da familia 2-(fenilseleno)-2-(etil-X)acetofenonas-4’Y-substituidas, com Y = H, Br, CHs3, OCHs,
NO, e X = SO,, SO, S, foram modelados tendo como ponto de partida a estrutura
cristalografica do composto da mesma familia com Y = Br e X= SO. As estruturas
tridimensionais das enzimas COX-1 e COX-2 foram obtidas no PDB. Os resultados dos
calculos de docking molecular foram avaliados considerando-se o padrdo de
orientagdes/conformagdes, as interagbes intermoleculares, as interagdes T e o0s escores.
Os resultados desses experimentos permitiram propor um mecanismo de a¢do, bem como
um modo de ligacdo preferencial para explicar a atuacao desses compostos como possiveis
inibidores da COX-2, condicdo necessdria para atuar como anti-inflamatdrio. Em particular,
o composto com Y = OCH;3 e X = SO, (5-OCH3) é o que apresentou o melhor potencial para
atuar como anti-inflamatdrio, sendo seletivo a COX-2. Isto porque o substituinte OCH3
ocupou o subsitio S1 dessa enzima, mantendo a interagdo com a His90 e o grupo SO,,
apresentou interagdo com a Tyr355, aminoacido importante para o metabolismo do
substrato da COX-2, o acido araquiddnico. As outras interagdes feitas pelo composto, como
as interagdes i, sdo importantes para fixagao do ligante ao sitio ativo, embora ndo estejam
diretamente ligadas com a sua seletividade. Os experimentos in vitro e in vivo permitiram
confirmar os resultados dos experimentos in silico, uma vez que o ensaio imunoenzimatico
mostrou que este composto apresenta maior inibicdo da COX-2 em relagdo a COX-1. Ainda,
a atividade do composto 5-OCH; foi avaliada em modelo de edema de pata induzido por
carragenina e zymosan, como agentes irritantes, resultando em uma diminuicdo
significativa da espessura das patas apds duas horas e diminuicdo da temperatura apds
uma hora da aplicagdo do agente anti-inflamatério. Uma vez que os melhores resultados
foram obtidos para o modelo do edema de pata com a carragenina isto sugere o composto

atua melhor no caso da inflamagao aguda.

Palavras-chave: COX-2, organocalcogénios, docking molecular, anti-inflamatérios.



Baptistini, Natdlia. Analysis in silico, in vitro e in vivo of organochalcogens compounds as
possible anti-inflamatories 2015. Tese (Programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia) —
UFSCar, Sao Carlos, 2015.

ABSTRACT

In this work are presented the in silico study of the formation of complexes between
organochalcogens compounds with enzymes COX-1 and COX-2 that were carried out in
order to study their potential to act as selective inhibitors of COX-2 and thus as anti-
inflammatories, as well as the results of in vitro and in vivo experiments of this activity.
There were modeled and studied 15 organochalcogens compounds and their
enantiomers, with a structure similar to that of the selective drug celecoxib. Compounds
2-(phenylseleno)-2-(2-ethyl-X)acetophenones-4’Y-substituted , with Y = H, Br, CH3, OCH3,
NO, and X = SO,, SO, S, were modeled using as starting point the crystallographic
structure of the compound with Y = Br and X = SO. The three dimensional structures of
the COX-1 and COX-2 enzymes were obtained from the PDB. The results of the molecular
docking calculations were evaluated considering the patterns of
orientations/conformations, intermolecular interactions, 1 interactions and scores. The
results of these experiments allowed to propose a mechanism of action as well as a
preferred bonding mode that would explain the activity of these compounds as possible
inhibitors of COX-2, which is a condition necessary to act as anti-inflammatory. In
particular, the compound where Y = OCH3z and X = SO, (5-OCHs) being selective to COX-2
is the one with the best chances to act as an anti-inflammatory. This is because the OCH;
substituent occupied the S1 subsite of the enzyme, maintaining the interaction with His90
and the SO, moiety interacts with the Tyr355, an important amino acid for the
metabolism of the COX-2 substrate, the arachidonic acid. The other interactions made by
the compound, such as m interactions, are important for fixing the ligand in the active site,
although they are not directly related to its selectivity. The experiments in vitro and in
vivo confirm the in silico results, as the enzyme immunoassay showed that this compound
exhibits greater inhibition of COX-2 relative to COX-1. Furthermore, the activity of the 5-
OCHs; compound was evaluated with the classical models of edema formation, that is the
carrageenan and zymosan induced inflammation in the rat paw, resulting in a significant
reduction in paw thickness after two hours and decreasing of the temperature after one
hour of the application of the anti-inflammatory agent. As the best results were obtained
for the model of paw edema elicited by carrageenan this suggests that the compound
acts better in the case of acute inflammation.

Keywords: COX-2, organocalchogens, molecular docking, antiinflamatories
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Subsitios do sitio ativo da COX-2 em representacdo tipo superficie. O subsitio
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Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

Figura 3.

1. a. Sobreposi¢do da COX-1 humana e da COX-1 de camundongo com os residuos

de aminodcidos presentes no sitio ativo da enzima COX-1: 3KK6. b.
Sobreposi¢do da COX-2 humana e da COX-2 de ovelha com os residuos de
aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima COX-2: 1CX2.

. Representagdo tridimensional de apenas um dos enantiomeros dos compostos

modelados a partir da estrutura de cédigo CSD URAREL. a. Compostos do
grupo 1, apenas com Enxofre (S). b. Compostos do grupo 2, com substitui¢do
do Enxofre pelo grupo Sulféxido (SO). c. Compostos do grupo 3, com
substituicdo do Enxofre pelo grupo Sulfona (SO,).

. Composto 6 do grupo 2 (X = SO), apresentando os centros esterogénicos: a. de

mesma configuracgdo relativa (Cr/Sr e Cs/Ss) e b. de configuragdo opostas (Cr/Ss
e Cs/Sr).

. Redocking realizado com o complexo COX-2 de cddigo pdb 1cx2. A molécula

que tem os atomos de carbono em cinza é o ligante cristalografico e a que tem
os dtomos de carbono em verde (escore 78,5 kcal/mol) é a pose obtida no
processo de redocking.

. Redocking realizado com o complexo COX-1 de cédigo pdb 3kk6. A molécula

que tem os dtomos de carbono em cinza é o ligante cristalografico e a que tem
os atomos de em rosa carbono (escore 78,3 kcal/mol) é a pose obtida no
processo de redocking.

. Em cinza estd o celecoxibe cristalografico em sua posi¢dao dentro sitio ativo de

COX-1 (3kk6). Em azul esta a pose do ligante celecoxibe no sitio de COX-2. Os
dois complexos foram superpostos e sao apresentados os ligantes, apds a
superposicdo. Observa-se que adotaram comportamento similar nas duas
isoformas.

. Para poder avaliar melhor a diferenga R-S, o grafico apresenta os AEscore =

escore R —escore S, obtidos por calculos de docking das poses selecionadas por
visualizagdo molecular. Acima do eixo x estdo os resultados preferenciais para
o enantidmero R e abaixo com 0 S, com um AEscore maximo = 4,5 kcal/mol.

8 Ligantes da familia PRO no sitio ativo da COX-2. Os ligantes sdo apresentados

nos grupos relativos ao substituinte X (SO,, SO, S). Também podem ser
observados enantiomeros S em cima e os R na parte de baixo. Os hidrogénios
estdo ocultos para facilitar a comparacao.

. Em cima: O sitio ativo da enzima COX-2 é apresentado e é possivel observar os

aminoacidos que interagem com o ligante cristalografico, apresentados com os
atomos de C em magenta, e o melhor ligante da série estudada, 5_SO,_OCHj3,
com os atomos de C em azul, superpostos. A superficie de van der Waals foi
calculada para o ligante cristalografico, mas também é adequada para envolver
o ligante selecionado. Embaixo: Os ligantes cristalogréficos e o melhor
composto da familia PRO, sendo que na posicdo onde o ligante cristalografico
apresenta o anel triazol, os ligantes apresentam o carbono assimétrico.

Figura 3. 10. Pose dos compostos com X = SO no sitio ativo da enzima COX-2. E possivel

observar os aminoacidos que interagem com o ligante cristalografico,
apresentados com os dtomos de C em laranja, e o ligante 10_SO_OCH;, com
os atomos de C em azul, superpostos.

Figura 3. 11. Ligantes da familia PRO no sitio ativo da COX-1. Os ligantes sdo apresentados

nos grupos relativos ao substituinte X (SO,, SO, S). A esquerda podem ser
observados os enantiébmeros S e a direita os R. O grupo que apresenta poses
mais similares é o do substituinte X = SO,. Os hidrogénios estdo ocultos para
facilitar a comparacao.
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Figura 3.25.

Para poder avaliar melhor a diferenga R-S, o gréfico apresenta os AEscore =
escore R — escore S, obtidos por cdlculos de docking das poses selecionadas
por visualizagdo molecular. Acima do eixo x estdo os resultados que
preferenciais para o enantiomero R e abaixo com o S, com um AEscore
maximo = 8,6 kcal/mol.

Representacdo da microplaca apds incubagdo. Os pogos com coloragdo
amarelada durante o experimento (destacados com tracejado rosa), indicam
que a inibigdo ndo ocorreu.

Curva Padrdo de Prostaglandina obtida. No eixo ¢ encontram-se os valores
de %B/B, calculados utilizando os valores de absorbancia dos pocos NSB, de
B, e das amostras S1 a S8. No eixo x encontram-se os valores da
concentragdo de prostaglandina em pg/mL.

Valores de concentragdo de prostaglandina (eixo x) com as amostras dos
compostos da familia PRO, em concentragdo de 100 nM, para COX-1(em
rosa) e COX-2 (em verde) e valores de %B/B, (eixo 4), comparados com a
Curva Padrdo Obtida de PG (em amarelo).

Valores de inibicdo para COX-2 na concentra¢do de 100 nM. O composto 5_
OCHj; apresentou melhor taxa de inibigao para essa enzima.

Valores de inibicdo para COX-1 na concentragdo de 100 nM. O composto
9 _NO, apresentou melhor taxa de inibicdo para essa enzima.

Valores de inibicdo dos compostos a 100 nM para COX-2 (linha em azul) e
para COX-1 (linha em rosa). O composto 5-OCH3 obteve maior taxa de
inibicdo para COX-2 (50%) e pequena taxa de inibigdo para COX-1 (proximo
de 10%). O composto 6-Br foi o segundo melhor.

Ocupacado dos subsitios obtida por experimentos in silico para COX-2 para dois
compostos e seus enantidbmeros. (a) e (b) Observa-se que o substituinte Y
ocupa o subsitio S1 tanto no caso do enantiébmero R quanto do S. (c) e (d) O
substituinte Y ocupa o subsitio S1 (c) e S2 (d), mostrando comportamento
diferente para os enantiémeros.

Representacgdo do substituinte Y = OCH; (em destaque pelo circulo vermelho)
no subsitio S1 (em roxo) da enzima COX-2.

Média da variagcdo da espessura das patas apds 1, 2, 3, 4 e 24 horas da
aplicacdo da Carragenina para cada grupo. O eixo das ordenadas apresenta o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm.

Média da variagcdo da espessura das patas apds 1, 2, 3, 4 e 24 horas da
aplicacdo do Zymosan para cada grupo. O eixo das ordenadas apresenta o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm.

Média da variacdo da espessura das patas apds 1, 2, 3, 4 e 24 horas da
aplicacdo da Carragenina, para cada grupo. O eixo das ordenadas apresenta o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm.

Média da variacdo da espessura das patas apds 1, 2, 3, 4 e 24 horas da
aplicacdo do Zymosan, para cada grupo. O eixo das ordenadas apresenta o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm.

Temperaturas obtidas pela camera termografica para o animal do grupo
5_OCH; - Carragenina. A temperatura varia de 17,6°C (coloracdo azul) até
33,3°C (coloracdo vermelha). Pode ser observado que a pata esquerda, a qual
recebeu o agente inflamatdrio, possui maior temperatura e coloracdo mais
avermelhada que a pata direita, que ndo recebeu o agente. A imagem foi
analisada com o programa SmartView® 3.5 (Fluke, EUA).
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Figura 3.26. Média da variagdo das temperaturas da pata esquerda para cada grupo com
Carragenina. O eixo das ordenadas apresenta o tempo em horas e o eixo das
abcissas apresenta a temperatura em °C.

Figura 3.27. Média da variagdo das temperaturas da pata esquerda para cada grupo com
zymosan. O eixo das ordenadas apresenta o tempo em horas e o eixo das
abcissas apresenta a temperatura em °C.
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Apresentacao




Este trabalho se insere nas linhas de pesquisa do Grupo de Fisica Tedrica de
Materiais e Biomoléculas (BioMat) do Departamento de Fisica e do Laboratdrio de
Cristalografia, Estereodinamica e Modelagem Molecular (LaCrEMM) ambos da
Universidade Federal de S3o Carlos (UFSCar). Dentre os trabalhos de pesquisa
desenvolvidos nestes grupos encontram-se a busca de inibidores para enzimas
relacionadas com processos inflamatdrios como a ciclooxigenase (COX) e a nitrico éxido
sintase (NOs).

Em 2009, comecei minha iniciacdo cientifica com estudos de docking molecular
envolvendo as enzimas COX-1 e COX-2 com compostos organocalcogénios cujas
estruturas cristalinas ja tinham sido depositadas no Cambridge Structural Database (CSD),
apoiada por uma bolsa FAPESP (Processo 2009/10290-0). Estes estudos visavam apenas
determinar a atividade dos compostos in silico. Em 2010, outros estudos realizados, por
outros membros do grupo, realizaram a simulacdo computacional com compostos com
atividade bioldgica conhecida e visavam associar os resultados dos estudos in silico com
os realizados in vitro (ARMELIN, 2010; CASTILHO, 2011).

Também foram desenvolvidos estudos com COX e NOs, em associacdo com outros
grupos de pesquisa, um de sintese organica e outro que realizou os experimentos in vitro.
Nestes casos os experimentos in silico foram realizados no BioMat e LaCrEMM (STEFANI,
BOTTESELLE et al., 2012; STEFANI, GUEOGJAN et al.,, 2012). Os estudos de docking
ajudaram a entender os mecanismos de agao dos compostos.

O trabalho presente, apoiado por uma bolsa FAPESP de doutorado direto
(Processo 2011/08332-7), envolve o estudo da formagdo de complexos entre compostos
organocalcogénios e as enzimas COX-1 e COX-2. Os 15 compostos estudados foram
sintetizados no grupo do Professor Paulo Roberto Olivato (IQ-USP) (CERQUEIRA Jr., 2012).
Com o intuito de propor novos possiveis farmacos esses compostos foram escolhidos por
apresentarem estrutura semelhante a de anti-inflamatdérios comercializados, como o
Celecoxibe. Além disso, foram realizados testes in vitro de atividade nas enzimas, para o
que foi importante o apoio recebido da Professora Fernanda de Freitas Anibal
(Departamento de Morfologia e Patologia — UFSCar) que disponibilizou seu laboratdrio

para que os ensaios fossem realizados. Os resultados de docking e estes ensaios


javascript:mediumPopup('/SAGe_WEB/printProcess.do?abstractProcessId=43842&typeProcess=true&showInPopup=true&org.apache.struts.taglib.html.TOKEN=9b27c71012cedf960213c6279c8de5f1&method=printProcess',%20'popup')

permitiram selecionar alguns compostos para os estudos de atividade in vivo, que foram
realizados com a permissdo do Comité de Etica da UFSCar.

Os trabalhos realizados estdo descritos da seguinte forma: o Capitulo 1 apresenta
as caracteristicas das enzimas estudadas, bem como suas fung¢des, com énfase em sua
estrutura tridimensional. O Capitulo 2 contempla os materiais e métodos, os quais
incluem os estudos in silico, in vitro e in vivo. Os estudos in silico envolvem alinhamento
de sequéncias de enzimas, simulacdo computacional por meio de docking molecular,
modelagem dos compostos estudados e visualizacdo molecular para avaliacdo das
interacOes intermoleculares e posicionamento dos compostos dentro de subsitios das
enzimas. Os estudos in vitro e in vivo envolvem ensaio imunoenzimdtico para atividade
de inibicdo das enzimas e presenca de citocinas anti e proé-inflamatdrias e anadlises
histopatoldgicas e imunohistoquimicas. Nos estudos in vivo, em que foram realizados
testes de edema de pata, foi feita uma inovacdo quanto a medida de temperatura dos
edemas, com a implementacdo de andlise termografica para a avaliagdo dos edemas.

No Capitulo 3, sdo apresentados e discutidos os resultados dos calculos e andlises
de docking, com énfase na avaliagdo do modo de ligagdo dos compostos as enzimas, bem
como os tipos de interagGes presentes nos complexos formados e na influéncia das
estruturas e configuragdes dos ligantes. Além disso, sdo apresentados os resultados dos
experimentos in vitro e in vivo, bem como a relagdao destes com os resultados obtidos por
meio da simulagdao computacional.

No Capitulo 4 é apresentada uma visao geral do trabalho e as conclusdes.

No Capitulo 5 estdo as referéncias.

No Anexo encontra-se a aprovacdo do Comité de Etica da UFSCar.

Finalmente, nos apéndices estdo organizados os dados referentes ao alinhamento
e homologia da estrutura tridimensional do receptor, as tabelas de interacdes entre
ligantes e receptores, as tabelas mostrando as interagdes t dos complexos da familia PRO
com as enzimas COX-1 e COX-2, a ocupagado dos subsitios das enzimas COX-1 e COX-2, os
dados dos experimentos para medida de espessura da pata e as imagens obtidas pela
camera termografica. Optou-se por adotar os apéndices devido ao grande numero de

dados nos experimentos.



CAPITULO 1

Introducao



1.1. PROCESSO INFLAMATORIO

Ha cerca de 20 anos, foram descobertas duas isoformas da enzima ciclooxigenase
(COX)': a COX-1, com funcdo fisioldgica constitutiva que participa de uma série dos
processos do organismo como a protecdo da mucosa gdastrica, hemostasia e regulacdo de
perfusdo renal e a COX-2, responsavel pelos fendbmenos da inflamacdo e producdo das
prostaglandinas que produzem contracdo uterina (SCHELLACK, 2012). Posteriormente mais
uma isoforma foi encontrada, a COX-3, mais similar a COX-1 (BAZAN, 2001; BOTTING e
AYOUB, 2005). A enzima COX-2 tem sido considerada como a isoforma responsavel pela
sintese de prostaglandinas envolvendo processos patoldgicos, em estados agudos ou
cronicos da inflamacdo e tem sido uma das enzimas alvo para busca de farmacos.

A enzima ciclooxigenase (COX) é uma glicoproteina dimérica integral da
membrana e esta envolvida no processo inflamatdrio. As isoformas COX-1 e COX-2 tém
sido  consideradas como  alvos de diversos anti-inflamatérios nao-
esteroides (abreviadamente, AINEs ou NSAIDs, do inglés Nonsteroidal anti-inflammatory
drugs) como a aspirina, ibuprofeno, meloxican, piroxican, paracetamol, diclofenaco,
entre outros (KUMMER & COELHO, 2002). Novos inibidores da enzima COX-2 tem sido
objeto de estudo a fim de aumentar a especificidade desses compostos e diminuir os
efeitos adversos causados (CATIZONE, 2012).

Os AINEs podem ser divididos em 4 categorias (SULEYMAN et al., 2007):

1. Inibidores seletivos da COX-1, como a aspirina;

2. Inibidores ndo seletivos: anti-inflamatérios com razdo de 0,5 < ICs, cc(())))((:; <3,0%
3. Inibidores relativamente seletivos da COX-2, com razdo de 10 < ICs, cc:));::; < 20,

como meloxicam, nimesulida, diclofenaco;

4. Inibidores altamente seletivos da COX-2, com razao 140 < ICs, % < 250 como

0 SC-58125 (modelo do celecoxibe) e o rofecoxibe com razao ICs, % > 400;

! A enzima também é conhecida como Prostaglandina H sintase (PGHS).
2 ICs0: A concentracdo de um inibidor que é necessdria para inibir 50% atividade da enzima, in vitro.
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A Tabela 1.1 mostra a classificacdo dos AINEs. Esta classificacdo estad baseada na

estrutura quimica dos compostos.

Tabela 1.1. Classificagdo quimica dos AINEs de acordo com sua estrutura quimica e exemplos
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exemplo: valdecoxib

Os AINEs, embora com estruturas quimicas diferentes, apresentam efeitos

terapéuticos similares bem como os efeitos colaterais:

Efeitos benéficos dos AINEs: diminuem a resposta inflamatdria; reduzem a dor de

causa inflamatdria e baixam a febre (SULEYMAN et al., 2007).

Efeitos adversos AINEs - COX-2: podem causar problemas gastrintestinais, como
Ulceras, insuficiéncia renal e hepdtica. Esses problemas sdo causados pela inibicio da
COX-1, uma vez que as Prostaglandinas (PGs) produzidas por esta enzima atuam como
protetora da mucosa gdstrica. Também podem aumentar o nivel sérico da creatina
induzindo disfuncdo renal aguda e nefrite intersticial, reduzir a taxa de filtracdo
glomerular. No figado, pode aumentar niveis de enzimas, causando a granulocitose, entre
outros problemas graves (SULEYMAN et al., 2007). No caso dos problemas renais, os anti-
inflamatdrios seletivos podem agravar a situacdao dos pacientes que ja apresentam

alteragdes no rim de modo semelhante aos anti-inflamatdrios nao seletivos, apesar de


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Quiralidad_(qu%C3%ADmica)&action=edit&redlink=1

afetarem menos aqueles que ndo apresentam alteracGes neste érgdo (MELGACO et al.,

2010).
1.1.1. A ENzimA COX-2

A enzima COX-2 tem como substrato o dcido araquidénico (AA) que é convertido,
por oxigenacdo, em prostaglandina G, (PGG,), e esta é subsequentemente reduzida a
prostaglandina H, (PGH,), devido a acdo de hidroperoxidase dessa enzima. Em seguida a
PGH, é convertida nas diversas prostaglandinas (PGs) produzidas por essa enzima
(FITZGERALD e MARDINI, 2001; SILVA et. al., 2003). As etapas descritas ocorrem em dois
sitios distintos: no sitio ciclooxigenase e no sitio heme-peroxidase (SILVA et. al., 2003),

apresentados na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Representacdo da superficie da enzima COX-2. Uma regido da proteina estd ligada a
membrana (roxo) e corresponde dos residuos de aminoacidos Thr70 até Leull7. O grupo Heme esta
representado na cor azul, em stick. No sitio ativo, o 4cido araquiddnico esta substituido pelo inibidor
cristalografico SC-558, o qual estd representado na cor verde, em ball and stick. A enzima da figura tem
cddigo pdb 1cx2. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

Na Figura 1.2 podem ser observados detalhes da proteina COX-2, com o inibidor
SC58 (1-phenylsulfonamide-3-trifluoromethyl-5-parabromophenylpyrazole), uma molécula

protétipo do celecoxibe, da estrutura cristalografica de cddigo pdb 1cx2.



inibidor
. ,,\_

COX-2

sitio ativo

Figura 1.2. Representagdo da enzima COX-2, mostrando as estruturas secundarias, o grupo heme e o
sitio ativo com um inibidor. Em destaque é apresentada a cavidade onde estd inserido o ligante, com
seus anéis ao fundo da cavidade e voltado para o solvente esta o grupo sulfonamida. Figura construida
com DS Visualizer 3.5.

1.1.2. As PROSTAGLANDINAS E AS MEDIDAS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

As isoformas COX-1 e COX-2 sdo responsaveis pelo metabolismo do acido
araquiddnico e producdo de prostaglandinas e tromboxanos, conforme apresentado na

Figura 1.3.
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Figura 1.3 Esquema dos processos ocorridos na conversio do Acido Araquidénico (AA) em
Prostaglandina. Primeiramente, duas moléculas de oxigénios sdo incorporadas ao acido araquidonico
para conversdo em PGG,. Esta é reduzida a PGH,, a qual é convertida em outras PGs e TxA,. (Figura
retirada de BLOBAUM e MARNETT, 2007).

Cada produto resultante da conversdao de PGH, atua em locais especificos, com
diferentes efeitos fisioldgicos. Também, para cada produto produzido pela conversao do

acido araquidonico ha um receptor especifico, que detecta e sinaliza a presencga de tais



moléculas (BLOBAUM & MARNETT, 2007; ABRAHAO, 2009; CUNHA, 2012), como indicado

na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Local de agdo e efeitos fisioldgicos das prostaglandinas (PGs)

Prostaglandina (PG)

Local de agao

Efeitos fisiolégicos

Receptores

PGE, Cérebro Ventilagdo EP1, EP2,EP3 e EP4
Rins Hiperalgesia
Plaquetas Febre
Endotélio Diurese
Imunomodulagao
PGD, Cérebro Contragdo do musculo liso DP1e DP2
Mastécito Inibicdo da agregacao das plaquetas
Vias aéreas
PGF,, Utero Contragdo do musculo liso FP
Olhos Broncoconstri¢cdo
Vias aéreas Risco de abortamento
Musculo liso
vascular
PGI, Endotélios Vasodilatagao IP
Rins Inibicdo da agregacao plaquetaria
Plaquetas
TXA, Endotélios Angiogenese TP
Rins
Plaquetas
Macrofagos

A PGF,, é o produto dessa reacdo, medida por ensaios biolégicos, por exemplo,
para testar a atividade inibitéria de compostos candidatos a anti-inflamatérios frente as

enzimas COX-1 e COX-2.
1.1.3. DESENVOLVIMENTO RACIONAL DE FARMACOS E O DOCKING

O processo de desenvolvimento de novos farmacos requer normalmente entre 10
e 15 anos desde a descoberta até a aprovacdo pela FDA (U.S. Food and Drug
Administration). O desenvolvimento de novas técnicas computacionais e de novos e mais
poderosos hardwares tém permitido e ampliado o uso de métodos in silico. Ferramentas
computacionais sdo aplicadas para facilitar varias fases da pesquisa como para modelar
os dados experimentais. Docking molecular é uma técnica computacional que vem sendo
utilizada com sucesso em ambas, na pesquisa e na explicacdao dos dados experimentais e
tem tornado possivel a identificacdo e otimizacdo de compostos-lider (MOUSTAKAS et al.,

2006; RESTER et al., 2006; CARACELLI et al., 2012; STEFANI et al., 2012).



A simulagdo computacional tornou-se cada vez mais importante em termos de
aplicacdo pratica da modelagem preditiva no processo de pesquisa e desenvolvimento,
também na industria farmacéutica. Ferramentas para exploracdo de estruturas de
proteinas ou conjuntos de ligantes conhecidos por ligar em alvos particulares podem ser
utilizadas para prever o modo de ligacdo e a atividade (KIRCHMAIR et al., 2008).

Softwares de docking, baseados nas mais diversas metodologias e algoritmos,
estdo sendo cada vez mais utilizados na descoberta de novos farmacos. O problema de
modelar a "realidade" é o nUmero grande de fatores envolvidos, tais como a flexibilidade
do ligante e receptor, a coordenacdo de metais, ligacdo covalente, transferéncias de
cargas, e estas Ultimas em particular sdo dificeis de serem parametrizadas de forma que
muitas vezes sao simplesmente ignoradas. Entretanto ndo deve ser esquecido que a
precisdo dos resultados depende da quantidade e qualidade das informacdes fornecidas
ao programa (CORBEIL , THERRIEN & MOITESSIER, 2009). E interessante observar que um
pesquisador experiente muitas vezes pode descobrir se um bolso pode ser um potencial
sitio de ligacdo ou uma se molécula obedece a certas regras de semelhanca com algum
farmaco. No entanto, colocar esses conhecimentos em algoritmos de computador é
praticamente impossivel. Por conseguinte, é altamente recomenddvel ndo se ater a
estratégias totalmente automatizadas nesta drea (KLEBE, 2006).

Para alguns projetos, especialmente aqueles desenvolvidos em laboratérios
académicos, o uso de simulagdo computacional como o docking, é a melhor forma de
aceder a um grande espago de configuragdo quimica, sem a necessidade de material e

infraestrutura laboratorial.
1.2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Embora haja no mercado inumeros farmacos anti-inflamatdrios, como descrito
anteriormente, hd necessidade de novos candidatos a anti-inflamatdérios mais seletivos a
COX-2.

O objetivo deste projeto é estudar a formacao de complexos de uma série de
compostos calcogénios com as enzimas COX-1 e COX-2 e se algum destes pode ser

considerado candidato a farmaco.



A etapa inicial para estudar a formacdo de complexos se baseia na modelagem
molecular dos compostos, nos estudos de docking molecular, na andlise de aspectos
estereoquimicos dos compostos calcogénios que foram sintetizados no grupo do
Professor Paulo Roberto Olivato (IQ-USP) e denominados compostos PRO.

Os objetivos especificos sdo:

e estudar e propor mecanismos de ligacdo dos compostos calcogénios PRO nas enzimas
COX-1 e COX-2;

e selecionar os melhores compostos por estudos de docking molecular, para estudos de
atividade bioldgica;

e realizar estudos in vitro, por meio de ensaios bioldgicos, para medida de atividade de
inibicdo das enzimas COX-1 e COX2;

e a partir dos resultados obtidos in silico e in vitro, realizar estudos in vivo, utilizando de
modelos animais para avaliar a acdo dos compostos estudados que apresentem maior
atividade de inibicdo para COX-2 e ao mesmo tempo menor inibicdo para COX-1;

e relacionar os dados experimentais in silico, in vitro e in vivo obtidos durante o
desenvolvimento do projeto;

e sugerir possiveis relagdes estrutura-atividade para os compostos estudados;

e sugerir aplicagdes técnicas e/ou terapéuticas para os compostos estudados.



CAPITULO 2

Materiais e Métodos



Este capitulo apresenta a metodologia referente aos experimentos realizados in
silico, in vitro e in vivo. O primeiro trata da simulagcdo computacional realizada, bem como
da modelagem molecular, visualizacdo e analise das interacdes dos complexos formados.
O segundo trata de ensaios imunoenzimaticos para andlise de atividade inibitdria nas
enzimas COX-1 e COX-2. O terceiro e ultimo aborda experimentos realizados com
camundongos e extracdo dos érgdos para posteriores analises imuno-histoquimica e

histopatoldgica.
2.1. EXPERIMENTOS IN SILICO

Essa parte do trabalho foi desenvolvido no BioMat — Grupo de Fisica Tedrica de
Materiais e Biomoléculas, do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar).

As etapas envolvidas no processo de docking estdo apresentadas na Figura 2.1 a

seguir.

1. Busca no CSD

1. Coordenadas tridimensionais no
PDB, PDBSum

2. Modelagem
Molecular

Ligantes

2. Selecdo do sitio de
ligacao

3. Coordenadas dos
ligantes

Macromoléculas

Calculos de Docking

|

1. Avaliacao das
conformacdes/orientacdes e
energias

2. Selegao de ligantes

3. Avaliacao das interagdes
intermoleculares

‘ Resultado dos Calculos ‘
Visualizagao Grifica

Figura 2.1. Etapas envolvidas no processo de docking utilizado neste trabalho.



Os estudos in silico foram realizados por simulacdo computacional utilizando o
método de docking molecular, que consiste em obter o melhor ajuste entre receptor e
ligante para a formacdo de complexos. O programa GOLD 5.0 foi utilizado para esses
calculos.

Os complexos formados foram analisados por visualizacdo molecular com o
programa DS Visualizer 3.0.

Os compostos estudados pertencentes a familia das 2-(fenilseleno)-2-(etil-
X)acetofenonas-4’Y-substituidas, com Y = H, Br, CHs, OCHs3, NO, e X = SO,, SO, S foram
sintetizados pelo grupo do professor Paulo Roberto Olivato (USP) e sdo citados neste
trabalho como Compostos da Familia PRO. Como suas estruturas ndo estdo apresentadas

em bancos de dados foi feita a modelagem molecular com o programa DS Visualizer 3.0.
2.1.1. COORDENADAS DAS MACROMOLECULAS

Primeiramente, foram selecionadas as coordenadas tridimensionais dos atomos
das enzimas COX-1 e COX-2, utilizadas como alvos, e também foi selecionado o sitio de
ligacdo.

As coordenadas tridimensionais das estruturas cristalograficas das enzimas foram
obtidas no Protein Data Bank - PDB e no PDBsum.

Uma vez que as estruturas tridimensionais da COX-1 e COX-2 humanas nao se
encontram disponiveis em banco de dados, foram consideradas as estruturas das enzimas
COX-1 (proveniente de ovelha) e COX-2 (proveniente de camundongo), encontradas, sob
os codigos pdb 3KK6 e 1CX2, respectivamente.

A estrutura tridimensional de COX-1 apresenta como inibidor cristalografico o
ligante Celecoxibe com resolucdo de 2,75 A (RIMON et al., 2010). A COX-2 apresenta
como inibidor cristalografico o ligante SC-558 e foi obtida com 3,00 A de resolucdo

(KURUMBAIL et al., 1996).
2.1.1.1. ALINHAMENTO E HOMOLOGIA DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DO RECEPTOR

As enzimas utilizadas para os estudos in silico, in vitro e in vivo s3ao provenientes

de fontes diferentes (Tabela 2.1).



Tabela 2.1. Fontes das estruturas das enzimas COX-1 e COX-2

Enzimas
Experimento COX-1 COX-2
In silico Ovelha (Ovis aires) Camundongo (Mus musculus)
In vitro Ovelha (Ovis aires) Ovelha (Ovis aires)
In vivo Camundongo (Mus musculus) Camundongo (Mus musculus)

Como as estruturas tridimensionais da COX-1 e COX-2 humana, da COX-2 de
ovelha e da COX-1 de camundongo ndo estdo presentes em bancos de dados, foi feito o
alinhamento das sequéncias humana, ovina e de camundongo dessas enzimas, e
posterior modelagem por homologia dessas estruturas.

Dessa forma, foi possivel comparar as sequéncias de aminodcidos das enzimas
humana, de ovelha e de camundongo, a fim de estabelecer uma relacdo entre os
aminoacidos encontrados no sitio ativo, no qual o substrato (acido araquidbénico) é
metabolizado e também verificar a conservacdo das sequéncias dos aminoacidos
presentes nesse sitio.

Para isso, uma busca das sequéncias de aminodcidos dessas enzimas foi feita
utilizando o banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information) e o
programa ClustalW2: Multiple Sequence Alignment - que possibilita fazer alinhamento de
sequéncias de DNA e Proteinas utilizando sequéncias de aminoacidos ja depositadas em
banco de dados. Utilizando o SWISS-MODEL (servidor online para modelagem de
estruturas por homologia) foram modeladas as estruturas tridimensionais da COX-1 e
COX-2 humana, da COX-2 de ovelha e da COX-2 de camundongo, por homologia
estrutural, utilizando as estruturas das enzimas de ovelha e de camundongo, presentes

no banco de dados NCBI, homdlogas a humana, como molde.
2.1.2. COORDENADAS DOS LIGANTES

As estruturas tridimensionais dos ligantes da familia dos organocalcogénios foram
obtidas por modelagem molecular. Utilizou-se como molde inicial uma estrutura
cristalografica depositada no CSD - Cambridge Structural Database. As estruturas dos

compostos foram modeladas utilizando as facilidades do Programa DS Visualizer 3.0.
2.1.2.1. ComMPOSTOS DA FAMILIA PRO

Foram estudados compostos da familia 2-(fenilseleno)-2-(etil-X)acetofenonas-4’Y-

substituidas sintetizados pelo grupo do professor Dr. Paulo Roberto Olivato, da USP,



denominados de familia PRO. Foi considerada como estrutura de partida para a
modelagem, a estrutura cristalografica URAREL (ZUKERMAN-SCHPECTOR et al., 2011)
apresentada na Figura 2.2.

Esses compostos sdo apresentados em trés grupos distintos de acordo com o
substituinte X: SO, (grupo 1), SO (grupo 2) e S (grupo 3). Os substituintes Y foram Br,
CHs, H, NO, e OCH;. Como os compostos podem apresentar enantiomeros, foram

modelados também os enantiomeros R e S.

Sk==—0 X) X=s0,,50,5

Figura 2.2. a. Estrutura cristalografica de cédigo CSD URAREL, mostrando o composto de partida para
a modelagem dos compostos da familia PRO. b. Esquema mostrando o esqueleto basico e os
substituintes X (S, SO, SO,) e Y (Br, H, CH3, OCH3, NO,). (*) indica um centro quiral. Desenho feito com
MarvinView & MarvinSketch da ChemAxon.

Para identificar os compostos, foram nomeados de 1 a 15, se é enantiobmero R ou
S, seguido do grupo X (SO, SO ou S) e o substituinte Y (Br, H, CH3, NO, e OCHs). Por
exemplo, o composto 1, enantiomero R, com o grupo SO,, com substituinte Br:
1r_SO,_Br. Se fosse o enantiomero S, seria escrito dessa maneira: 1s_SO,_Br. E assim por
diante com os outros compostos. O composto URAREL (Figura 2.2), de acordo com esta
nomenclatura, poderia ser 6r_SO _Br ou 6s_SO _Br, dependendo do enantiémero.

Na Figura 2.3 sdo apresentadas as estruturas bidimensionais das moléculas da

familia PRO que foram estudadas.
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Figura 2.3. Representacdo bidimensional dos compostos da familia PRO. S3o apresentados os grupos
de moléculas com a. SO,, b. SO, c. S, bem como os substituintes do anel nao ligado ao Se: Br, H, CH3,
OCHs3 e NO,  Foram modelados os enantiomerosR e S.

2.1.2.1.1. CoMmPOSTOS DA FAMILIA PRO com GRUPO X = SO

Os compostos que apresentam grupo X = SO possuem dois centros esterogénicos
em sua estrutura: o carbono metinico e o enxofre sulfinilico (Figura 2.4). Dessa forma, ha
dois possiveis diasteroisdmeros, diferindo dos compostos com grupo X =S e SO,, uma vez
gue estes apresentam somente um diasteroisdbmero. No entanto, devido a rota sintética,
nao ha enantiosseletividade na preparacdao dos compostos (CERQUEIRA Jr., 2012).

Ao serem separados, esses diasteroisomeros formam duas séries distintas de

compostos em misturas racémicas. Uma delas corresponde aos diasteroisdbmeros com



centros estereogénicos de mesma configuracdo relativa, ou seja, quando carbono
metinico for R, entdo o enxofre sulfinilico também sera R (Cr/Sr), e quando o primeiro for
S, o segundo também serd S (Cs/Ss) (Figura 2.5). A outra série corresponde aos
diasteroisdbmeros com centros estereogénicos de configuracdo opostas, ou seja, quando
carbono metinico for S, entdo enxofre sulfinilico serd R (Cs/Rr), e quando o primeiro for R,

o segundo serd S (Cr/Cs) (Figura 2.5) (CERQUEIRA Jr., 2012).

Br

Figura 2.4. Compostos com grupo X = SO, apresentando os centros esterogénicos: a. carbono metinico e
b. enxofre sulfinilico.

@

Figura 2.5. Compostos com grupo X = SO, apresentando os centros esterogénicos: a. de mesma
configuragdo relativa (Cr/Sr e Cs/Ss) e b. de configuragdo opostas (Cr/Ss e Cs/Sr).

2.1.3. DOCKING MOLECULAR

O docking molecular é o estudo do melhor ajuste entre duas estruturas

tridimensionais (BROOIJMANS e KUNTZ, 2003). Esse processo pode ser dividido nas



seguintes partes: planejamento do experimento in silico; realizacdo do experimento
computacional com objetivo de formar complexos; validagdo do experimento (redocking);
avaliacdo dos resultados obtidos no experimento.

O programa empregado nas simulacdes foi o GOLD 5.0 (Genetic Optimization for
Ligand Docking), o qual utiliza um algoritmo genético na busca de uma populacdo de
possiveis solucdes.

A funcdo escore utilizada foi a GoldScore, a fim de se ordenar as diferentes
solugdes obtidas. GoldScore é uma fungdo baseada em mecanica molecular, que possui
quatro termos:

GOLD Fitness = Shp_ext + 1.375*Syqw_ext + Shb_int + Svdw int ,

onde Sy, ext representa a contribuicdo da energia das ligagdes de hidrogénio entre a
proteina e o ligante; Syuw ext @ contribuicdo da energia de van der Waals do complexo
proteina-ligante; Sp, it € a contribuigdo da energia de ligagdo de hidrogénio
intramolecular a fungao; e Sy it @ energia de van der Waals interna do ligante. A
multiplicagdo do fator Sygw exr por 1.375 é uma corregdo empirica para encorajar os
contatos hidrofdbicos proteina-ligante. Como o GoldScore é tomado como sendo o
negativo da soma dos termos de energia componentes, quanto maior o valor do escore,
melhor (JONES et al., 1997). O campo de forca (mecanica molecular) utilizado no
programa GOLD é o Tripos 5.2 Force Field (CLARK, CRAMER, van OPDENBOSCH, 1989).

Para a simulagdo, foram consideradas as enzimas sob os cédigos pdb 3KK6 e 1CX2
no PDB e os ligantes da familia dos organocalcogénios obtidos por modelagem molecular.
O centro dos cdlculos de docking foram os ligantes cristalograficos e a cavidade gerada
pela retirada do ligante, e mais 6 A; no caso de COX-2, isso resultou em uma esfera de
11,005 A, onde foram considerados 321 4tomos nos calculos. J& para os célculos com a
enzima COX-1, a esfera considerada tinha 10,807 A e 307 atomos. O programa GOLD
utilizado, com a funcdo de ajuste de escore GoldScore, foi a versdao 5.0. Foram
adicionados os hidrogénios, utilizando subrotina do programa, pois normalmente nao
estdo presentes nas coordenadas obtidas do PDB/PDBSum. Para a proteina é permitida a
flexibilidade das hidroxilas dos grupos carboxilicos e no caso dos ligantes, flexibilidade. A

His90, presente no sitio ativo foi protonada para a realiza¢do dos cdlculos. Foram geradas



até 10 saidas (soluces) em cada célculo, ou até que o rmsd (root-mean-square deviation)
entre as saidas fosse menor que 1.5 A. As moléculas de dgua foram extraidas, pois anélise
prévia mostra que ndo ha interacdo das dguas com os ligantes no sitio ativo.

Dessa forma, foram geradas poses® desses compostos organocalcogénios no sitio
de ligagdo, o sitio ativo caracteristico da atividade ciclooxigenase, com valores de escore
associados a cada complexo formado. Estes complexos foram analisados com o programa
de visualizagao molecular DS Visualizer 3.5.

Para se estabelecer os padrées de ligacdo dos compostos nas enzimas estudadas,
uma série de parametros foi considerada: as orientacGes obtidas no cdlculo de docking
(saidas semelhantes em cada cdlculo), as interacdes que os atomos dos inibidores fazem
com atomos de residuos de aminoacidos da enzima, os escores associados a cada
orientacdo gerada e, por fim, se o modo de ligacdo é representativo para uma série de
compostos de uma mesma familia estudada (VEGA-TEIJIDO, CARACELLI e ZUKERMAN-
SCHPECTOR, 2006).

2.1.3.1. ALGORITMO GENETICO

O Algoritmo Genético (AG) é um algoritmo estocastico utilizado para solucionar
problemas de otimizacdo. Os principais conceitos utilizados em AG sdo: (1) gene:
representa cada parametro a ser explorado na otimizagdo; (2) cromossomo: também
chamado de individuo, é a cadeia de genes que representa uma solugdo possivel para o
problema; e (3) populagdo: representa o conjunto de solugdes no espaco de busca. Os
ligantes podem ser rigidos ou flexiveis no Programa GOLD. No caso de considera-los
flexiveis, sdo considerados angulos torcionais observados na cristalografia. Na linguagem
de AG usada, solugdo representa cada estrutura do ligante que o cdlculo de docking
ajustou no sitio receptor; orientagao representa a posi¢cao no sitio que agrupa uma ou
mais solu¢des com RMSD (root mean square deviation) baixo e superposicdo grafica que

permitem afirmar que formam um grupo de solugdes equivalentes.

! Pose, orientagio de um ligante em relagio a um dado receptor, com uma dada conformag3o. (Perola et al.
2002).
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Figura 2.6. Fluxograma da operagdo de um algoritmo genético (adaptagdo de Miranda, 2000; Corréa,
2010).

Um numero alto de solugGes em um grupo serd considerado como de certo peso
estatistico que favorece a orientacdo por eles definida e uma delas serd selecionada como
representante da orientacdo. As duas primeiras definicGes referem-se aos complexos; o
termo conformacgao é empregado para a estrutura tridimensional adotada pelo ligante,
independentemente de estar ligado ou nao.

A producgdo das solugdes nos algoritmos genéticos consiste no calculo de um
grande numero de individuos, realizando uma varredura tdo extensa quanto necessaria
do espacgo de solugdes. Para cada individuo gerado, uma aptiddo é calculada através de

uma func¢ado de escore (fitness).
2.1.4. REDOCKING

O redocking é uma forma de validar os parametros de cdlculos para reconstruir a
estrutura cristalografica do complexo receptor COX-ligante. Neste processo, como
apresentado na Figura 2.7, o complexo proteina-ligante é separado e os cdlculos de
docking s3ao realizados com o objetivo de reconstruir o complexo. Para isso sao
selecionados parametros como modo de busca, funcdo de ajuste, raio da esfera

construida, flexibilidade ou ndo de ligantes e/ou proteina.
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A predigcdo do modo de ligagao é considerada bem sucedida se o rmsd, medida das
diferencas entre os valores previstos pelo modelo e aqueles efetivamente observados, for
menor do que, geralmente, 2 A (VERDONK et al., 2003). Se o redocking é realizado com

sucesso, entdo se segue com os ligantes a serem estudados.

Docking

Complexo cristalografico
proteina-ligante

Ligante

Figura 2.7. Etapas utilizadas para o Redocking. O complexo cristalografico obtido no PDB, formado por
uma proteina e um ligante, é separado e as duas moléculas sao utilizadas em calculos de docking para a
reconstrucao do complexo. Os parametros utilizados para os calculos que resultam no melhor complexo
serdo utilizados nos estudos posteriores com a mesma proteina (receptor) e os ligantes de interesse
(obtidos por modelagem molecular).

2.1.5. ANALISE DOS SUBSITIOS E DAS INTERAGOES N

Apds andlise dos calculos de docking e andlise das interagdes por visualizagdo
molecular, utilizou-se a descri¢do feita por BOUAZIZ-TERRACHET e colaboradores (2010),
a qual considera subsitios presentes na COX-2 para explicar a atividade e/ou
especificidade dos ligantes. Na Figura 2.8 pode ser observado o sitio ativo da COX-2
dividido nesses subsitios.

Usando esse tipo de aproximacdo, SANTOS e colaboradores, 2007, também

observaram que para inibir a COX-2 e apresentar seletividade para essa enzima ndo é
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necessaria a interacdo das moléculas com as quatro regides propostas. Os residuos de
aminoacidos que fazem parte dos subsitios S1, S2, S3 e S4 estdo descritos a seguir:

S1: His90, GIn192, Arg513, Val516 e Phe518.

S2: Tyr348, Try385, Trp387 e Met522.

$3:Valll6, Arg120, Tyr355 e Leu359.

S4: 1le345, Leu531 e Leu534.

S1: His90, GIn192, S2: Tyr348,
Arg513, Ala516, Tyr385, Trp387,
Phe518. Met522.

$3: Vall1e6, S4: lle345, Leu351
Argl20, Tyr355, . eL 3:5:u ’
Leu359. - .

Figura 2.8. Subsitios do sitio ativo da COX-2 em representacgdo tipo superficie. O
subsitio S1 estd representado em roxo, 0 S2 em rosa, o S3 em laranja e o S4 em verde.

Para a COX-1 ndo ha esse tipo de analise na literatura, o que pode ser considerado
como uma inova¢do uma analise feita para essa enzima. Para isso, foi feita sobreposicao
das estruturas tridimensionais das duas proteinas, COX-1 e COX-2 e entdao foram
indicados os subsitios para a enzima COX-1.

Para facilitar a andlise dos resultados, as 30 moléculas da familia PRO foram
consideradas em func¢do dos substituintes X e Y (Figura 2.2b) e dos seus enantiomeros.

Para completar a analise das interacdes (envolvendo as ligagcdes de hidrogénio e
interacbes de van der Waals) que é feita por visualizagdo molecular, a andlise das
interacbes m foi realizada com um programa baseado em mapeamento vetorial,
desenvolvido por Sacco (2013), de forma a caracterizar esse tipo de interagdes, com a
possibilidade de medir angulos e distancias das interagdes . Em alguns casos, este tipo
de interagdes fracas pode ser essencial e até mesmo um dos principais fatores

responsaveis pela inibicdo (STEFANI et al., 2012b).



2.2. EXPERIMENTOS IN VITRO
2.2.1. ENSAIO IMUNOENZIMATICO — INIBICAO COX-1 E COX-2

Os ensaios in vitro foram realizados no laboratério da Prof°. Fernanda de Freitas
Anibal, do Departamento de Morfologia e Patologia — DMP — UFSCar, utilizando o kit COX
Inhibitor Assay Co. 560101 (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) para
avaliacdo bioldgica da inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2.

O procedimento realizado pode ser resumido nas seguintes etapas:

1. Os compostos da familia PRO foram preparados pelo grupo do Prof. Olivato,
USP, para serem submetidos ao experimento de inibicdo. O experimento iniciou com 15
compostos (mistura racémica), para os quais ja haviam sido feito estudos in silico.

2. Esses compostos foram diluidos em DMSO a 5%.

3. As solucdes obtidas dos compostos foram adicionadas aos pog¢os da microplaca
adquirida com o kit de inibicdo da COX.

4, Também foram adicionadas a microplaca outras solucbes determinadas e
preparadas segundo o protocolo.

5. A microplaca foi incubada por 18 horas para que ocorressem as reagoes.

6. Apds incubacdo da microplaca foi realizada a leitura da absorbancia em leitor de
placa (colorimetro) em comprimento de onda no intervalo de 405 — 420 nm.

7. Foram realizados os calculos com os valores de absorbancia de cada composto
para obter a taxa de inibigdo para as enzimas COX-1 e COX-2.

Os compostos que apresentaram simultaneamente maior atividade de inibicao
para COX-2 e pouca atividade para COX-1 foram selecionados para realizar os

experimentos in vivo.
2.3. EXPERIMENTOS IN VIVO
2.3.1. EDEMA DE PATA
2.3.1.1. INFLAMAGAO AGUDA E EDEMA DE PATA

A inflamacdo é um processo entendido como bioquimico e celular que ocorre no
tecido conjuntivo vascularizado. Nesse processo tomam parte o plasma, as células

circulantes, os vasos e os componentes celulares e extracelulares do tecido inflamado.



Esse processo tem por finalidade destruir, diluir ou isolar o agente estranho e/ou nocivo e
estimular a cicatrizacdo e reconstituicdo do tecido lesado (VIZIOLI, 2008; COSTA, 2004).

O processo inflamatério pode se manifestar de maneira aguda ou cronica. A forma
aguda tem curta duracdo, podendo ser minutos, horas ou alguns dias. Tem como
principais caracteristicas a exsudacdo de liquidos e proteinas plasmaticas, ocasionando o
edema, migracdo celular e sensibilizacdo e ativacdo de nociceptores (VIZIOLI, 2008;
COSTA, 2004). Todavia, a forma crénica da inflamagao possui longa duragao (VIZIOLI,
2008; COSTA, 2004). Nesta, ha a presenca de macréfagos e linfocitos e ocorre a
proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose do tecido (VIZIOLI, 2008; COSTA,
2004).

A diversidade de modelos experimentais tem permitido realizar descobertas sobre
as alteracOes ligadas a resposta inflamatdria, aos mediadores envolvidos e aos compostos
com atividade anti-inflamatodria. A diferenca entre tais modelos se da em relacdo as
células e aos mediadores envolvidos, as alteracdes observadas, a duracdao e a magnitude
das alteragdes e recuperacao da funcgdo tecidual (VIZIOLI, 2008; COSTA, 2004).

Os modelos para induzir a inflamacdo aguda utilizam agentes inflamatorios tais
como Carragenina (WINTER et al. 1962), Zymosan, formaldeido (DAMAS & LIEGEOIS,
1999; DUBUISSON & DENNIS, 1977; FRANCA et al., 2001; Le BARS et al., 2001; TI@LSEN et
al., 1992).

Para os experimentos in vivo realizados nesta parte do projeto, foram utilizados os
modelos da Carragenina e do Zymosan.

A Carragenina é um polissacarideo sulfatado presente em varias espécies de algas
vermelhas da ordem Gigartinales. Esse modelo foi originalmente proposto por Winter et
al. (1962) para a inducdo do edema de pata em ratos. Posteriormente, Levy (1969)
demonstrou que a Carragenina também causa edema de pata em camundongos.

O Zymosan ¢é derivado da parece celular de levedura Saccharomyces cerevisiae e
consiste em um complexo de proteinas e carboidratos. E utilizado para induzir a
inflamacdo em pata de ratos e camundongos (PILLEMER L et al., 1953; JAIN et al., 2008).
Induz a produgdo de citocinas pro-inflamatdérias em macréfagos, a mobilizacdo do

araquidonato, a fosforilacdo da proteina e a formacdo de fosfato de inositol (PILLEMER L



et al., 1953; JAIN et al., 2008). Também esta relacionado com a ativacdo das células Thl e
Th17, as quais estdo presentes em doencas inflamatérias crénicas, como a artrite
reumatoide, e também pode ser utilizado para inducao da inflamacdo crénica (ZARPELON,
2011; WEl et al., 2001).

Os efeitos observados para esses modelos sdo semelhantes. Por exemplo, hd o
aumento do calibre vascular e do fluxo sanguineo, provocando o eritema e o calor. Esses
sintomas iniciam logo apds a administragao do estimulo inflamatdério e se manifestam ao
longo do tempo de acordo com a dose usada, o tecido onde foi feita a administracdo e a
espécie animal, entre outros fatores (VIZIOLI, 2008; COSTA, 2004).

Essas alteracBes sdo provocadas por diferentes mediadores inflamatdrios, os quais
também provocam aumento da permeabilidade dos capilares e das vénulas, resultando
em extravasamento de um liquido rico em proteinas (exsudato) para o intersticio e tém
como funcgdo permitir o aporte de fatores sollveis, como anticorpos e proteinas de fase
aguda, no sitio da lesao (VIZIOLI, 2008; COSTA, 2004).

O edema pode ser avaliado de forma direta, por meio da determinag¢do do volume
ou da espessura da pata, ou de forma indireta, por meio da determinacdo do
extravasamento de corantes ou substancias marcadas com elementos radioativos no local
onde foi injetado o estimulo inflamatdrio (VIZIOLI, 2008; COSTA, 2004).

Os experimentos de inflamagdo aguda foram realizados seguindo o modelo de
edema de pata, baseado no modelo de Jain e colaboradores, 2008.

Foram realizados dois experimentos, Experimento | e Experimento Il, sendo que a
diferenca na execugdo deles se deu apenas em relagdo a medida da temperatura, como
descrito nos itens 2.3.1.1 e 2.3.1.2, respectivamente.

A inducdo do exsudato inflamatério foi realizada com a Carragenina (Sigma-
Aldrich®) 200 pg / pata e o Zymosan (Sigma-Aldrich®) 100 pg / pata. Esses compostos
foram diluidos em PBS 1X.

Foram testados os compostos da familia PRO que apresentaram simultaneamente
maior inibicdo para a COX-2 e pouca inibicdo para COX-1 (5-OCH; e 6Br) e o composto
gue apresentou inibicdo parecida para as duas enzimas (10-OCHs). O celecoxibe foi

utilizado para comparagdao uma vez que se conhece sua atividade anti-inflamatoria.



Os animais foram utilizados em conformidade com as normas e procedimentos
éticos vigentes para a experimentacdao animal, conforme os principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentagdao Animal — COBEA.

Este estudo foi previamente analisado e aprovado pelo Comité de Etica da UFSCar,
protocolo n2 057/13 ( ).

Os camundongos foram mantidos no biotério do Departamento de Morfologia e
Patologia da UFSCar durante os experimentos, com temperatura e umidade ambiente
controladas. Foram alimentados com racdo padrdo e dgua ad libitum. Estes animais foram
mantidos nestas condicdes por um periodo de adaptacdo sete dias antes do inicio dos
experimentos.

Os animais foram divididos em 11 grupos, totalizando 41 camundongos com 4
semanas. A Tabela 2.2 apresenta a separacao e quantidade de animais por grupos, bem

como o composto aplicado para cada um.

Tabela 2.2 - Separagao dos animais por grupos

Grupo Animais por grupo Composto Aplicado
Controle PBS 3 PBS
Controle CARRAGENINA 3 Carragenina
Controle ZYMOSAN 3 Zymosan
5-OCH3 - Carragenina 4 5-0OCH3
5-OCH3 - Zymosan 4 5-OCH3
10-OCHS3 - Carragenina 4 10-OCH3
10-OCH3 - Zymosan 4 10-OCH3
6Br — Carragenina 4 6Br
6Br — Zymosan 4 6Br
Celecoxibe - Carragenina 4 Celecoxibe
Celecoxibe - Zymosan 4 Celecoxibe

Os grupos receberam 30 pL dos agentes quimicos irritantes, Carragenina e

Zymosan, por via subplanta, na pata posterior esquerda. Os compostos com atividade
anti-inflamatéria in vitro foram administrados por via intraperitoneal, na dose de 100 nM,
60 minutos antes da aplicacdao dos agentes para indugao da inflamacao.

A dose aplicada em mg/mL esta apresentada na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Doses dos compostos em mg / Kg

Dose equivalente a

Compostos Peso molecular (g/mol) 100 nM em mg/kg
5-OCH; 396,9 3,97
6-Br 429,8 4,30
10-OCH; 380,9 3,81

Celecoxibe 381,4 3,81




Apds 48 horas do inicio do experimento, os animais foram eutanasiados por meio
de puncao cardiaca.

Apds a coleta do sangue foi feita a separacdo do plasma para posterior analise de
citocinas por meio de Ensaio Imunoenzimatico (EIA). O sangue foi colocado em tubos de
ensaios pequenos e centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos. Entdo, o plasma foi
coletado e armazenado em tubo eppendorf de 1 mL em freezer a - 20°C.

Também foram coletados os orgdos (rins, figado e pata esquerda) de cada grupo,
lavados em PBS 1X e conservados em formol a 10% tamponado.

Esses materiais foram processados e incluidos em blocos de parafina para que
fossem obtidos cortes histoldgicos para o preparo de laminas e posteriores andlises

histopatoldgica e imuno-histoquimica.
2.3.1.2. EXPERIMENTO |

O Experimento | foi realizado com 41 camundongos Swiss, fémeos, com 4
semanas, os quais foram adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar, Sao Carlos). A separacao dos grupos foi feita como apresentado na Tabela
2.3.

As espessuras (mm) das patas posteriores foram medidas com um paquimetro
antes, imediatamente, de hora em hora por 4 horas e 24 horas apds a administracao da
Carragenina e do Zymosan. Os resultados foram expressos pela diferenca entre as
medidas da pata antes e apds os tratamentos.

A temperatura retal (°C) foi determinada por um termdmetro clinico digital,
inserido delicadamente no reto dos animais com auxilio de lubrificante em gel. As
medidas foram efetuadas antes da aplicacdo da Carragenina e do Zymosan e apds 24
horas. A andlise da temperatura também foi feita pela diferenca entre as medidas antes e

apos os tratamentos.
2.3.1.3. EXPERIMENTO I

Para o Experimento Il, foram utilizados 41 camundongos machos Balb/C,

diferentes daqueles utilizados no Experimento |, com 4 semanas, adquiridos do Biotério Il



(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto) da Universidade de Sdo Paulo
(USP, Ribeirdo Preto). A separacdo dos grupos foi feita como apresentado na Tabela 2.1.

A medida da espessura (mm) das patas foi efetuada com um paquimetro e foi
estabelecido o mesmo intervalo de tempo que para a medida de temperatura.

Nesse experimento, foi medida a temperatura da pata esquerda, a qual foi
aplicada o agente inflamatdrio, de cada animal de cada grupo. Para isso foi utilizada uma
camera termografica Fluke Ti400. A temperatura foi medida antes da aplicacdo dos
agentes inflamatérios, de hora em hora por 3 horas, de duas em duas horas por 3 horas e
apos 11 horas.

Os resultados da temperatura e da espessura da pata foram expressos pela

diferenca entre as medidas antes e apds os tratamentos.



CAPITULO 3

Resultados e Discussao



Este capitulo apresenta os resultados obtidos para os experimentos in silico, in

vitro e in vivo, bem como relagdes entre os mesmos.
3.1. EXPERIMENTOS IN SILICO
3.1.1. ALINHAMENTO E HOMOLOGIA DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DO RECEPTOR

O alinhamento da sequéncia da COX-1 (ovina) com as sequéncias das COX-1
humana e de camundongo, permitiu observar que o sitio ativo dessas enzimas é
conservado, ndo tendo modificacOes significativas entre as sequéncias de espécies
diferentes. No entanto, o alinhamento da sequencia da COX-2 (camundongo) com as
sequéncias da COX-2 humana e ovina, mostrou que o aminoacido Arg513 presente nas
estruturas ovina e de camundongo, é uma Ala513 na estrutura humana.

Na Tabela 3.1 esta apresentada uma parte do alinhamento sequencial da COX-1
humana e ovina e na Tabela 3.2 o alinhamento sequencial da COX-2 humana e de
camundongo. As tabelas apresentam o alinhamento na regido do sitio ativo. Os

aminoacidos presentes no sitio ativo estdo destacados. Observa-se que para COX-1 ha



100% de identidade no caso dos residuos de aminoacido do sitio ativo, enquanto que
para COX-2 ha 99% de identidade para os residuos de aminoacidos desse mesmo sitio. Os

aminodcidos do sitio ativo estdo destacados em amarelo, nas Tabelas 3.1 e 3.2.
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Tabela 3.1. Alinhamento das sequencias das enzimas COX-1 humana, de camundongo e de ovelha (cédigo pdb

3KK6),

Estrutura Alinhamento dos aminoacidos da regido do sitio ativo

Humana 61
Camundongo 61
Ovelha 61

181
181
181

301
301
301

361
361
361

481
481
481

rtgysgpnctipglwtwlrnslrpspsftHfllthgrwfwefvnatfiremlmrlvltRr
rtgysgpnctipeiwtwlrnslrpspsftHfllthgywlwefvnatfirevlmrlvltRg
rtgysgpnctipeiwtwlrttlrpspsfiHfllthgrwlwdfvnatfirdtlmrlvltRr

lllrrefipapQgtnilfaffaghfthgffktsgkmgpgftkalghgvdlghiygdnler
fllrrkfipdpQgtnlmfaffaghfthqffktsgkmgpgftkalghgvdlghiygdnler
fllrrkfipdpQstnlmfaffaghfthgffktsgkmgpgftkalghgvdlghiygdnler

yatlwlrehnrvcdllkaehptwgdeqlfgttrliligetikivieeyVqqLSgY¥£flqglLk
fstiwlrehnrvecdllkeehptwddeqlfgttrliligetikivieeyVghLSgyflqLk
yatiwlrehnrvcdllkaehptwgdeqlfqgtarliligetikivieeyVqqLSgY¥flqgLk

fdpellfgvgfgqyrnriameFnhLYhWhplmpdsfkvgsqeysyeqflfntsmlvdygve
fdpellfragfqyrnriameFnhLYhWhplmpnsfqvgsqgeysyeqflfntsmlvdygve
fdpellfgagfgyrnriameFngLYhWhplmpdsfrvgpqgdysyeqflfntsmlvdygve

ltgekemaaeleelygdidalefypglllekcgpnsiFgesmIemgapfSLkgllgnpic
lvgekemaaeleelygdidalefypglllekchpnsiFgesmIeigapfSLkgllgnpic
ltgekemaaeleelygdidalefypglllekchpnsiFgesmIemgapfSLkgllgnpic

Tabela 3.2. Alinhamento das sequéncias das enzimas COX-2 humana, de camundongo (cédigo pdb 1CX2) e de

ovelha




Estrutura Alinhamento dos aminoacidos da regido do sitio ativo

Humana 61
Camundongo 61
Ovelha 61

181
181
181

301
301
301

361
361
361

481
481
481

triklflkptpntvHyilthfkgfwnvvnnipflrnaimsyvltsRshlidspptynad
triklllkptpntvHyilthfkgvwnivnnipflrslimkyvltsRsylidspptynvh
triklllkptpdtvHyilthfkgvwnivnkisflrnmimryvltsRshliespptynvh

nmmfaffaQhfthgffktdhkrgpaftnglghgvdlnhiygetlarqrklrlfkdgkmky
nmmfaffaQhfthgffktdhkrgpgftrglghgvdlnhiygetldrghklrlfkdgklky
nlmfaffaQhfthgffktdiergpaftkgknhgvdlshvygeslerghnrrlfkdgkmky

vlkgehpewgdeqglfgtsrliligetikiviedyVghLSgYhfkLkfdpellfnkqgfqyq
ilkgehpewgdeqlfgtsrliligetikiviedyVghLSgYhfkLkfdpellfnggfqyqg
vlkgehpewgdeqglfgtsrliligetikiviedyVghLSgYhfkLkfdpell fnqqfqyq

nriaaefntlYHWHpLLpdtfqgihdgkynyqgqgfiynnsillehgitqgfvesftrqiagrv
nriasefntlYHWHpLLpdtfniedgeysfkgflynnsillehgltgfvesftrqiagrv
nriaaefntlYHWHpLLpdvfqidggeynyqgqgfiynnsvllehgvtgfvesftrqiagrv

ygdidavelypallvekpRpdAIFgetmVevGApfsLkglmgnvicspaywkpstfggev
ysdidvmelypallvekpRpdAIFgetmVelGApfsLkglmgnpicspqgywkpstfggev
ygdidamelypallvekaPdAIFgetheaGApstkglmgnpicspeywkpstfggev

Além disso,

a modelagem das estruturas por homologia também mostrou que ndo

ha diferencas significativas quanto a estrutura secunddria das enzimas das espécies

diferentes. Na Figura 3.1 esta apresentado o resultado do alinhamento no sitio ativo
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dessas enzimas, no qual as simulacdes de docking foram realizadas. No Apéndice 3.1 estd

apresentado o alinhamento da estrutura secundaria.

Humana Humana
Ovelha Ovelha
Camundongo Camundongo

\
COX-1 COX-2
pdb 3kk6é pdb 1cx2



Figura 3.1. a. Sobreposicdo da COX-1 humana e da COX-1 de camundongo com os residuos de
aminodcidos presentes no sitio ativo da enzima COX-1: 3KK6. b. Sobreposi¢cdo da COX-2 humana e da
COX-2 de ovelha com os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima COX-2: 1CX2.

Uma vez que o sitio ativo das estruturas comparadas se mostrou equivalente, o
estudo de docking foi realizado com as estruturas cristalograficas ja depositadas no PDB e

PDBsum, 3kk6 para a COX-1 e 1cx2 para a COX-2.

3.1.2. MODELAGEM MOLECULAR DOS COMPOSTOS DA FAMILIA DOS ORGANOCALCOGENIOS DA FAMILIA

PRO

Os compostos estudados neste trabalho foram modelados, visto que suas
estruturas tridimensionais ndo estdo disponiveis em bancos de dados.
As estruturas tridimensionais dos compostos, resultantes da modelagem

molecular sdo apresentadas na Figura 3.2.
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Figura 3.2. Representagdo tridimensional de apenas um dos enantidmeros dos compostos modelados
a partir da estrutura de cédigo CSD URAREL. a. Compostos do grupo 1, apenas com Enxofre (S). b.
Compostos do grupo 2, com substituicdo do Enxofre pelo grupo Sulféxido (SO). c. Compostos do grupo
3, com substituicdao do Enxofre pelo grupo Sulfona (SO,).

3.1.2.1. ComposTOS DA FAMILIA PRO com GRupPo X = SO

As estruturas tridimensionais dos diastroisomeros dos compostos com grupo X =

SO, resultantes da modelagem molecular sdo apresentadas na Figura 3.3.



Figura 3.3. Composto 6 do
grupo 2 (X = SO), apresentando  os
centros esterogénicos: a.
de mesma configuragdo
relativa (Cr/Sr e Cs/Ss) e b. de
configuragdo opostas (Cr/Ss e
Cs/Sr).

3.2. REDOCKING

O redocking foi descrito no Capitulo 2. O objetivo é o de validar os calculos com a

série de compostos desconhecidos a partir da reconstrugdao do complexo cristalografico.



O escore obtido para o complexo cristalografico serd utilizado para comparagdo com os

obtidos com os compostos PRO.
3.2.1. Enzima COX-2

Na Figura 3.4 é apresentada a pose obtida no redocking e comparada com o

ligante do complexo cristalografico COX-2.

Figura 3.4. Redocking realizado com o complexo COX-2 de cédigo pdb 1cx2. A molécula que tem os
atomos de carbono em cinza é o ligante cristalografico e a que tem os atomos de carbono em verde
(escore 78,5 kcal/mol) é a pose obtida no processo de redocking.



3.2.2. Enzima COX-1

Na Figura 3.5 é apresentada a pose obtida no redocking e comparada com o

ligante do complexo cristalografico COX-1.

Figura 3.5. Redocking realizado com o complexo COX-1 de cédigo pdb 3kk6. A molécula que tem os
atomos de carbono em cinza é o ligante cristalografico e a que tem os atomos de em rosa carbono
(escore 78,3 kcal/mol) é a pose obtida no processo de redocking.

3.3. ANALISE DAS INTERAGOES INTERMOLECULARES DOS COMPLEXOS CRISTALOGRAFICOS



Os complexos cristalograficos das enzimas COX-1 e COX-2 de codigos pdb 3kk6 e
1cx2, respectivamente, foram analisados e as tabelas de interagcées, bem como as figuras
que mostram algumas das interagdes entre os ligantes e os receptores sdo apresentadas
no Apéndice 3.2.

Além de caracterizar as interacdes também é importante poder diferenciar o que
pode permitir seletividade a certa classe de compostos como o celecoxibe que é o ligante
da estrutura 3kk6 (COX-1-celecoxibe). Esta ndo tem sido uma tarefa simples, visto que
foram realizados estudos de docking para formar o complexo COX-2-celecoxibe, e depois
foram superpostos os complexos COX-1 e COX-2 e o celecoxibe ficou superposto,

conforme pode ser observado na Figura 3.6.



celecoxib
em COX-2
docking

celecoxib
em COX-1
codigo pdb 3kké

Figura 3.6. Em cinza esta o celecoxibe cristalografico em sua posi¢do dentro sitio ativo de COX-1 (3kk6).
Em azul esta a pose do ligante celecoxibe no sitio de COX-2. Os dois complexos foram superpostos e sao
apresentados os ligantes, apds a superposi¢cdo. Observa-se que adotaram comportamento similar nas
duas isoformas.

3.4. EsTupos DE DOCKING DE COMPOSTOS DA FAMILIA PRO

3.4.1. EsTuDOS DE DOCKING NA ENZIMA COX-2



Apds ter sido selecionada a melhor solucdo para cada ligante no sitio
ciclooxigenase é possivel fazer uma comparacdo entre estas solucdes, verificando
similaridades e diferencas entre a familia estudada. Na Tabela 3.3 sdo apresentados os
escores de cada pose para cada ligante. Uma descricdo mais completa com as tabelas de
interacdes, bem como as figuras que mostram algumas das interacdes entre os ligantes e

os receptores sao apresentadas no Apéndice 3.2.



Tabela 3.3. Escores dos complexos calculados formados entre os ligantes PRO* e a enzima COX-2

ligante escore Y = Br, H, CH,, OCH,, NO,
X =S50, (kcal/mol) ¥
R S
150, Br 67.3 64.3 .
2 SO, CH; 66.1 65.6 ¢
3_50, H 62.4 63.6 O/ 550,50,
4 _SO,_NO; 63.9 66.0 <
5_SO,_OCH; 74.5 74.1
I)I(g: r;ge (k::f/or:nl) hia:n;e escore (kcal/mol)
R S R S
6_SO_Br 67.6 64.8 11_S Br 60.9 65.4
7 _SO_CHs 66.3 65.3 12 S _CH; 66.2 64.2
8 _SO_H 63.8 64.7 13 S_H 62.6 61.7
9_SO_NO, 63.8 63.7 14 _S_NO; 62.9 65.3
10 _SO _OCHs 70.9 71.6 15 _S_OCH; 68.3 70.5

*Os escores em destaque sdo maiores que os demais nas suas em relagdo ao substituinte X (S, SO,
SOz) eY= OCH3



Os melhores escores (Tabela 3.3) foram obtidos para os compostos em que Y =
OCHs, com valores bem maiores que para os demais, e o do grupo X = SO, (5_SO,_OCHs)

tem escore da ordem do escore cristalografico (Figura 3.7).
AEscore

4,0 COX-2 |—
X=S0, X= SO :]

3,0 - =

2,0 i
R
— 1,0 4

-4,0

= |

— ‘n !n'l Tr]'l—
678910 11 12 13 14 15

o T %u 490, %4 o,

-5,0
Figura 3.7. Para poder avaliar melhor a diferenga R-S, o gréfico apresenta os AEscore = escore R —
escore S, obtidos por calculos de docking das poses selecionadas por visualizagdo molecular. Acima
do eixo x estdo os resultados preferenciais para o enantibmero R e abaixo com o S, com um



AEscore maximo = 4,5 kcal/mol.

Para a COX-2, foi verificado um comportamento similar para os enantibmeros S,
principalmente com os substituintes X =S e SO, conforme pode ser observado na Figura
3.8 que mostra a orientacdo relativa dos ligantes. Observa-se que os enantibmeros S
apresentam mais similaridade em relacdo a pose dentro do sitio que os R, principalmente
os com substituintes Y = OCHsz e com a seguinte ordem para X, S < SO < SO,, conforme

apresentado na Tabela 3.3 (destacados em amarelo).
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ligantes S
familia PRO

COX-2
ligantes R
familia PRO



Figura 3.8. Ligantes da familia PRO no sitio ativo da COX-2. Os ligantes sdo apresentados nos grupos
relativos ao substituinte X (SO,, SO, S). Também podem ser observados enantiémeros S em cima e os R
na parte de baixo. Os hidrogénios estdo ocultos para facilitar a comparagao.

Na Figura 3.9, é possivel ver uma parte do grupo heme, cofator desta enzima,
proximo ao sitio ativo de COX-2, os aminoacidos que interagem com o ligante
cristalografico, apresentados com os atomos de C em magenta, e o melhor ligante da
série PRO com os atomos de C em azul. A superficie de van der Waals relativa ao ligante
cristalografico, em azul claro, é adequada também para o ligante calcogénio.

Os valores de escore das poses selecionadas apresentam sistematicamente um
valor um pouco maior para o substituinte Y = OCHs. O ligante cristalografico de 1cx2 e as
moléculas estudadas apresentam motivos similares: as duas tém anéis fenila, e na
posicdo onde o ligante cristalografico apresenta o anel triazol, os ligantes apresentam o
carbono assimétrico (Figura 3.9). Assim, pode-se concluir que esta série de compostos

apresenta potencial para inibir a COX-2.
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parte do

ligante X
cristalografico

ligante
X=50,Y= \‘ \Ser353



pdb 1cx2

PRO
5_50,_OCH,

Figura 3.9. Em cima: O sitio ativo da enzima COX-2 é apresentado e é possivel observar os aminoacidos
que interagem com o ligante cristalografico, apresentados com os atomos de C em magenta, e o melhor
ligante da série estudada, 5_SO,_OCH; com os atomos de C em azul, superpostos. A superficie de van
der Waals foi calculada para o ligante cristalografico, mas também é adequada para envolver o ligante
selecionado. Embaixo: Os ligantes cristalograficos e o melhor composto da familia PRO, sendo que na
posicdo onde o ligante cristalografico apresenta o anel triazol, os ligantes apresentam o carbono
assimétrico.

3.4.1.1. ComposTOS DA FAMILIA PRO com GRuPO X = SO



Os compostos com grupo X= SO apresentaram pose (Figura 3.10) e escores (Tabela
3.4) semelhante aos demais no sitio ativo da COX-2. Apenas o composto 10_SO_OCH;
apresentou escore proximo de 70 ndo havendo, portanto, resultados diferentes para

esses compostos em relacdo a familia de compostos estudada.

igante cristalografico
SC-558

Ser353 10_SO_OCH;

Argl20



Figura 3.10. Pose dos compostos com X = SO no sitio ativo da enzima COX-2. E possivel observar os
aminoacidos que interagem com o ligante cristalografico, apresentados com os dtomos de C em laranja, e
o ligante 10_SO_OCH; com os dtomos de C em azul, superpostos.

Tabela 3.4. Escores dos complexos formados entre os ligantes PRO* com X = SO e a enzima COX-2

ligante escore
(kcal/mol)
Cr/Sr Cs/Ss Br
6 SO _Br 62.4 66.6 %
7 SO _CH, 62.9 66.3 /}gj\ // N
8 SO_H 60.3 61.3 a p: ; .
D s A
9 SO_NO, 64.5 68.1 \ome - o AN
10 _SO_OCH; 68.4 69.1 Fo
ligante escore ** //?\’
(kcal/mol) (o) ‘
Cr/Ss Cs/Sr b =0
6 SO _Br 67.6 64.8 /
7 SO _CHs 66.3 65.3 \
8 SO_H 63.8 64.7
9_SO_NO, 63.8 63.7
10 _SO_OCH; 70.9 71.6

*0s ligantes estdo apresentados de acordo com a configuracdo dos centros estereogénicos do carbono e do
enxofre.




** Esses escores sdo 0os mesmo ja apresentados na Tabela 3.3, uma vez que foram estudados anteriormente
aos estudos de todos os diasteroisomeros.

Como os resultados para os compostos Cr/Sr e Cs/Ss ndo apresentaram diferenca
relevante para os estudos posteriores e, na mistura racémica utilizada para os estudos in
vivo, prevalecem os compostos de configuragdo Cr/Ss e Cs/Sr, os compostos de mesma
configuracdo relativa ndo sdo apresentados nos resultados a seguir. Apenas sdo
apresentadas algumas das interacdes, nos Apéndices 3.2 e 3.3, e a posi¢cao dos ligantes

nos subsitios, no Apéndice 3.4.
3.4.2. EsTuDOS DE DOCKING NA ENZIMA COX-1

Uma descricdo mais completa com as tabelas de interacdes, bem como as figuras
gue mostram algumas das interagdes entre os ligantes e os receptores sdo apresentadas
no Apéndice 3.2.

Na Tabela 3.5 sdo apresentados os escores de cada pose para cada ligante. Os

resultados dos estudos de docking para os compostos PRO em COX-1, ndo foram tdo



claros e 6bvios no sentido de identificar os melhores compostos, uma vez que os escores

foram mais préximos e ndo houve um destaque como no caso de COX-2.

Tabela 3.5. Escores dos complexos calculados formados entre os ligantes PRO e a enzima COX-1

ligan r
o st o YSRCh, 0010,
R S
1_SO,_Br 75.3 74.4
2 SO, CH; 75.5 74.8 T "
3_SO,_H 72.9 68.6 g x
4 _S0,_NO, 74.5 66.0 < X=$,50,50;
5_50,_OCH; 76.0 73.8
I)I(g: r;ge (k::f/or::ﬂ) hia:n;e escore (kcal/mol)
R S R S
6 _SO_Br 73.8 74.1 11 _S Br 71.3 74.5
7 _SO_CHs 72.3 73.3 12_S CH; 73.1 71.2
8_SO_H 71.8 67.0 13_S_H 68.0 70.4
9_SO_NO, 74.3 69.4 14 _S _NO, 69.4 73.6

10 _SO_OCH; 74.5 72.4 15 _S_OCH;, 71.9 74.1




A Figura 3.11 mostra a orientacdo relativa dos ligantes considerando os
substituintes e os enantidmeros.

Uma comparagdo entre os escores das poses selecionadas para os enantibmeros R
e S em COX-1 permitiu construir o grafico apresentado na Figura 3.12. No caso de COX-2,
a orientacdo dos compostos (Figura 3.8) mostra padrdes de orientacdo mais definidos no
caso dos enantiomeros S e X = SO, X = SO; para COX-1 (Figura 3.11), o padrdo de

orientacdo mais definido é apenas para X = SO, no caso do enantibmero S.

COX-1
ligantes S

ligantes R
familia PRO

familia PRO

Figura 3.11. Ligantes da familia PRO no sitio ativo da COX-1. Os ligantes sdao apresentados nos grupos
relativos ao substituinte X (SO,, SO, S). A esquerda podem ser observados os enantidmeros S e a direita
os R. O grupo que apresenta poses mais similares é o do substituinte X = SO,. Os hidrogénios estdo



ocultos para facilitar a comparagdo.
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Figura 3.12. Para poder avaliar melhor a diferenca R-S, o grafico apresenta os AEscore = escore R —
escore S, obtidos por calculos de docking das poses selecionadas por visualizagdo molecular. Acima do
eixo x estdo os resultados que preferenciais para o enantiémero R e abaixo com o S, com um AEscore
maximo = 8,6 kcal/mol.



3.4.3. ANALISE DOS SUBSITIOS E DAS INTERACOES Tt

Uma vez que os compostos estdo posicionados no sitio selecionado para ligacao,
fica ainda a pergunta, o que é determinante para a formacdo do complexo receptor-
ligante. Inicia-se entdo a busca por verificar pontos que sdo essenciais para que o
composto seja um inibidor. Nesta etapa, entdo, foi necessario observar varios resultados
simultaneamente:

(a) resultados dos célculos de docking, com o escore e a pose;

(b) as interacGes entre os atomos dos ligantes e os das proteinas, sendo que nesta

etapa foi dada especial atencdo as interacdes m;

(c) a ocupacdo dos subsitios.

A parte (a) foi detalhada anteriormente. Para completar a analise das interacdes
gue é feita por visualizacdo molecular, foi feita uma analise das interacGes m utilizando
um programa baseado em mapeamento vetorial, desenvolvido por Sacco (2013), de
forma a caracterizar esse tipo de interacbes, com a possibilidade de medir dngulos e

distancias das interacdes m. Em alguns casos, este tipo de interacOes fracas pode ser



essencial e até mesmo um dos principais fatores responsaveis pela inibigdo (STEFANI et
al., 2012). As interagdes estdo detalhadas no

O estudo sobre a ocupacao dos subsitios foi feita para cada um dos ligantes a estd
apresentado em detalhes no

Um resumo desta analise é apresentado a seguir em forma de tabelas, as Tabelas
3.5 e 3.6. As tabelas estdo organizadas de forma que nas colunas estdo todos os
aminoacidos que fazem parte do sitio utilizado para cdlculos, agrupados de acordo com o
subsitio do qual fazem parte (S1, S2, S3 e S4). Nas duas primeiras linhas estdo o ligante
cristalografico de 1kk6 (celecoxibe) e na segunda o ligante cristalografico de 1cx2 (SC-558,
um modelo para o celecoxibe). As interacdes e o escore foram obtidos por cdlculos de
docking. Nas outras linhas estdo os compostos PRO (R e S) obtidos também por calculos
de docking.

Nas Tabelas 3.6 e 3.7 hd varios aminoacidos marcados em amarelo, o que indica

gue estdo envolvidos em interacdes n. Ndo foi possivel verificar alguma correlacdo entre



atividade biolégica e este tipo de interacdo. Parece que este tipo de interacdo é

responsavel apenas pela fixacdo do ligante no sitio.



Observar que nas Tabelas 3.6 e 3.7, o Celecoxibe e o SC-558 (1cx2) foram
colocados para fins de comparagdo, uma vez que as estruturas tridimensionais dos
complexos cristalograficos com COX-1 e COX-2 sdo conhecidas e a inibicdo in vitro
também: o composto SC-558 possui ICsg igual a 0,0093 uM para COX-2, e de 17,7 uM para
COX-1 (KURUMBAIL, STEVENS e GIERSE, 1996); o celecoxibe possui ICsg de 0,87 uM para
COX-2 e 6,7 UM para COX-1 (MARDINI e FITZGERALD, 2001).

Os resultados para COX-2 (Tabela 3.6) mostram que a interacdo com o aminoacido
H90 ocorre para todos os compostos que obtiveram maior escore. Hd também vdrias
interacdes 1, mas ocorrem com grande parte dos compostos e os residuos de aminoacido
V523, A527, L352, S353. Estas interacOes parecem servir para a fixacdo dos compostos no
sitio, como ja observado por Stefani, Botteselle et al., 2012. No caso de COX-1, ndo foi

possivel relacionar diretamente algum aminodcido com a atividade de inibicdo Tabela 3.5.



Tabela 3.6. Interacdes dos ligantes celecoxibe, SC-558, R-PRO e S-PRO com os residuos de aminodcido de COX-1°

Subsitio 1 Subsitio 2 Subsitio 3 | Subsitio 4 Outros Y .
_ . 5| &
Heantes Nin|o|lw| o | B N|lv|lo|w|la - | < mlalNlalw gg '&
celecoxibe® | X X X X | X X | X| X| X| X -78,3
SC-558 ¢ X X X X XX X[ X[ X| |-793
1R_SO, Br X X X| X 753 | 12,6
1S_SO, Br X X | X| X 74,4 | 12,6
2R_SO, H X X | X| X| X X| -72,9 | 32,7
25_SO, H X | X| X 68,6 | 32,7
3R_SO,_CH;, X X| X X| -74,4 | 10,2
3S_S0, CH; X| X| X -74,8 | 10,2
4R_S0O,_NO, X| X X X X[ X| X X| -745 | 14,4
4S_S0O,_NO, X1 X[ X| X -69,5 | 14,4
5R_SO,_OCH | X X X X | X| X| X -76,0 | 10,8
55_S0O, OCH X X1 X| X -74,1 | 10,8
6R_SO_Br X X1 X[ X| X -73,8 5,7
6S_SO_Br X X| X| X -67,0 5,7
7R_SO_H X X | X| X| X X| -71,8 | 20,3
7S_SO_H X X | X| X -73,3 | 20,3




8R_SO_CH; X x| xI x| | x|-723| 35
8S_SO_CH; X X | X| X 67,0 | 35
9R_SO_NO, X x| x| x| x| | x|-743]| 60,2
9S_SO_NO, X | x| X -69,4 | 60,2
10R_SO_OC X x| x| x| x| |x|-745| 508
10S_SO_OC x| x| x| x 72,3 | 50,8
11R_S_Br x| xI x| x| | x|l-723]| a8
11S_S_Br X x| x| x| x 745 | 48
12R_SO_H X | X[ X| X X| -68,0 | n.d.
12S_SO_H x| x| xI x| | x| -704 | nd®
13R_S_CH; X X | X[ X| X x| 731 | nd.®
13S_S_CH; x| x| xI x| [ x|-721] na?
14R_S_NO, X x| x| x| x| | x|-694]| 16,2
14S_S_NO, x| x| x| x| | x|-736]| 162
15R_S_OCH; x| x| xI x| [x]-729] nd.?
15S_S_OCH; X x| x| xI x| [ x| -740] nd.?

? dados obtidos por analise da estrutura tridimensional de cédigo pdb 3KK6 (RIMON et al, 2010), complexo COX-1-

celecoxibe.

b ~ . .. . ~
ndo foram determinados porque precipitaram conforme explicado na Segao A.
“0s que est3o assinalados em amarelo indicam que ha intera¢des .
d . . e
ligante cristalografico do complexo 1CX2

€ escores marcados em roxo < -70 kcal/mol



Tabela 3.7. Interacdes dos ligantes celecoxibe®, SC-558, R-PRO e S-PRO com os residuos de aminoacido de COX-2°

Subsitio 1 Subsitio 2 Subsitio 3 | Subsitio 4 Outros . .
o« 3| €
Ligantes N| M| NN w|lo o0 N o|w gg E
celecoxibe® X X| X[ X X | X X X| X| X| X|X -79,3
5C-558 ¢ X X| X X | X X | X X x| x| | x| x| | -803
1R_SO,_Br X X X | X X| X| X 67,3 7,4
1S_SO,_Br X X X | X X | X X X| -64,3 7,4
2R_SO,_H X | X X X | X X 62,4 | 32,9
25_S0,_H X|X X| X X -63,6 32,9
3R_SO,_CH; X XX X X| X| X -66,1 24,7
35_S0, CH; X | X X | X X 65,6 | 24,7
4R_SO,_NO, X X | X X | X| x| X 63,9 | 236
4S_S0,_NO, X X X X X| X X -65,9 23,6
5R_SO, OCH;3 | X X XX X| X| X -74,5 50,0
55_S0,_OCH; | X XX X| X X -74,1 50,0
6R_SO_Br X X X| x| x| x 67,6 | 385
6S_SO_Br X| X X | X X | X X -64,8 | 385
7R_SO_H X|X X| X X -63,8 7,0
75_SO_H X X| X X -64,7 7,0




8R_SO_CH;, X x| x| [x| [x]| -663 | 152
8S_SO_CH, X x| x| [x 653 | 152
9R_SO_NO, X X | x 631 | 17,9
9S_SO_NO, X X x| x| x| x 63,7 | 17,9
10R_SO_OCH; | X X X | x 709 | 42,5
10S_SO_OCH; | X X X | X x| -716 | 425
11R_S_Br X x| x| x| x 609 | 2,8
11S_S_Br X X | x X| -653 | 2,8
12R_SO_H X x| x| |x 62,6 | n.d.*x
125 SO_H X x| x| |x 61,7 | n.d.*x
13R_S_CH, X X 66,2 | n.d.*x
135 S _CH, X x| x| x| x| [x] 642 | nd.**
14R_S_NO, X X X 629 | 5.2
14S_S_NO, x| x| [x 653 | 5.2
15R_S OCH; | X X X | x x| -68,3 | n.d.*x
155 S OCH; | x| |x x| x| [ x| [x]-705 | n.d.**

®dados obtidos por andlise da estrutura tridimensional de cédigo pdb 3LN1 (WANG et al, 2010), complexo COX-2-

celecoxibe.

® 3o foram determinados porque precipitaram conforme explicado na Segao A.
“0s que est3o assinalados em amarelo indicam que ha intera¢des .

d ligante cristalografico do complexo 1CX2

€ escores marcados em roxo < -70 kcal/mol



Os aminodcidos apresentados nas Tabelas 3.6 e 3.1 seguem a numeragao da
estrutura cristalografica de cédigo PDB 1CX2. A estrutura tridimensional de cddigo PDB
3LN1 (COX-2 complexada com o celecoxibe), segue numeracdo diferente desses
aminoacidos e estd indicada na Tabela 3.8. Nas Tabelas 3.6 e 3.7, para a analise da
interacdo de celecoxibe com COX-2, seguiu-se a numeracao de 1cx2 para fins de

comparacao.

Tabela 3.8. Equivaléncia entre aminodacidos das estruturas de cédigo pdb 1CX2 e 3LN1

PDB Subsitio 1 Subsitio 2 Subsitio 3 Subsitio 4 Outros
N | O 0w | | NI N|lo|lo|lwn o0n N| oW
we |22z 22/ 383/ |d2 g3 FBB| FF S
T|ogleg|<c||>|>|2|sS|>5||>3 2|23 |>5|63|a|>|0
0l o|aN - N | ~N| O | = o)) ||«
an (B|5I8(823IRIR|IBIEIEIS SR BS EIRREE G
T|igleg|<|b|>|>|F|S|S|e|>3|2|3|3|>|ud|a|>|0

A partir da andlise dos resultados, onde foram levados em conta a pose, o padrdo

de orientacdo dentro do grupo, as interacdes, o escore, e o escore relativo (comparacao



com o redocking), é possivel sugerir o composto 5_ OCH3 como promissor para inibir

seletivamente a COX-2.
3.5. EXPERIMENTO IN VITRO

Os experimentos in vitro sdo de extrema importancia neste caso, pois como sdo
realizados testes nas enzimas, é possivel utiliza-los para comparar com os resultados in
silico que também sdo realizados nas enzimas COX-1 e COX-2. Outro ponto importante, é
gue os estudos de docking foram realizados com os enantidmeros separadamente,

enquanto que os testes de atividade foram feitos com a mistura racémica.

3.5.1 RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS IN VITRO
Dos 15 compostos iniciais, 3 precipitaram (12, 13 e 15) quando foram
acrescentados os outros reagentes antes da incubacdo na placa, ndo sendo possivel testa-

los com o Ensaio Imunoenzimatico (EIA) (conforme indicado no Capitulo 2 secdo 2.3.1)



A seguir sdo apresentados os resultados obtidos segundo os procedimentos do
protocolo estabelecido para o kit COX Inhibitor Assay Co. 560101 (Cayman Chemical

Company, Ann Arbor, MI, USA), conforme descrito no Capitulo 2, Secdo 2.2.1.
3.5.1.1 MICROPLACA

A Figura 3.13 a seguir mostra a microplaca apds a incubacdo no shaker por 18
horas. A coloracdo amarelada para alguns pocos indica que a reacdo ndo ocorreu, e que

esses compostos ndo obtiveram inibicdo relevante para as enzimas COX-1 e COX-2.
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1 2 3 4 5 6 7 ressBasss 9 10 1 12

BLK | S1 $1 BC1 BC2 2H-100 2H-150 ; 6Br-100 2 6Br-150 100CH,-100| 11Br-150

A COX-1 COX- & COX-1 E COX-1 COX-1 COX-1
BLK | S2 S2 BC1 BC2 2H-100 2H-150 & 6Br-100 |= 6Br-150 | 100CH,-10 | 11Br-150

B COX-2 COX-2 a COX-2 1 COX-2 COX-2 COX-2
L fusssssspssssssssssnmnns,
NSB | S3 S3 1A2 IA2 | 3CH;-100 3CH3-1505 7H-100 (= 7H-150 11Br-100 | 14NO,-15(;
: ,COX4 cOX2 | COX4 | COXA 2 COX |2 COXA | COX1 | COX =
NSB | 54 | S4Z IA2 | 1A2 % 3CH100 | 3CH,50% 7H-00 [: 7HA50 | 11Br-100 |14NO,150
D % COX-1 | COX2Y COX-2 | COX-2 = COX-2 » COX-2 | COX-2 | COX-2 *
: [ . o LI
B0 S5 S5 s 1A3 IA3 | 4NO,-100 4NO,-150% 8CH,-100 | 8CH;-150 | 14NO,-100 .
E 2 COX-1| COX-2% COX-1 | COX I COX |2 COX4 | COX <
BO | 86 | 562 IA3 | IA3 §4NO.100 | 4NO,-150% 8CH;-100 [28CH,-150 | 14NO,-100
F % COX-1| COX-2% COX2 | COX-2 & COX-2 |2 COX2 | COX-2 :
- T L) &
BO | S7 | S7 21Br-100| 1Br-150%50CH,-100 50CH;-100| 9NO,-10| 9NO,150 |100CH,-150 :
G a COX-1| COX-1 % COX-1 COX-2 COX-1a| COX-1 COX-1 E
1 TA S8 | S8 21Br-100| 1Br-150350CH,-100 50CH,-150 | 9NO,-10g] INO,150 |100CH,-150
H: : a COX-2 | COX-2 % COX-2 COX-2 COX-2 3| COX-2 COX-2 H

Figura 3.13. Representagdo da microplaca apos incubagdo. Os pogos com coloragdo amarelada durante
o experimento (destacados com tracejado rosa), indicam que a inibi¢do ndo ocorreu.

3.5.1.2. CuRVA PADRAO DE PROSTAGLANDINA



Seguindo o protocolo do kit COX Inhibitor Assay Co. 560101 (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA), conforme descrito no Capitulo 2, Secdo 2.2.1, a partir dos
dados obtidos, foi construida a curva-padrao de prostaglandina. A curva-padrao
corresponde a relacdo grafica entre os valores de absorbancia (A) e os de concentracao.
Na Figura 3.14, os valores de absorbancia foram calculados, por meio de calculos segundo

protocolo do kit, e a concentragdo de PG é dada em pg/mL.

Curva Padrao de Prostaglandina
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Figura 3.14. Curva Padrdo de Prostaglandina obtida. No eixo 4 encontram-se os valores de %B/B,
calculados utilizando os valores de absorbancia dos pogos NSB, de B, e das amostras S1 a S8. No eixo
x encontram-se os valores da concentracdo de prostaglandina em pg/mL.



Por meio de grafico onde foram considerados os resultados dos experimentos, foi
possivel determinar a concentracdo de prostaglandina presente nas amostras dos
compostos PRO para COX-1 e para COX-2 apds reacao na microplaca.

Na Figura 3.15 sdo apresentadas as curvas obtidas para as enzimas COX-1 e COX-2
para a concentracdo de 100 nM, em comparacdo com a Curva Padrdo Obtida de

Prostaglandina.
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Figura 3.15. Valores de concentragdo de prostaglandina (eixo x) com as amostras dos compostos da
familia PRO, em concentragdo de 100 nM, para COX-1(em rosa) e COX-2 (em verde) e valores de
%B/By, (eixo 1), comparados com a Curva Padrdo Obtida de PG (em amarelo).

Foi possivel validar o experimento por meio desses valores para a Curva Padrao
Obtida de Prostaglandina, uma vez que a curva estabelecida para as enzimas COX-1 e
COX-2 com as amostras dos compostos da familia PRO foi préxima a essa Curva Padrdo
obtida.

A partir desses resultados, foi possivel continuar a andlise e determinar a

porcentagem de inibicdo de cada amostra dos compostos em estudo para as enzimas

COX-1 e COX-2.
3.5.1.3. RESULTADOS DE INIBICAO PARA COX-2

Na Figura 3.16 sdo apresentados os valores de inibicdo dos compostos PRO frente

a enzima COX-2.



Taxa de inibicao para enzima COX-2

Figura 3.16. Valores de inibigdo para COX-2 na concentragao de 100 nM. O composto 5_ OCH;
apresentou melhor taxa de inibigao para essa enzima.

Os resultados de inibicdo da COX-2 mostraram que o composto 5_OCH3 obteve
maior taxa de inibicdo para essa enzima, seguido de 6_Br e 10_OCHs;, enquanto o

composto 11_Br apresentou menor taxa de inibigao.



3.5.1.4. RESULTADOS DE INIBICAO PARA COX-1

Na Figura 3.17 é apresentado o grafico com os valores de inibicdo dos compostos

PRO frente a enzima COX-1.

Taxa de inibigao para enzima COX-1

Figura 3.17. Valores de inibi¢do para COX-1 na concentra¢dao de 100 nM. O composto 9_NO,
apresentou melhor taxa de inibigao para essa enzima.



Os resultados do EIA para COX-1 mostraram que o composto 9 _NO, obteve maior
taxa de inibicdo, seguido por 10_OCHs;, para essa enzima na concentracdo de 100 nM e o

composto 8 _CHs apresentou menor valor de inibicao.

3.5.1.5. COMPARACAO DAS ATIVIDADES BIoLOGICAS DOS COoMmPOSTOS PRO com As ENziImAS COX-1 E

COX-2

Foi possivel observar que agqueles compostos com maior taxa de inibicdo para a
COX-2 obtiveram pequena taxa de inibicdo para a COX-1, a concentracdo de 100 nM

(Figura 3.16).
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Figura 3.18. Valores de inibi¢do dos compostos a 100 nM para COX-2 (linha em azul) e para COX-1
(linha em rosa). O composto 5-OCH3 obteve maior taxa de inibigdo para COX-2 (50%) e pequena taxa
de inibi¢do para COX-1 (préximo de 10%). O composto 6-Br foi o segundo melhor.

Com estes testes foi possivel determinar que os compostos mais promissores para
inibir a enzima COX-2 foram 5_SO, OCHs, 6 SO _Br, 10 SO_OCHs3 e, como se pretende
uma baixa inibicdo de COX-1, os que apresentaram menor capacidade de inibir COX-1
foram 5 SO, OCHsz e 6 SO _Br. Considerando que o composto mais favordvel deve
atender a uma baixa relagdo COX-2/COX-1 e que isto implica em ser o agente

relativamente seletivo para COX-2, esses compostos foram selecionados para realizacdo



do experimento in vivo. Apesar do composto 10_SO_OCH3 ter apresentado taxas de
inibicdo semelhantes para COX-2 e COX-1, também foi selecionado para realizagao dos

experimentos in vivo a fim de comparar sua acdo com os demais.
3.5.2. COMPARACAO ENTRE RESULTADOS OBTIDOS IN VITROE IN SILICO

Um ponto importante que ndo foi ainda discutido, é que os experimentos in silico
consideraram as moléculas em sua configuracdo R e S separadamente. No caso dos
experimentos de atividade bioldgica in vitro, os mesmos foram conduzidos com a mistura
racémica e isto serd levado em conta na discussao que segue.

A escolha do melhor inibidor obtido nos experimentos in silico, levou em conta o
escore, as orientacdes relativas e o padrdao de orientacdo no sitio. Também foi feita uma
analise das interagcbes, com indicativo da importancia da interagdo com o aminoacido H90
no caso da COX-2, e nenhuma caracteristica foi percebida para COX-1.

Para a COX-2, no caso dos compostos 1, 2, 3, 5, 10, 12, 13, 15 (Grupo 1) o

substituinte Y nos enantibmeros R e S ocupa o subsitio S1; nos demais casos (Grupo Il),



ocupa S1 e S2, conforme apresentado na Tabela 3.9 e Figura 3.19. Fazem parte do
subsitio S1 os seguintes residuos de aminoacidos: His90, GIn192, Arg513, Ala516 e
Phe518. Para todos os compostos foi observado que o substituinte X se encontrava

proximo aos subsitios S3 e S4, fazendo interacdes com a Tyr355.



Grupo |

Tabela 3.9. Ocupagdo dos subsitios pelo substituinte Y em COX-2*

- |~ X = - ~ X =
g |le| 5 | g8 g |l e | 5 | &g
Ligantes s 1% w S = Ligantes = = 0T S =
2|8 e} G 8 3 3 i g 8
) ) € = a a € =
celecoxibe X -79,3 4R_S0O,_NO, R 23,6 -63,9
SC-558 X -80,3 4S_S0O,_NO, S 23,6 -65,9
1R_SO,_Br R 74 | -673 | 6R SO Br R | 385 | -676
15_S0,_Br S 74 | -643 |65.SO Br S 385 | -648
2R_SO, H R 329 | -62,4 | 7R_SO_H R | 70 | -638
25 S0, H S 329 | -63,6 | 75S.SO_H S 70 | -64,7
3R_SO, CHs R 24,7 | -66,1 | 8R_SO_CH, R | 152 | 663 B
35S0, CHs S 24,7 | -656 | 85_SO_CHs S 152 | 653 B
5R_SO, OCHs; R 500 | -745 | 9rR_so_NO, R | 179 | 631 [
55_S0,_OCH S 500 | -741 | 95_so_No, S 17,9 | -63,7
10R_SO_OCH; R 425 | 709 | 11rR_ s _Br R | 28 | -609
10S_SO_OCH; S 42,5 | 71,6 | 1155 Br S 28 | -653
12R_SO_H R nd. | -62,6 | 14R_S_NO, R 52 | -62,9
125 _SO_H S nd. | -61,7 | 145_S_NO, s | 52 | -653
13R_S_CHs R nd. | -662
13S_S_CH, s nd. | -64,2
15R_S_OCH; R nd. | -683
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1sssocH;, | s | | nd [ 705 | | ] ] |
*dados obtidos por andlise da estrutura tridimensional de cédigo pdb 3LN1 (WANG et al,
2010), complexo COX-2-celecoxibe. O composto celecoxibe ndo apresenta centro quiral.

Na Figura 3.19, observa-se a pose dos ligantes obtida por experimentos in silico e

o posicionamento do substituinte Y em relacdo aos subsitios S1 e S2.

(b)

(d)

Figura 3.19. Ocupacao dos subsitios obtida por experimentos in silico para COX-2 para dois compostos e
seus enantidomeros. (a) e (b) Observa-se que o substituinte Y ocupa o subsitio S1 tanto no caso do



enantiobmero R quanto do S. (c) e (d) O substituinte Y ocupa o subsitio S1 (c) e S2 (d), mostrando
comportamento diferente para os enantiémeros.

No Grupo 1', encontram-se compostos que apresentaram maior taxa de inibicao,
com excecao do composto 1 e dos que nao foi possivel fazer a determinacdo (12 e 13).
Outro aspecto a ser avaliado é que dentre os compostos do Grupo 1, apenas 5 (R e S), 10
(ReS)e 15 (R e S) interagem com o residuo His90, que parece merecer atencdo especial.

Entre estes, a relacdo entre os escores de docking é:

5(ReS)<10(ReS)<15(S); Y= OCHs

Na Figura 3.20, observa-se a pose dos ligantes obtida por experimentos in silico e
o posicionamento do substituinte Y em relacdo aos subsitios S1 e S2.
Os trés compostos apresentam o substituinte Y = OCH3 (Figura 3.20). As maiores

taxas de inibicdo, considerando o substituinte X foram em ordem decrescente,

! Definigao dos grupos conforme descri¢cao do Capitulo 2, Se¢ao 2.1.2.1.
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X =50, (composto 5) > X = SO (composto 10) > X = S (composto 15)

Figura 3.20. Representacdo do substituinte Y = OCH; (em destaque pelo circulo vermelho) no
subsitio S1 (em roxo) da enzima COX-2.

No caso do Grupo 2, encontram-se compostos que apresentaram menor taxa de

inibicao, exceto os compostos 4 e 6. Mas entre os compostos deste grupo, somente 4R (e



ndo 4S) interagem com o residuo His90 e todos apresentam escore de docking para a
pose selecionada maiores que -70 kcal/mol.

Estes resultados levam a concluir, para a COX-2, que deve ocorrer a interacdo com
o0 aminoacido H90, conforme observado (Tabela 3.6) e discutido anteriormente, porque
ele esta no sitio S1, como mostraram os resultados combinados da atividade in silico e in
vitro.

No , encontram-se a pose dos ligantes obtida por experimentos in
silico e o posicionamento do substituinte Y em relagao aos subsitios S1 e S2, utilizados
para construir a Tabela 3.9 e a Figura 3.19.

Para a enzima COX-1, os parametros analisados foram os mesmos, porém
aspectos que foram importantes para COX-2 ndo apareceram da mesma forma para COX-
1. Ao contrario de COX-2, em que a interacdo com residuo His90 foi relacionada com
compostos de alta taxa de inibicdo (Tabela 3.7), em COX-1, aqueles que realizaram este
tipo de interagdo foram os que tiveram a menor taxa de inibicdo (5, 8 e 14), embora ndo

seja essencial, pois outros compostos com baixa taxa de inibicdo ndo interagiram com o



residuo His90 (6, 11 e 13). Na maioria dos casos o substituinte Y ocupou o subsitio S2.
Nao foi possivel relacionar as interacdes, o escore e a ocupacao dos subsitios com a taxa
de inibicdo em COX-1. Pode ser observado gque mesmo nos casos conhecidos de
celecoxibe e SC-558 que tem piores taxas de inibicdo em COX-1 que em COX-2,
apresentam escores obtidos por docking similares aos de COX-2. Mesmo entre o
celecoxibe e SC-558 que tem apenas um grupo substituinte diferente, as intera¢cdes nao
sdao totalmente similares. A enzima COX-1 merece mais estudo para um melhor
entendimento, o que estd em andamento no BioMat.

Apesar de ser deficiente o entendimento in silico da COX-1, os dados de inibi¢ao in
vitro dessa enzima mostram que os melhores inibidores sdo os compostos 9 e 10. A
busca no que diz respeito a COX-1 tem como alvo compostos com taxas mais baixas de
inibicdo. Dado que para COX-2 também foi encontrado que o composto 10 mostra boa
atividade inibitdria, isto ndo o torna um bom candidato a farmaco, pois inibe bem as duas

enzimas. O composto 9 inibe bem apenas a enzima COX-1, o que o torna ainda mais



desfavordvel. Jd o composto 5, bom inibidor de COX-2 e capacidade baixa para inibir COX-

1, parece ser um bom candidato para ser testado in vivo.

Tabela 3.10. Ocupagdo dos subsitios pelo substituinte Y em COX-1*

Ligantes Subsitio 1 Subsitio 2 Inibigao (%) Escore (kcal/mol)
celecoxibe X -78,3
SC-558 X -79,3
1R_SO,_Br R 12,6 -75,3
1S_SO, Br s 12,6 -74,4
2R_SO, H R 32,7 -72,9
2S SO, H S 32,7 -68,6
3R_SO,_CHs R 10,2 74,4
3S_S0,_CHs; S 10,2 -74,8
4R_SO, NO, R 14,4 -74,5
45 SO, NO, S 14,4 -69,5
5R_SO,_ OCHs; R 10,8 -76,0
55_SO, OCH; S 10,8 74,1
6R_SO_Br R 5,7 73,8
6S_SO_Br S 5,7 -67,0
7R_SO_H R 20,3 71,8




7S_SO_H s 20,3 73,3
8R_SO_CH;, R 3,5 72,3
8S_SO_CH, s 3,5 -67,0
9R_SO_NO, R 60,2 -74.3
9S_SO_NO, s 60,2 69,4
10R_SO_OCH; R 50,8 -74,5
10S_SO_OCH; s 50,8 72,3
11R_S_Br R 4,8 71,3
11S_S_Br s 4,8 74,5
12R_SO_H R n.d. -68,0
125 SO_H s n.d. 70,4
13R_S_CH, R n.d. 73,1
13S_S_CH, s n.d. 71,1
14R_S_NO, R 16,2 69,4
14S_S_NO, s 16,2 73,6
15R_S_OCH; R n.d. 71,9
155_S_OCH;, s n.d. -74,0

* dados obtidos por andlise da estrutura tridimensional de cédigo pdb 3KK6 (RIMON et al,
2010), complexo COX-1-celecoxibe. O composto Celecoxib ndo apresenta centro quiral.

3.6. EXPERIMENTOS IN VIVO

3.6.1. RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS IN VIVO



O intuito do trabalho é o de verificar se os compostos PRO, ou algum deles,
podem atuar como farmaco e até o momento os estudos tiveram como foco as enzimas
COX, relacionadas com processos anti-inflamatdrios. O experimento in silico levou a
selecionar o composto 5_SO,_OCH3 como o melhor seguido de 6_SO_Br e 10_SO_OCH:;,
O experimento in vivo juntamente com o experimento in silico levou a selecionar, além do
composto 5 SO, OCHs, os compostos 6 SO Br e 10_SO_OCH;3. O proximo passo € o de
avaliar sua atividade anti-inflamatéria. Para este propdsito foram realizados dois
experimentos, o teste de edema de pata, onde a inflamacgdo foi induzida por carragenina
ou zymosan, e a inibicio do edema tratado com os compostos PRO 5 SO, OCHs,
6_SO_Br, 10 _SO_OCHj3 e celecoxibe, e foi mantido o grupo controle-PBS e o grupo apenas
com o agente irritante.

No experimento |, foram avaliadas a espessura das patas e a temperatura retal, e
no experimento Il, foram avaliadas a espessura das patas e a temperatura por
termografia, o que constituiu uma inovagdo que resulta menos desconforto para os

animais e imprecisao nas medidas de temperatura.



Tabela 3.11. Desenho do experimento | e do experimento |l

Acdo 1: Medida da espessura 1h; 2h; 3h; 4h; 24h apés aplicagdo do agente indutor
Acdo 2: Medida da temperatura retal
Acdo 3: Medida da temperatura utilizando cdmera termogréfica

Agentes Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor

controle PBS

Controle carragenina

Controle Zymosan

carragenina celecoxibe 5_OCH; 6Br 10_OCH;
zymosan celecoxibe 5_OCH; 6Br 10_OCH;

3.6.1.1. EXPERIMENTO |
O desenho do experimento esta apresentado na Tabela 3.10 e inclui as acoes 1 e
2; foi realizada com 4 animais para cada inibidor e 3 animais para os grupos controle.
3.6.1.1.1. ESPESSURA DA PATA

A. GRUPOS COM CARRAGENINA



A Tabela 3.12 apresenta a média da variacdo da espessura da pata em que foi
aplicado o agente inflamatério, imediatamente apds aplicacdo. O valor da variacdo é
resultado da diferenca da medida da pata no momento apds a aplicacdo da carragenina e
no momento anterior. Foi possivel observar que a espessura aumentou, em média, de 0,5

mm a 1,0 mm.

Tabela 3.12. Média da variagdo da espessura (mm) imediatamente
apos a aplicagdo da carragenina para todos os grupos

Grupo Imediatamente apds
PBS 0,53
Carragenina 0,60
5-OCHs-Carragenina 0,88
Celecoxibe-Carragenina 0,95
6Br-Carragenina 1,00
10-OCHs-Carragenina 1,00

O aumento das medidas era esperado uma vez que foi injetado liquido na pata. No
entanto, foi um indicativo de que o agente foi aplicado corretamente e que, dessa forma,

haveria o processo inflamatdrio no local.



Os experimentos e as figuras apresentando a espessura da pata para cada animal

por grupo estdo apresentados no
B. GRUPOS COM ZYMOSAN

A Tabela 3.13 também apresenta a média da variacdo da espessura da pata em
qgue foi aplicado o agente inflamatério, imediatamente apds aplicacdo. O valor da
variacdo é resultado da diferenca da medida da pata no momento apds a aplicacdo do
zymosan e no momento anterior. Foi possivel observar que a espessura aumentou, em

média, de 0,5 mma 1,0 mm.

Tabela 3.13. Média da variagdo da espessura (mm) imediatamente
apos a aplicagdo do Zymosan para todos os grupos

Grupo Imediatamente apds
PBS 0,53
Carragenina 0,97
5-OCHs-Carragenina 0,75
Celecoxibe-Carragenina 1,03
6Br-Carragenina 1,00

10-OCHs-Carragenina 1,00




O aumento das medidas era esperado uma vez que foi injetado liquido na pata. No
entanto, foi um indicativo de que o agente foi aplicado corretamente e que, dessa forma,
haveria o processo inflamatério no local.

Os experimentos e as figuras apresentando a espessura da pata para cada animal

por grupo estdo apresentados no
C. COMPARACAO ENTRE 0OS GRUPOS

Foi possivel observar que, de uma maneira geral, o celecoxibe e os compostos com
possivel atividade anti-inflamatdria tiveram melhor desempenho quanto a diminuicdo do
edema da pata nos grupos nos quais foram aplicados a carragenina como agente
inflamatério.

Sabe-se que o zymosan ativa as células Thl e Th17, as quais estdo presentes em
doencas inflamatdrias cronicas, como a artrite reumatoide (ZARPELON, 2011; WEI et al.,

2001). Dessa forma, os compostos testados ndo sdo sugeridos para o tratamento da



inflamacdo cronica, uma vez que apresentaram melhor reducdo do edema no modelo
induzido pela carragenina e ndo pelo zymosan.

Além disso, o composto 5-OCH; demonstrou ter melhor desempenho que os
demais em relacdo a diminuicdo do edema de pata. Esse composto também apresentou
melhor atividade in vitro quanto a inibicdo para COX-2, apresentando menor inibicdo para
COX-1, conforme apresentado anteriormente.

A Figura 3.21 apresenta a variacdo da média da espessura das patas de todos os

grupos apo6s 1, 2, 3, 4 e 24 horas da aplicacdo da carragenina.
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Na Figura 3.21 é possivel observar que os animais que foram tratados com o
composto 5 SO, OCHs; e celecoxibe apresentaram comportamento semelhante em
relacdo a diminuicdo da espessura da pata. Apds 1 hora da aplicacdo desses compostos,
todos os animais apresentaram diminuicdao do edema, mantendo a diminuicdo durante os

periodos em que foi medido o edema.



A Figura 3.22 apresenta a espessura das patas de todos os grupos apés 1, 2, 3,4 e

24 horas da aplicagdo do zymosan.

Grupos com Zymosan
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Figura 3.22. Média da variacdao da espessura das patas apds 1, 2, 3, 4 e 24 horas da aplicagdo do
Zymosan para cada grupo. O eixo das ordenadas apresenta o tempo em horas e o eixo das abcissas
apresenta a espessura em mm.



Na Figura 3.22 é possivel observar os compostos testados diminuiram a espessura
da pata em um tempo maior daquele observado quando o agente inflamatdrio foi a
carragenina, sendo que essa diminuicdo ndo foi mantida ao longo dos periodos
observados. Também ndo houve semelhanca de comportamento entre os compostos
para esse caso. Esses resultados sugerem que os compostos testados ndo atuaram de
forma eficiente quando o agente inflamatdrio é o zymosan. Sendo este envolvido com
inflamacdo cronica (ZARPELON, 2011; WEI et al., 2001), pode-se sugerir que esses

inibidores ndo sdo apropriados para esse tipo de tratamento.
3.6.1.1.2. TEMPERATURA

Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.14, contendo variacdo da
temperatura (°C) retal para cada animal. E apresentada a diferenca entre os valores de
antes e ap6s 24 horas da aplicacdo do PBS e dos agentes inflamatorios.

Os valores negativos indicam que a temperatura diminuiu em relacdo a

temperatura antes da aplicacdo dos agentes inflamatadrios.



Foi possivel observar que os grupos nos quais foi aplicado o zymosan como agente
inflamatdrio apresentaram melhor atividade quanto a diminuicdo da temperatura em
relacdo aos grupos nos quais foram aplicados a carragenina.

Para os grupos com zymosan, foi observado que o grupo Celecoxib-Zymosan (em
destaque na Tabela 3.14) apresentou melhor resultado quanto a diminuicio da
temperatura retal apds 24 horas da aplicacdo do zymosan, quando comparado aos outros
grupos e ao grupo controle.

Ja para os grupos com carragenina, notou-se que o grupo 5-OCH3-Carragenina
(em destaque na Tabela 3.14) apresentou melhor resultado quanto a diminuicdo da
temperatura retal apds 24 horas da aplicacdo da carragenina quando comparado aos

outros grupos e ao grupo controle.

Tabela 3.14. Comparagao da variagdo da temperatura retal dos grupos com zymosan
e com carragenina

Grupos com Carragenina  Apos 24 horas Grupos com Zymosan Apos 24 horas
CARRAGENINA A 0,7 ZYMOSAN A -0,4
CARRAGENINA B 1 ZYMOSAN B -0,5




CARRAGENINA C 0,1

5-OCH3 CAR. A -0,8
5-OCH3 CAR. B -1,4
5-OCH3 CAR. C -0,4
5-OCH3 CAR. D -0,9
CELECOXIB CAR. A 2,5
CELECOXIB CAR. B 11
CELECOXIB CAR. C 0
CELECOXIB CAR. D 1,1
6Br CAR. A 1,1
6Br CAR. B 1,5
6Br CAR. C 0,3
6Br CAR. D 1,8
10-OCH3 CAR. A 0
10-OCH3 CAR. B 1
10-OCH3 CAR. C 0,4
10-OCH3 CAR. D 0,4

ZYMOSAN C
5-OCH3 ZYM. A
5-OCH3 ZYM. B
5-OCH3 ZYM. C
5-OCH3 ZYM. D
CELECOXIB ZYM. A
CELECOXIB ZYM. B
CELECOXIB ZYM. C
CELECOXIB ZYM. D
6Br ZYM. A

6Br ZYM. B

6Br ZYM. C

6Br ZYM. D
10-OCH3 ZYM. A
10-OCH3 ZYM. B
10-OCH3 ZYM. C
10-OCH3 ZYM. D

1,7
13
0,7
0,3
0,7
0,9
-1,1
0,5
-1,1
-0,1
-0,2
0,3
-0,1
-0,3
-0,1
-0,8
1,5

Os resultados apresentados na Tabela 3.14 sugerem que os compostos testados

atuaram melhor para diminuicdo da temperatura no modelo animal

utilizando



carragenina como agente inflamatdrio. Dos compostos testados, vale destacar que o
composto 5 SO, OCHj; apresentou melhores resultados, uma vez que foi observado que
para todos os animais houve diminuicdo da temperatura antes e depois da aplicacdo do

agente irritante.
3.6.1.1.3. COMPARAGAO ENTRE TEMPERATURA E ESPESSURA

N3do foi possivel estabelecer uma comparacdo entre a temperatura média e a
espessura média da pata dos camundongos, visto que a temperatura média sé foi

observada nos instantes de tempo inicial e final.

3.6.1.2 EXPERIMENTO Il

O desenho do experimento esta apresentado na Tabela 3.11 e inclui as acoes 1 e
3; foi realizada com 4 animais para cada inibidor e 3 animais para os grupos controle.
No experimento Il, houve mudanca, em relacdo ao experimento | na forma de

medir a temperatura. No Experimento | houve dificuldades para medir a temperatura



utilizando um termometro via retal, uma vez que causava desconforto aos animais e,
assim, dificultando medir a temperatura com exatiddo. Dessa forma, o experimento foi
repetido utilizando metodologia que ndo agredisse e incomodasse os animais e que
permitisse obter medidas mais exatas. Para isso foi utilizada uma camera termografica, a
gual permite medir a temperatura local das patas. Além de obter medidas mais exatas, foi
possivel detectar mudancas de temperaturas na pata onde foi aplicado o agente

inflamatdrio e comparar com a pata em que ndo recebeu esse agente.
3.6.1.2.1. ESPESSURA DAS PATAS
A. GRUPOS coM CARRAGENINA

Foi observado para todos os grupos que houve aumento, em média, na espessura
da pata quando medida imediatamente apds a aplicacdo dos agentes irritantes de 1,0 a
1,2 mm (Tabela 3.15). Os valores de todas as medidas para todos os animais estdo

apresentados no A tabela a seguir mostra a média da variacdo, obtida pela



média da diferenca dos valores antes da aplicacdo e imediatamente apds a aplicacdo da

carragenina.

Tabela 3.15. Média da variagdo da espessura (mm) imediatamente
apos a aplicagdo do Carragenina para todos os grupos

Grupo Imediatamente apds
PBS 1,00
Carragenina 1,20
5-OCHs-Carragenina 1,10
Celecoxibe-Carragenina 1,00
6Br-Carragenina 1,00
10-OCHs-Carragenina 1,10

O aumento das medidas era esperado uma vez que foi injetado liquido na pata. No
entanto, foi um indicativo de que o agente foi aplicado corretamente e que, dessa forma,
haveria o processo inflamatério no local.

Os experimentos e as figuras apresentando a espessura da pata para cada animal

por grupo estao apresentados no



B. GRUPOS COM ZYMOSAN

Foi observado para todos os grupos que houve aumento na espessura pata
guando medida imediatamente apds a aplicacdo dos agentes irritantes de, em média, 0,8
a 1,0 mm (Tabela 3.16). Os valores de todas as medidas para todos os animais estdo
apresentados no A tabela a seguir mostra a média da variacdo, obtida pela
média da diferenca dos valores antes da aplicacdo e imediatamente apds a aplicacdo do

zymosan.

Tabela 3.16. Média da variagdo da espessura (mm) imediatamente
apos a aplicagdo do Zymosan para todos os grupos

Grupo Imediatamente apds
PBS 1,00
Carragenina 1,00
5-OCHs-Carragenina 0,80
Celecoxibe-Carragenina 1,00
6Br-Carragenina 1,00

10-OCHs-Carragenina 1,00




C. COMPARACAO ENTRE 0OS GRUPOS

Foi possivel observar também que, de uma maneira geral, o celecoxibe e os
compostos com possivel atividade anti-inflamatdria tiveram melhor desempenho quanto
a diminuicdo do edema da pata nos grupos nos quais foram aplicados a carragenina como
agente inflamatério.

Uma vez que o zymosan ativa as células Thl e Th17, as quais estao presentes em
doencas inflamatodrias cronicas, como a artrite reumatoide (ZARPELON, 2011; WEI et al.,
2001), pode-se sugerir que os compostos testados ndo sdo indicados para o tratamento
da inflamacgdo cronica, visto que apresentaram melhor reducdo do edema no modelo
induzido pela carragenina e ndo pelo zymosan.

Também para o experimento Il, o composto 5-OCHs; demonstrou ter melhor
desempenho que os demais em relacdo a diminuicdo do edema de pata. No entanto,
ainda é necessario aprofundar os conhecimentos sobre a acdo desses compostos in vivo
e, também para isso, as analises estatisticas, bem como as analises imunohistoquimicas e

patoldgicas estdo em andamento.



A Figura 3.23 apresenta a espessura das patas de todos os grupos apés 1, 2, 3,4 e

24 horas da aplicacdo da carragenina.
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Figura 3.23. Média da variagdo da espessura das patas apés 1, 2, 3, 4 e 24 horas da aplicagdo da
Carragenina, para cada grupo. O eixo das ordenadas apresenta o tempo em horas e o eixo das abcissas
apresenta a espessura em mm.
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Na Figura 3.23 é possivel observar também que os animais que foram tratados

com o composto 5 SO, OCHs; e celecoxibe apresentaram comportamento semelhante



em relacdo a diminuicdo da espessura da pata. Apds 1 hora da aplicacdo desses
compostos, os animais apresentaram diminuicdo do edema, mantendo a diminuicdo
durante os periodos em que foi medido o edema, exceto para o animal B, no qual foi
aplicado o composto 5_OCHs.

A Figura 3.24 apresenta a espessura das patas de todos os grupos apés 1, 2, 3,4 e

24 horas da aplicacdo do zymosan.
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Figura 3.24. Média da variagdo da espessura das patas apds 1, 2, 3, 4 e 24 horas da aplicagdo do
Zymosan, para cada grupo. O eixo das ordenadas apresenta o tempo em horas e o eixo das abcissas
apresenta a espessura em mm.

Na Figura 3.24 é possivel observar os compostos testados também levaram um
tempo maior para diminuicdo do edema daquele observado quando o agente
inflamatério foi a carragenina, sendo que essa diminui¢cdo ndo foi mantida ao longo dos
periodos observados. Esses resultados sugerem que os compostos testados ndo atuaram
de forma eficiente quando o agente inflamatdrio é o zymosan. Uma vez que esse agente
inflamatdrio esta envolvido com inflamacdo crénica (ZARPELON, 2011; WEI et al., 2001),
pode-se sugerir que esses inibidores ndo sdo apropriados para esse tipo de tratamento.

Da mesma forma que para o Experimento |, foi observado que o composto
5 SO, OCHs; obteve melhores resultados em relagdo aos outros compostos, tendo
comportamento semelhante ao celecoxibe, anti-inflamatdrio comercializado. Sendo
assim, como resultado parcial, pode-se sugerir esse composto como um promissor

candidato a anti-inflamatario, seletivo a COX-2.



As figuras apresentando a espessura da pata para cada animal por grupo estdo

apresentadas no

3.6.1.2.2. TEMPERATURA

Durante as medidas, houve o cuidado de evitar qualquer acdo que interferisse na
medida da temperatura. Dessa forma, para que a temperatura do ambiente e a das maos
gue manusearam os animais ndo interferissem nas temperaturas obtidas, os animais
foram apoiados pela cauda no momento da obtencdo da imagem com a cdmera
termografica. A Figura 3.25 mostra as temperaturas obtidas e a escala utilizada. As
temperaturas mais quentes sdo apresentadas por coloragao vermelha, enquanto que as

temperaturas mais frias sdo apresentadas por coloragdo azul.



~33.3

Figura 3.25. Temperaturas obtidas pela cdmera termografica para o animal do grupo 5_OCH; -
Carragenina. A temperatura varia de 17,6°C (coloragdo azul) até 33,3°C (coloracdo vermelha).
Pode ser observado que a pata esquerda, a qual recebeu o agente inflamatdrio, possui maior
temperatura e coloragdao mais avermelhada que a pata direita, que n3do recebeu o agente. A
imagem foi analisada com o programa SmartView® 3.5 (Fluke, EUA).

As imagens e tabelas para cada grupo apresentando as temperaturas para cada

pata de cada animal por grupo estdo apresentadas no

A. GRUPOS COM CARRAGENINA



A Figura 3.26 apresenta a média das temperaturas da pata esquerda para cada
grupo. Foi possivel observar que o composto 5 OCH3 apresentou temperaturas mais

baixas em relacdo aos outros grupos de inibidores para todos os tempos observados.
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Figura 3.26. Média da variagdo das temperaturas da pata esquerda para cada grupo com Carragenina. O
eixo das ordenadas apresenta o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a temperatura em °C.

Analisando os resultados apresentados na Figura 3.26, foi possivel observar que o

composto 5-OCH;s atuou de forma semelhante ao celecoxibe quanto a diminui¢cdo da



temperatura, uma vez que a média das temperaturas observadas para os grupos tratados
com esses compostos foi préxima. A partir de 3 horas da aplicacdo dos inibidores
testados, a temperatura da pata comecou a diminuir, sendo possivel sugerir que esses

compostos estdao atuando contra inflamagao no local.

B. GRUPOS COM ZYMOSAN
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Figura 3.27. Média da variagdo das temperaturas da pata esquerda para cada grupo com zymosan.
O eixo das ordenadas apresenta o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a temperatura
em °C.

Como apresentado na Figura 3.27, os compostos testados parecem ndo ser
eficazes para o modelo animal quando o agente irritante foi o zymosan. A média das
temperaturas parece ndo diminuir ao longo dos periodos observados em relacdo aos
grupos em que o agente aplicado foi a carragenina. Esses resultados também foram
observados para o Experimento |. Dessa forma, pode-se sugerir que esses compostos ndao
sdo eficientes no tratamento contra inflamacdo crénica, uma vez que o zymosan esta

envolvido com a indugdo desse tipo de inflamacdo (ZARPELON, 2011; WEI et al., 2001).

C. COMPARACAO ENTRE 0S GRUPOS

Os resultados apresentados na Tabela 3.17 mostram os valores da média das
temperaturas para cada grupo nos periodos observados.
Para a variacdo da temperatura foi possivel observar, da mesma forma que para a

variacdo da espessura da pata, que os grupos celecoxibe-carragenina, 50CHs-carragenina,



6Br-carragenina e 10-OCHs-carragenina apresentaram melhor atividade quanto a

diminuicdo da temperatura em relacdo aos grupos nos quais foram aplicados o zymosan.

E, entre os grupos com carragenina, o 5-OCHs (em destaque na Tabela 3.17) apresentou

temperaturas mais baixas em todos os tempos analisados, observando a diminuicdo da

temperatura apds 1 hora da aplicacdo do inibidor, comparando aos outros grupos,

inclusive o grupo ndo tratado.

Tabela 3.17. Média das temperaturas para os grupos com carragenina

Grupo Antes 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
Carragenina 26,7 26,8 29,8 25,3 26,8 27,1 26,0 27,3
5-OCH; CAR 22,2 25,1 25,9 25,2 26,2 26,7 25,8 26,4
CEL CAR 22,7 26,8 29,7 27,7 27,1 26,8 26,1 26,4
6BR CAR 22,4 25,3 27,3 25,6 26,8 26,5 25,9 26,4
10-OCH; CAR 22,4 25,6 27,2 24,8 26,4 26,8 26,6 27,7

Como também observado no Experimento |, os resultados apresentados para o

grupo tratado com o composto 5_OCH; foram melhores em relacdo aos outros grupos,

tanto para diminuicdo da espessura quanto para diminuicdao da temperatura da pata.

Também foi possivel observar que esse composto tem acdo semelhante ao celecoxibe,



farmaco ja comercializado. Sendo assim, levando em conta os resultados do experimento
I e I, o composto 5 SO, OCH; parece ser promissor para o tratamento contra a

inflamagao e doengas relacionadas.



3.6.1.2.3. COMPARAGAO ENTRE TEMPERATURA E ESPESSURA

Comparando a temperatura e a espessura média das patas dos camundongos, foi
possivel observar que houve o aumento dessas duas medidas no intervalo de tempo
antes da aplicacdo e depois de uma hora da aplicacdo para os grupos que receberam o
agente inflamatério e algum tipo de tratamento, sendo o agente inflamatédrio
CARRAGENINA ou ZYMOSAN. Para os demais tempos ndo foi observado qualquer outra
coincidéncia entre os valores analisados. E isso significa que ndo é possivel estabelecer
uma relacdo entre temperatura e espessura da pata, ou seja, ndo é possivel dizer que ao

diminuir a temperatura, consequentemente também diminuiu a espessura da pata.



CAPITULO 4

Visao Geral & Conclusoes



VISAO GLOBAL E CONCLUSOES

O primeiro passo para realizar os estudos de atividade anti-inflamatadria in silico,
utilizando simulacdo por docking molecular, foi selecionar as enzimas ciclooxigenase
(COX) disponiveis no banco de dados de estruturas tridimensionais de proteinas, o PDB.
Como as proteinas encontradas ndo tem origem humana: COX-1 é de origem ovina e
COX-2 é de camundongo, foi feito o alinhamento para verificar a similaridade das mesmas
com as sequéncias das correspondentes humanas. Para os residuos do sitio ativo foi
encontrando 100% de similaridade entre as enzimas humana e ovina, no caso de COX-1 e
enzimas humana e de camundongo de COX-2. Mais ainda, foi feita a sobreposicao
estrutural, que também mostrou alta similaridade nos dois casos. Assim, foram utilizadas,
para estes estudos, as enzimas ovina e de camundongo para COX-1 e COX-2,
respectivamente. A etapa seguinte foi modelar os compostos e para isso foi utilizada uma
estrutura cristalografica como ponto de partida. Como os compostos, 2-(fenilseleno)-2-
(etil-X)acetofenonas-4'Y-substituidas, com X = SO,, SO, S e Y = H, Br, CHs, OCH;, NO,,
possuem um centro quiral foram, em cada caso, modelados os dois enantidmeros o que
resultou em 30 ligantes. Foram considerados também os diasteroisomeros referentes ao
grupo X = SO, onde os resultados ndao mostraram um comportamento melhor que os
compostos com grupo X = SO,. Os compostos assim obtidos foram testados nas enzimas
COX-1 e COX-2. A anadlise dos resultados do padrdo de orientagdes, da avaliagdo das
interagdes e dos escores permitiu, no caso da COX-2, selecionar os compostos com maior
potencial inibidor que foram os com Y = OCHj3; para todos os X, sendo o mais destacado
aquele com X = SO,. O estudo similar de docking em COX-1 ndo foi capaz de discriminar
um composto com melhor potencial inibidor.

Os estudos de atividade bioldgica in vitro, com as enzimas COX-1 e COX-2, foram
realizados com a mistura racémica de 12 compostos, ja que trés deles ndo se dissolveram
nos reagentes do kit de testes da COX. Os resultados destes experimentos mostraram que
alguns compostos apresentam atividade em COX-1 (9_SO_NO, e 10_SO_OCHjs), outros
em COX-2 (5_SO, OCHs;, 10 SO_OCH; e 15 S _OCHs), é interessante notar que o

composto 10_SO_OCH; apresentou atividade inibitéria em ambas as enzimas.



Para correlacionar os dados de simulacdo com os de atividade in vitro, foi
necessario estudar detalhadamente a ocupacdo pelos ligantes dos subsitios S1, S2, S3 e
S4 das enzimas. No caso da enzima COX-2, os melhores resultados foram obtidos quando
o substituinte Y ocupa o subsitio S1 e faz interacées com a His90 desse subsitio. Mais
ainda, como os compostos se apresentam como misturas racémicas é de se esperar que
para se ter uma boa atividade a ocupacdo do subsitio S1 seja similar para os dois
enantibmeros. O composto mais promissor foi aquele com Y = OCHs. No caso do grupo X
observou-se que a posicao mais favoravel é aquela em que este se encontrava préximo
aos subsitios S3 e S4, fazendo interacdes com a Tyr355. Neste caso, o composto mais
promissor foi aquele com X = SO,. A mesma analise foi feita com COX-1 nos subsitios
equivalentes, mas os resultados ndo permitiram predizer a potencialidade dos compostos
como inibidores.

A andlise das interacdes do tipo m realizadas pelos compostos com as enzimas
(apresentadas detalhadamente no Apéndice 2) ndo permitiu encontrar uma relagcdo com
os dados de inibicdo. Pareceria que estas interagOes sdo importantes para fixar os ligantes
dentro do sitio de ligacao.

Estes resultados permitem postular que os melhores compostos para inibir COX-2
sdo 0 5 SO, OCH;3 e 10_SO_OCHs;. Mas, o fato que 10_SO OCH3 também pode inibir
COX-1, ndo o torna um bom candidato a fdrmaco, uma vez que nao produzira atividade
inibitéria seletiva. Os resultados in vitro mostraram que o composto 5 SO, OCH;
apresenta uma taxa de inibicao de cerca de 50% para COX-2 e 10% para COX-1.

Com base nos resultados obtidos, foram iniciados os testes de atividade in vivo em
ratos. A atividade foi avaliada em modelo de edema de pata induzido por carragenina e
zymosan, como agentes irritantes, e foram medidas a espessura e a temperatura da pata
para avaliar o potencial anti-inflamatério do composto. A aplicagdo do composto
5_S0, OCHslevou a uma diminuigao significativa da espessura das patas apds duas horas
e diminuicdo da temperatura apés uma hora da aplicacdo do agente inflamatério.
Também foi possivel sugerir com esse experimento que o composto 5-OCHs atua melhor
contra a inflamacdo aguda, uma vez que apresentou melhores resultados para o modelo

do edema de pata com a carragenina do que com o zymosan.



No caso das medidas de temperatura, deve ser destacada a utilizacdo de uma
pratica inovadora para avaliar este tipo de teste de edema de pata: o uso de uma camera
termografica. Assim, conseguiu-se medir a temperatura local das patas, sem agredir ou
incomodar os animais. Isto permitiu obter medidas mais exatas, bem como detectar
mudancas de temperaturas na pata onde foi aplicado o agente inflamatdrio e ainda
comparar com a pata em que nao recebeu esse agente.

Dessa forma, vale destacar que o presente trabalho alcancou os objetivos, e
obteve resultados satisfatérios, permitindo sugerir o composto 5 OCH3 como promissor
para atuar contra os processos inflamatérios. Além disso, um método foi utilizado pela
primeira vez para medir a temperatura dos edemas de patas, permitindo resultados mais
exatos, de forma menos incomoda aos animais.

PERSPECTIVAS

1. Ha necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre a acdo desses
compostos in vivo e, para isso, estdo em andamento as analises imuno-histoquimica,
histopatologica, a fim de avaliar estrutura das células do figado, do rim e das patas, bem
como a presenca de exsudato inflamatdrio, e ensaio imunoenzimatico para deteccdo de
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias. Os resultados dessas andlises estardo
presentes no artigo a ser submetido.

2. A maioria dos trabalhos sobre anti-inflamatérios descreve bem a atividade
dos compostos em COX-2, relacionando-a com o sitio ativo da enzima, mas ha as mais
variadas teorias quanto a atividade em COX-1, e na maioria das vezes ndo explicam a
relagdo estrutura-atividade. De forma a tentar preencher esta lacuna estudos baseados
em simulacdo por dindmica molecular estdo sendo desenvolvidos no BioMat.

3. Também estdo sendo desenvolvidos, no BioMat, estudos para a obtencado de
um sistema de liberacdo controlada de anti-inflamatdrios para a regido do cdlon
utilizando-se como matriz polimérica a quitosana, utilizando o melhor composto

encontrado neste trabalho.
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APENDICE 3.1

Nesta secdo sdo apresentados os resultados do alinhamento e homologia da

estrutura tridimensional do receptor.

3.1.1 OcupAGAO DOS SUBSITIOS DA ENzIMA COX-2
3.1.2 OcuPAGAO DOS SUBSITIOS DA ENzIMA COX-1
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3.1.1. ALINHAMENTO DA ESTRUTURA DA ENzIMA COX-1

Humana COX-1
Ovelha pdb 3kk6
Camundongo

Figura 3.1. a. Sobreposi¢cdao do C, da estrutura da COX-1: 3kk6, depositada em banco de dados, em azul,
e modelos humano e de camundongo, obtidos por homologia, em verde e laranja, respectivamente. b.
Sobreposi¢do dos residuos de aminodcidos presentes no sitio ativo.

3.1.2. ALINHAMENTO DA ESTRUTURA DA ENZIMA COX-2

}(I)“mfhna COX-2
FEIRA pdb 1cx2
Camundongo

Figura 3.2. a. Sobreposi¢do do C, da estrutura da COX-2: 1cx2, depositada em banco de dados, em rosa,
e modelos humano e de ovelha, obtidos por homologia, em azul e laranja, respectivamente. b.
Sobreposicdo dos residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo.



APENDICE 3.2

Nesta secdo sdo apresentadas figuras e tabelas contendo algumas interacdes
entre ligantes e receptores estudados apds a formacdo dos complexos, os quais foram

obtidos por calculos de docking.

3.2.1 EsTuDOS DE INTERACOES DOS COMPLEXOS CRISTALOGRAFICOS
3.2. 1.1 EsTuDOS DE DOCKING DO COMPLEXO CRISTALOGRAFICO COX-2 (1cx2)
3.2. 1.2 EsTuDOS DE DOCKING DO COMPLEXO CRISTALOGRAFICO COX-1 (3KKk6)
3.2.2 EsTupOS DE DOCKING DOS COMPLEXOS DA FAMILIA PRO E A ENZIMA COX-2
3.2.2.1ComposTo 1s_SO,_Br DA FAMILIA PRO
3.2.2.2 CompoSTO 2s_SO,_CH3 DA FAMILIA PRO
3.2.2.3CompoSTO 3r_SO,_H DA FAMILIA PRO
3.2.2.4 CompoSTO 4r_SO,_NO, DA FAMILIA PRO
3.2.2.5ComposTo 5r_SO,_OCH; DA FAMILIA PRO
. 2.6 ComposTO 5s_SO,_OCH3 DA FAMILIAPRO
.2.7 ComposTO 6r_SO_Br DA FAMILIA PRO
. 2.8 ComposTo 7r_SO_CHj3 DA FAMILIA PRO
.2.9 ComposTo 8r_SO_H DA FAMILIA PRO
.2.10 ComposTo 9r_SO_NO,; DA FAMILIA PRO
.2.11 ComposTo 9s_SO_NO, DA FAMILIA PRO
.2.12 Composto 10r_SO_OCH; DA FAMILIA PRO
.2.13 ComposTto 10s_SO_OCHj; DA FAMILIA PRO
.2.14 ComposTo 12r_S_CH3 DA FAMILIA PRO
.2.15ComposTo 12s_S_CHs DA FAMILIA PRO
.2.16 ComposTO 13s_S_H DA FAMiILIA PRO
.2.17 ComposTO 14r_S_NO, DA FAMILIA PRO
.2.18 ComposTO 14s_S_NO, DA FAMILIA PRO
.2.19 ComposTO 15r_S_OCH;3 DA FAMILIA PRO
3.2.2.20 ComposTo 15s_S_OCH; DA FAMILIAPRO
3.2.3 Estupos DE DOCKING DOS COMPLEXOS DA FAMILIA PRO E A ENzIMA COX-1
3.2 3.1 ComposTO 1s_SO2_Br DA FAMILIA PRO
3.2 3.2 ComposTO 2s_SO2_CH; DA FAMILIA PRO
3.2 3.3 CompPosTO 3s_SO2_H DA FAMILIAPRO
3.2 3.4 ComposTO 4s_SO2_NO, DA FAMILIA PRO
3.2 3.5 ComposTO 6r_SO_Br DA FAMILIA PRO
3.2 3.6 ComposTO 7r_SO_CH3 DA FAMILIA PRO
3.2 3.7 ComposTO 7s_SO_CH; DA FAMILIA PRO
3.2.3.8 ComposTO 8r_SO_NO; DA FAMILIA PRO
3.23.9 ComposTO 8s_SO_NO, DA FAMILIA PRO
3.2.3.10 ComposTO 9r_SO_OCH;3DA FAMILIA PRO
3.2.3.11 Composto 11s_S_Br DA FAMILIAPRO
3.23.12 ComposTO 12r_S_CHs DA FAMILIA PRO
3.2.3.13 ComposTo 12s_S CHs DA FAMILIA PRO
3.2.3.14 ComposTO 13s_S_H DA FAMILIA PRO
3.2.3.15 Composto 14r_S_NO, DA FAMILIAPRO
3.2.3.16 ComposTo 14s_S _NO, DA FAMILIAPRO
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3.2.1 EsTuDOS DE INTERACOES DOS COMPLEXOS CRISTALOGRAFICOS

3. 2. 1.1 EsTupos DE DOCKING DO COMPLEXO CRISTALOGRAFICO COX-2 (1cx2)

Tabela 3.2.1 - InteragGes do ligante cristalografico com a enzima COX-2 (1cx2)

Interagdo ligante - enzima COX-2 a.tomo ato-m ° distancia (A)
ligante enzima

01 - ALA516:HB1 01 HB1 2,44
01 - PHE518:0 01 0 3,06
01 - PHE518:HD1 01 HD1 2,60
01 - VAL523:HG21 01 HG21 2,30
02 - GLN192:0E1 02 OE1l 3,39
BR1 - TYR385:HE2 BR1 HE2 2,58
BR1 - TRP387:HZ2 BR1 HZ2 2,83
BR1 - TRP387:HH2 BR1 HH2 3,40
BR1 - GLY526:HA2 BR1 HA2 3,10
F1 - VAL349:HG11 F1 HG11 2,54
F1 - VAL349:HG13 F1 HG13 3,08
F1-LEU359:HD11 F1 HD11 2,88
F1-LEU359:HD12 F1 HD12 2,84
F2 - ARG120:HD1 F2 HD1 2,43
F2 - ARG120:HD2 F2 HD2 3,44
F2 - LEU531:HD11 F2 HD11 2,45
F3 - TYR355:HH F3 HH 2,58
F3 - TYR355:HE2 F3 HE2 2,11
S1 - HIS90:HE2 S1 HE2 2,97
S1-ALAS516:HB1 S1 HB1 2,97
S1-VAL523:HG21 S1 HG21 2,60
HN32 - HIS90:NE2 HN32 NE2 2,21
H4 - TYR355:0H H4 OH 2,23
H5 - HIS90:NE2 H5 NE2 2,64
H11 - VAL523:0 H11 0] 2,50
. . . atomo atomo ..

Ligagoes de hidrogénio doador e distancia (A)
HIS90:HE2 - N3 HE2 N3 2,27
ARG120:HH11 - F2 HH11 F2 2,32
ARG120:HH11 - F3 HH11 F3 2,44
ARG513:HH11 - N3 HH11 N3 2,19

Interagbes 1T distancia (A)
CH---: VAL349:HG12 — Ct2 3,19
CH---: VAL523: HG12 - Ct2 2,84

Ct = centroide



Ct3

GLY
A:526

Figura 3.2.1 Esquema bidimensional mostrando algumas das intera¢des entre o ligante cristalografico da
estrutura de codigo pdb 1cx2 e alguns dos aminodcidos da enzima COX-2. Na figura sdo mostrados os
centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo CH:-- 7T com os aminodcidos Val523 e Val349 e ligacbes
de hidrogénio com grupo sulfonamida com Arg 513 e do trifluorcarboneto com a Argl120. Figura
construida com DS Vlsualizer 3.0.



3.2 1.2 EsTuDOS DE DOCKING DO COMPLEXO CRISTALOGRAFICO COX-1 (3KK6)

Tabela 3.2.2 - InteragGes do ligante cristalografico com a enzima COX-1 (3kk6)

Interagdo enzima COX-1 - ligante ato-m ° a‘tomo distancia (A)
enzima ligante
HIS90:HE1 - CEL701:01 HE1 01 2,42
VAL116:HG11 - CEL701:F2 HG11 F2 2,28
VAL116:HG13 - CEL701:F2 HG13 F2 2,84
GLN192:0E1- CEL701:N3 OE1 N3 2,33
VAL349:HG11 - CEL701:F3 HG11 F3 2,73
LEU352:0 - CEL701:S1 (6] S1 3,17
LEU352:0 - CEL701:N3 (6] N3 2,23
LEU352:0 - CEL701:H14C (6] H14C 2,03
LEU352:0 - CEL701:HN32 (6] HN32 2,87
SER353:0 - CEL701:01 0 01 3,16
TYR355:0H - CEL701:H17C OH H17C 2,71
LEU359:HD21 - CEL701:F1 HD21 F1 2,32
SER516:HB3 - CEL701:02 HB3 02 2,72
SER516:HB3 - CEL701:01 HB3 01 3,37
SER516:HG - CEL701:01 HG o1 3,55
ILE517:HG23 - CEL701:N3 HG23 N3 2,09
MET522:0 - CEL701:HC7 (¢} HC7 2,38
ILE523:HG12 - CEL701:02 HG12 02 2,84
ILE523:HD12 - CEL701:02 HD12 02 2,11
I . a atomo atomo o o

LigagOes de hidrogénio doador ST distancia (A)
CEL701:HN31 - GLN192:0E1 HN31 OE1l 2.39
CEL701:HN31 - LEU352:0 HN31 0] 1.27
CEL701:HN32 - GLN192:0E1 HN32 OE1l 1.57

InteragGes 1T distancia (A)
CH---m: ALA527:HA - Ctl 3.20
CH---: VAL349:HG13 - Ct2 3.07
CH---r: SER353:HA — Ct3 2.27

Ct = centroide



Figura 3.2.2 Esquema bidimensional mostrando algumas das intera¢des entre o ligante cristalografico da
estrutura de codigo pdb 3kk6 e alguns dos aminoacidos da enzima COX-1. Na figura sdo mostrados os
centroides (Ct) e indicadas as interagGes do tipo CH:-- T com os aminoacidos Ser353, Ala527 e Val349 e
ligacdes de hidrogénio com grupo sulfonamida com GIn192 e a Leu352. Figura construida com DS
Visualizer 3.0.



3.2.2 EsTuDOS DE DOCKING DOS COMPLEXOS DA FAMILIA PRO E A ENziImA COX-2

3.2.2.1 ComposTO 1s_SO,_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.3 - Algumas interagGes do composto 1s_SO, Br com a COX-2 (1cx2)

Interagdo enzima COX-2 - ligante ato-m ° a'\tomo dlstaanaa
enzima ligante (A)
CH---m: SER353:HA - Ct12 HA Ctl12 2,52 A
GLN192:HE21 - Br24 HE21 Br24 2,35 A
ARG120:HH11 - 020 HH11 020 2,18 A
TYR355:HH - 020 HH 020 1,67 A

Leu352

GIn192

Tyr3ss Arg120

Figura 3.2.3. Algumas interagdes do composto 1s_SO,_Br com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo
CH--- tcom o aminodacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.4.2 CompPOSTO 25_SO,_CH3 DAFFAMILIA PRO

Tabela 3.2.4 - Algumas interagGes do composto 2s_SO, CH3; com a COX-2

Interagdao enzima COX-2 - ligante ato.m ° a_ntomo dlstannc|a
enzima ligante (A)
CH--- r: SER353:HA - Ct19 HA Ct19 2,57
ARG120:HH11 -020 HH11 020 2,36

TYR355:HH - 020 HH 020 191




GIn192

Tyr355

Arg120

Figura 3.2.4. Algumas interagdes do composto 2s_SO,_CHi; com residuos de aminoacidos
do sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo
CH--- mcom o aminoacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.3 CompP0sTO 3R_SO,_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.5 - Algumas interagdes do composto 3r_SO, H com a COX-2 (1cx2)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-2 - ligante . . 2
enzima ligante (A)
CH--- 1r: SER353:HA - Ct23 HA Ct23 2,47

TYR355:HH - 020 HH 020 1,67




GIn192

Tyr3s5

Figura 3.2.5. Algumas interagdes do composto 3r_SO,_ H com residuos de aminoacidos do sitio
da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH::-rcom o
aminodcido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.4 CompPOSTO 4R_SO;,_NO, DA FAMILIAPRO

Tabela 3.2.6 — Algumas interagdes do composto 4r_SO,_NO, com a COX-2 (1cx2)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-2 - ligante . . 2

enzima ligante (A)
CH--- mr: SER353:HA - Ct40 HA Ct40 2,83
CH---r: TRP387:HH2 - Ct41 HH2 Ct41 3,88
ARG120:HH11 - 019 HH11 019 2,29
TYR355:HH - 01 HH 01 2,38
HIS90:HE2 - O3 HE2 03 1,92

Trp3s7

! Arg120

Figura 3.2.6. Algumas interacGes do composto 4r_SO, NO,com residuos de aminoacidos
do sitio da COX-2. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas a interacGes do
tipo CH--- tcom os aminoacidos Ser353 e Trp387. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.2.5 ComPOSTO 5R_SO,_OCH;3; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.7 — Algumas interagdes do composto 5r_SO, OCHscom a COX-2 (1cx2)

Interagdo enzima COX-2 - ligante ato.m ° a'\tomo dlstannaa
enzima ligante (A)
CH---m: SER353:HA - Ct47 HA Ct47 2,21 A
ARG120:HH11 - 020 HH11 020 1,83 A
TYR355:HH - 019 HH 019 1,51 A
HIS90:HE2 - 024 HE2 024 1,68 A

Leu352

Arg120

Figura 3.2.7. Algumas interagdes do composto 5r_SO, OCH; com a COX-2. Na figura é
mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH:-- Tcom o aminoacido Ser353.

3.2.2.6 CompP0OSTO 55_SO,_OCH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.8 — Algumas interagdes do composto 5s_SO, OCH;com a Cox-2 (1cx2)

Interagao enzima COX-2 - ligante ato.m ° a_ntomo dlstaonua
enzima ligante (A)
CH--- r: SER353:HA - Ct50 HA Ct50 2,62
ARG120:HH11 - 020 HH11 020 2,46
TYR355:HH - 020 HH 020 1,96

HISS0:HE2 - 024 HE2 024 2,37




Figura 3.2.8. Algumas intera¢gdes do composto 5s_SO,_ OCH;3; com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH:-- Tcom o
aminoacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.7 ComPOSTO 6R_SO_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.9 — Algumas interagdes do composto 6r_SO_Br com a COX-2 (1cx2)

Interagao enzima COX-2 - ligante ato.m ° a}tomo dlstaanua
enzima ligante (A)
ARG120:HH11 - 019 HH11 019 2,97 A
CH---r: ARG513:HH12 - Ct59 HH12 Ct59 1,85 A

Leu352

Arg120

R
Figura 3.2.9. Algumas interacdes do composto 6r_SO_Br com residuos de aminoacidos do sitio da
COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interacdo do tipo CH:--7Tcom o
aminoacido Arg513. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.2.8 CompPOSTO 7R_SO_CHj3 DA FAMILIAPRO

Tabela 3.2.10 — Algumas interagdes do composto 7r_SO_CHs; com a COX-2 (1cx2)

Interagdo enzima COX-2 - ligante ato.m ° a'\tomo dlstannaa
enzima ligante (A)
ARG120:HH11 - 019 HH11 019 2,00
CH---m: ARG513:HH12 - Ct62 HH12 Ct62 2,70

Arg120 Leu352

Figura 3.2.10. Algumas intera¢des do composto 7r_SO_CH;3 com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo
CH--- tcom o aminodcido Arg513. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.9 CompP0sTO 8R_SO_H3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.11 - Algumas interagdes do composto 8r_SO_H com a COX-2 (1cx2)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-2 - ligante . . 3
enzima ligante (A)
ARG120:HH11 - 019 HH11 019 2,43

CH---r: ARG513:HH11 - Ct69 HH12 Ct69 3,16




i oiys2e

Arg120
Leu352

Figura 3.2.11. Algumas interagGes do composto 8r_SO_H com residuos de aminodcidos do sitio da
COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH:--7Tcom o
aminodcido Arg513. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.10 ComP0sTO 9R_SO_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.12 - Algumas interagdes do composto 9r_SO_NO, com a COX-2 (1cx2)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-2 - ligante . . 2
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:H - Ct40 HA Ct40 2,63
ARG513:HH12- 03 HH12 03 1,99
TYR355:HH - 019 HH 019 1,85

Ser353

185 %
Tyr3s5

Figura 3.2.12. Algumas intera¢des do composto 9r_SO_NO, com residuos de aminoacidos do sitio da COX-2. Na
figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH:--7Tcom o aminoacido Ser353. Figura
construida com DS Visualizer 3.0.




3.2.2.11 ComposTO 9s_SO_NO, DA FAMILIAPRO

Tabela 3.2.13 - Algumas interag¢des do composto 9s_SO_NO, com a COX-2 (1cx2)

Interagdo enzima COX-2 - ligante ato.m ° a]tomo dlstannaa
enzima ligante (A)
CH---: SER353:HA - Ct41 HA Ct41 2,894
ARG120:HH11 - 019 HH11 019 2,27 A
LEU352:0 - 03 o] 03 2,51A
HIS90:HE2 - 04 HE2 04 1,78 A
GLN192:HE21 -03 HE21 03 2,46 A
Leu352

2,514
2,46A"

His90

Arg120
Figura 3.2.13. Algumas interagdes do composto 9s_SO_NO, com residuos de aminodcidos do

sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH::- Tcom
0 aminodacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.12 ComP0sTO 10R_SO_OCH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.14 - Algumas intera¢des do composto 10r_SO_OCH;3; com a COX-2 (1cx2)

Interagao enzima COX-2 - ligante ato_m ° a_ltomo dlstaonma
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:HA - Ct122 HA Ctl122 2,89
ARG120:HH11 - 019 HH11 019 2,27

HISS0:HE2 - 024 HE2 024 2,51




Leu352

Figura 3.2.14. Algumas interagdes do composto 10r_SO_OCH; com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH-:- mcom o
aminoacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.13 ComposTO 10s_SO_OCH; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.15 - Algumas interagdes do composto 10s_SO_OCH; com a COX-2 (1cx2)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-2 - ligante . . 2
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:H - Ct42 HA Ct42 2,83
ARG120:HH11 - 019 HH11 019 2,22
HIS90:HE2 - 024 HE2 024 2,37
TYR355:HH - 019 HH 019 1,85

Leu352

Figura 3.2.15. Algumas interagdes do composto 10s_SO_OCH; com residuos de
aminoacidos do sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interacdo
do tipo CH-:- tcom o aminodcido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.2.14 ComposTO 12R_S_CH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.16 - Algumas interagdes do composto 12r_S_CH; com a COX-2 (1cx2)

Interagdo enzima COX-2 - ligante ato.m ° ajtomo dlstannaa
enzima ligante (A)
CH--- m: SER353:HA - Ct96 HA Ct96 2,79
TYR355:HH - O1 HH 01 2,15

Arg120

Figura 3.2.16. Algumas interagdes do composto 12r_S_CH; com residuos de aminodacidos
do sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo
CH--- mcom o aminoacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.15 ComposTO 12s_S_CH3; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.17 - Algumas intera¢des do composto 12s_S_CHz;com a COX-2 (1cx2)

Interagao enzima COX-2 - ligante ato.m ° a_ntomo dlstaoncla
enzima ligante (A)
CH---: Ser353:HA — Ct100 HA Ct100 2,62

Tyr355:HH -01 HH 01 2,24




Tyr3s5

Arg120

Figura 3.2.17. Algumas interagGes do composto 12S_S_CH; com residuos de aminoacidos
do sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo
CH--- tcom o aminodcido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.16 ComposTO 13s_S_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.18 - Algumas interagdes 13s_S_H com a COX-2 (1cx2)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-2 - ligante . . 2
enzima ligante (A)
CH--- mr: SER353:HA - Ct104 HA Ct104 2,54

Leu352

Ser353

Tyr3s5

Figura 3.2.18. Algumas interacdes do composto 13s_S_H com residuos de aminodcidos do sitio

da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH:--7Tcom o
aminoacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.2.17 ComprosTO 14R_S_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.19- Algumas interagdes do composto 14r_S_NO, com a COX-2 (1cx2)

Interagdo enzima COX-2 - ligante ato.m ° a]tomo dnstaanua
enzima ligante (A)
CH---m: SER353:HA - Ct117 HA Ctl17 2,32
TYR355:HH - O1 HH 01 2,43
HIS90:HE2 - 024 HE2 024 2,66

Arg120

Figura 3.2.19. Algumas intera¢des do composto 14r_S_NO, com residuos de aminodcidos do

sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH::- Tcom
0 aminodacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.18 CompP0sTO 14s_S_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.20 - Algumas intera¢des do composto 14s_S_NO, com a COX-2 (1cx2)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-2 - ligante . R 3
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:HA - Ct122 HA Ctl122 2,31,&
GLN192:HE21 - O3 HE21 03 1,82,&
HIS90:HE2 - O4 HE2 04 1,89 A




GIn192

His90

Figura 3.2.20. Algumas interagdes do composto 14s_S_NO, com residuos de aminoacidos
do sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo
CH--- tcom o aminodcido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.2.19 ComposTO 15R_S_OCH; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.21 — Algumas interagdes do composto 15r_S_OCH; com a COX-2 (1cx2)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-2 - ligante . . 2
enzima ligante (A)
CH--- mr: SER353:HA - Ct HA Ctl125 2,31
HIS90:HE2 - 024 HE2 024 1,95

Figura 3.2.21. Algumas interac6es do composto 15r_S_OCH; com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interacdo do tipo CH:-- Tcom o
aminoacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.2.20 Comp0sTO 155_S_OCH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.22 - Algumas interagdes do composto 15s_S_OCH; com a COX-2 (1cx2)

Interagdo enzima COX-2 - ligante ato-m ° a'tomo dlstaanaa
enzima ligante (A)
CH---m: SER353:HA - Ct126 HA Ctl126 2,43
HIS90:HE2 - 024 HE2 024 1,93

Leu352

Figura 3.2.22. Algumas intera¢des do composto 15s_S_OCH; com residuos de aminodcidos do sitio
da COX-2. Na figura é mostrado o centroide (Ct) e indicada a interagdo do tipo CH:--mcom o
aminoacido Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3 EsTubpos DE DOcKING DOS COMPLEXOS DA FAMILIA PRO E A ENzIMA COX-1
3.2.3.1 ComposTO 1s_SO,_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.23 - Algumas intera¢des do composto 1s_SO2_Br com a COX-1 (3kk6)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-1 - ligante . R 5
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:HA - Ct9 HA Ct9 2,98
CH---m: ILE523:HG11 - Ct9 HG11 Ct9 2,90

GLY526:HA2 - Br24 HA2 Br24 2,66




Ser353

lle523
Gly526

Figura 3.2.23. Algumas interagdes do composto 1s_SO, Br com residuos de aminoacidos do sitio da
COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo CH-:-tcom os
aminoacidos lle523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2 3.2 ComPOSTO 25_S0O,_CH3 DA FAMILIAPRO

Tabela 3.2.24 — Algumas interagdes do composto 2s_S02_CH; com a COX-1 (3kk6)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-1 - ligante . . 2
enzima ligante (A)
CH---mr: SER353:HA - Ct10 HA Ctl0 2,98
CH---mr: ILE523:HG11 - Ct10 HG11 Ctl0 2,90

Leu352

Ser353

Gly526

lle523

Figura 3.2.24. Algumas interagGes do composto 2s_SO2_CH; com residuos de aminoacidos
do sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as intera¢des do
tipo CH--- tcom os aminoacidos lle523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.23.3 ComposTO 3s_SO2_H pA FAMILIAPRO

Tabela 3.2.25- Algumas interagdes do composto 3s_S02_H com a COX-1 (3kk6)

Interagdo enzima COX-1 - ligante ato.m 0 a]tomo dlstannua
enzima ligante (A)
CH--- r: SER353:HA - Ct11 HA Ctll 2,98
CH---m: ILE523:HG11 - Ct11 HG11 Ctll 2,90

Ser353

Gly526
lle523
Figura 3.2.25. Algumas interagdes do composto 3s_SO2_H com residuos de aminodcidos do

sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagGes do tipo
CH--- tcom os aminodcidos 1le523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3.4 ComposTO 4s_SO2_NO, DA FAmiLIA PRO

Tabela 3.2.26 - Algumas intera¢des do composto 4s_S02_NO, com a COX-1 (3kk6)

Interagao enzima COX-1 - ligante ato.m ° a?tomo dlstaonua
enzima ligante (A)
CH--- r: SER353:HA - Ct12 HA Ctl12 2,94
CH---T: ILE523:HG11 - Ct12 HG11 Ctl12 2,94

CH---1r: ALA527:HA - Ct20 HA Ct20 3,66




Gly526

lle523

Ala527

Ser353

Figura 3.2.26. Algumas intera¢des do composto 4s_SO2_NO, com residuos de aminoacidos
do sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as intera¢des do

tipo CH--- tcom os aminodcidos Al527, 1le523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer
3.0.

3.2.3.5 ComPOSTO 6R_SO_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.27 - Algumas interagdes do composto 6r_SO_Br com a COX-1 (3kk6)

Interagao enzima COX-1 - ligante ato.m ° aftomo dlstaonua
enzima ligante (A)
CH--- r: SER353:HA - Ct13 HA Ct13 2,38
CH---m: ILE523: HG21 - Ct13 HG21 Ct13 2,80
ILES17:HN - Br24 HN Br24 2,82

lle523

Gly526

lle517

Figura 3.2.27. Algumas interacdes do composto 6r_SO_Br com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo
CH:-- tcom os aminodcidos 1le523 e Leu352. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.3.6 CompP0sTO 7R_SO_CH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.28 - Algumas interagdes do composto 7r_SO_CHs;com a COX-1 (3kk6)

Interagdo enzima COX-1 - ligante ato.m ° ajtomo dlstannaa
enzima ligante (A)
CH---: SER353:HA - Ct14 HA Ct4 2,38
CH---m: ILE523:HG11 - Ct14 HG11 Ct14 2,80

Gly526

Ser353

Figura 3.2.28. Algumas intera¢des do composto 7r_SO_CH;com residuos de aminodcidos do
sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo
CH--- Tcom os aminodcidos 1le523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3.7 ComposTO 7s_SO_CH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.29 - Algumas intera¢des do composto 7s_SO_CH; com a COX-1 (3kke)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-1 - ligante . R 3
enzima ligante (A)
CH--- r: SER353:HA - Ct15 HA Ct15 2,48
CH---: ILE523:HG21 - Ct15 HG21 Ct15 2,98
CH---: GLY526:HA2 - Ct21 HA2 Ct21 3,18

ARG120:HH22 - 019 HH22 019 2,38




Leu352

Gly526

’ Arg120

Figura 3.2.29. Algumas interagdes do composto 7s_SO_CH; com residuos de aminodcidos do
sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo
CH--- tcom os aminodcidos 1le523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3.8 ComP0sTO 8R_SO_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.30 - Algumas interagdes do composto 8r_SO_NO, com a COX-1 (3kk6)

~ . . atomo atomo
Interagao enzima COX-1 - ligante

distancia
enzima ligante (A)
CH---m: SER353:HA - Ct16 HA Ctle 2,27
CH---m: ILE523:HG21 - Ct16 HG21 Ctle 3,01
ILE517:HN — 04 HN 04 2,32

Leu3s52

lle517
lle523

Figura 3.2.30. Algumas interacdes do composto 8r_SO_NO, com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo
CH:-- tcom os aminodcidos 1le523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.3.9 ComposTO 85_SO_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.31 - Algumas interagdes do composto 8s_SO_NO, com a COX-1 (3kk6)

Interagdo enzima COX-1 - ligante ato.m ° a'tomo dlstaunaa
enzima ligante (A)
CH---m: SER353:HA - Ct17 HA Ctl7 2,55A
CH--- m: ILE523:HG21 - Ct7 HG21 Ctl7 2,95 A
ILE517:HN - 03 HN 03 2,27 A
HIS90:HE1 - O4 HE1 04 2,34 A

Gly526

lle517

Leu3s2 |/

Figura 3.2.31. Algumas intera¢gdes do composto 8s_SO_NO, com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as intera¢des do tipo
CH--- tcom os aminodcidos 1le523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3.10 ComPOSTO 9R_SO_OCH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.32 - Algumas intera¢des do composto 9r_SO_OCH; e com a COX-1 (3kk6)

Interagao enzima COX-1 - ligante ato.m ° a_ltomo dlstaonua
enzima ligante (A)
CH--- r: SER353:HA - Ct18 HA Ct18 2,19
CH---m: ILE523:HG11 - Ct18 HG11 Ct18 2,84

HIS90:HE1 - 023 HE1 023 3,21




Gly526 5

lle523

Figura 3.2.32. Al3mas interagdes do composto 9r_SO_OCH; com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagGes do tipo
CH--- tcom os aminoacidos 1le523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3.11 ComposTO 11s_S_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.33 - Algumas interagGes do composto 11s_S_Br com a COX-1 (3kk6)

Interagao enzima COX-1 - ligante ato.m ° a?tomo dlstaancna
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:HA - Ct1 HA Ctl 2,83
CH---m: ILE523:HG11 - Ct1 HG11 Ctl 2,92
CH--- r: TYR385:Ct19 - Br24 Ct19 Br24 3,94

Leu352

Ser353

Tyr38s

Gly526

lle523

Figura 3.2.33. Algumas interagdes do composto 11s_S_Br com residuos de aminoacidos do sitio
da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as intera¢des do tipo
CH:-- 7tcom os aminodcidos Tyr385, lle523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.3.12 CompP0sTO 12R_S_CH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.34 - Algumas interagdes do composto 12r_S_CH3 com a COX-1 (3kk6)

Interagdo enzima COX-1 - ligante ato.m ° a'1tomo dlstannaa
enzima ligante (A)
CH---: SER353:HA - Ct12 HA Ct2 3,94
CH---m: ILE523:HG11 - Ct12 HG11 Ct2 3,94

Gly526

Figura 3.2.34. Algumas interagcdes do composto 12r_S_CH3 com residuos de aminoacidos do
sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo
CH--- Ttcom os aminodcidos 11e523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3.13 CompP0sTO 12s_S_CH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.35 - Algumas intera¢des do composto 12s_S_CH; com a COX-1 (3kk6)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-1 - ligante . R 5
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:HA - Ct3 HA Centroide3 2,84,&
CH---mT: ILE523:HG11 - Ct3 HG11 Centroide3 2,92,&

CH---r: TYR385:Ct18 - H24 Ctl18 CH24 3,55A




Ser353

lle523

Figura 3.2.35. Algumas interagGes do composto 12s_S_CHzcom residuos de aminoacidos do
sitio da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo
CH--- 1Tcom os aminoacidos Tyr385, lle523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3.14 ComposTO 13s_S_H DA FAMILIAPRO

Tabela 3.2.36 — Algumas interagdes do composto 13s_S_H e com a COX-1 (3kk6)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-1 - ligante . . 2
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:HA - Ct4 HA Ct4 2,40
CH---m: ILE523:HG11 - Ct4 HG11 Ct4 2,80

Leu352
Ser353

Gly526

lle523

Figura 3.2.36. Algumas interagdes do composto 13s_S_H com residuos de aminodcidos do sitio
da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as intera¢des do tipo
CH:-- 7tcom os aminodcidos 1le523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



3.2.3.15 ComposTO 14R_S_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.37 - Algumas interagdes do composto 14r_S_NO, e com a COX-1 (3kk6)

Interagdo enzima COX-1 - ligante ato.m ° ajtomo dlstaanaa
enzima ligante (A)
CH--- 1: SER353:HA - Ct6 HA Ct6 2,47
CH---m: ILE523:HG11 - Ct6 HG11 Ct6 2,90
ILE517:HN - O4 HN 04 2,67
HIS90:HE1 - O3 HE1 03 2,07

Ser353

lle517 .
Leu3s2

Figura 3.2.37. Algumas interagdes do composto 14r_S_NO, com residuos de aminoacidos do sitio
da COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as intera¢des do tipo CH:-- ITcom
os aminodcidos lle523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.

3.2.3.16 ComposTO 14s_S_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.2.38 - Algumas interades do compostol4s_S_NO,com a COX-1 (3kk6)

~ . . atomo atomo distancia
Interagao enzima COX-1 - ligante . R 3
enzima ligante (A)
CH---r: SER353:HA - Ct7 HA Ct7 2,47,&
CH---m: ILE523:HG11 - Ct7 HG11 Ct7 2,96,&
ILE517:HN - O4 HN 04 2,04,&

HIS90:HE1 - 03 HE1 03 2,80A




Gly526

lle517

Leu352

Figura 3.2.38. Algumas interagGes do composto 14s_S_NO, com residuos de aminodcidos do sitio da
COX-1. Na figura sdo mostrados os centroides (Ct) e indicadas as interagdes do tipo CH::- 7T com os
aminoacidos lle523 e Ser353. Figura construida com DS Visualizer 3.0.



APENDICE 3.3

Nesta secdo sao apresentadas as figuras e as tabelas contendo os resultados para os
calculos das interagdes m entre os 15 compostos da familia PRO, enantidbmeros R e S, e as
enzimas COX-1 e COX-2.

Os cdlculos foram realizados utilizando os procedimentos desenvolvidos por Sacco
(2013), para as poses previamente selecionadas por visualizagdo molecular a partir dos

calculos de docking (resultados apresentados no Relatério 1).

3.3.1 INTERAGOEST DO COMPLEXO CRISTALOGRAFICO CELECOXIB-COX-2 (ESTRUTURA 3LN1)
3.3.2 INTERACOEST DO LIGANTE SC-558 com A ENzIMA COX-2

3.3.3 INTERACOES T DOS COMPLEXOS DA FAMILIA PRO com A ENziIMA COX-2

3.3.4 INTERACOEST DO COMPLEXO CRISTALOGRAFICO CELECOXIB-COX-1 (ESTRUTURA 3KK6)
3.3.5 INTERACOEST DO LIGANTE SC-558 com A ENzIMA COX-1

3.3.6 INTERACOES T DOS COMPLEXOS DA FAMILIA PRO com A ENziImMA COX-1



3.3.1 INTERACOEST DO COMPLEXO CRISTALOGRAFICO CELECOXIB-COX-2 (C6DIGO PDB 3LN1)

Tabela 3.3.1 — InteragGes 1t do ligante cristalografico com a enzima COX-2 (3LN1)*

Interagdes distancia (&)
CH---mr: SER339:HA - Ct1 2,46
CH---mr: VAL509: HG12 — Ct1 3,04
CH---mr: VAL509: HG23 - Ct1 3,18
CH---mr: LEU338: HD22 - Ct2 3,72
CH---mr: ALA513: N — Ct2 3,88
CH---m: ALA513: HA - Ct2 3,30
CH---m: ALA513: HB3 - Ct3 3,35
CH---mr: VAL335: HG12 — Ct3 2,94

Ct = centroide
*numeragdo dos aminoacidos conforme estrutura 3LN1. A equivaléncia com a estrutura
1CX2 esta apresentada na tabela x da Se¢do C.

Ala513

Val509

Ala513 .
335"

Val335 Ser339

Leu338

4
Val335

Ser339

Figura 3.3.1. Interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val509, Ser339, Ala513, Leu338 e Val335 e
do tipo N...m com Ala513. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos para facilitar a visualizagdo.
Numeracdo dos aminoacidos conforme estrutura 3LN1. A equivaléncia com a estrutura 1CX2 esta
apresentada na tabela 4 da Secdo B.



3.3.2 INTERAGOEST DO LIGANTE SC-558 com A ENzIMA COX-2 (Cépigo PDB 1CX2)

Tabela 3.3.2 — InteragGes it do ligante SC-558 com a enzima COX-2

Interagdes distancia (&)
CH---m: VAL523:HG12 - Ctl 2,86
CH---mr: SER353: HA-Ct1 2,64
CH---mr: ALA527: N — Ct2 3,72
CH---m: ALA527: HA — Ct2 2,93
CH---m: LEU352: HD23 - Ct2 3,83
CH---m: VAL349: HG11 - Ct3 3,65
CH---mr: ALA527: HB1 — Ct3 3,47

Ct=centroide

Val349

Figura 3.3.2. Interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523, Ser353, Ala527, Val349 e Leu352 e
do tipo N...w com Ala527. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos para facilitar a visualizagdo.



3.3.3 INTERACOES T DOS COMPLEXOS DA FAMILIA PRO com A ENziIMA COX-2
3.3.3.1 LIGANTE 1R_SO,_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.3 —Interagdes 1 do ligante 1r_SO,_Br com a enzima COX-2

Interagdes 1 distancia (&)
CH---m: VAL523: HG11 - Ct2 2,85
CH---m: SER353:HA — Ct2 2,69
CH---m: SER353:0 — Ct2 4,29
CH---m: LEU352: HD23 - Ct1 2,79
CH---m: LEU352: HD21 - Ct1 3,76

Ser353

Leu352

Figura 3.3.3. Interagdes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val523, Ser353 e Leu352 e do tipo O...w
com Ser353. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos para facilitar a visualizagao.



3.3.3.2 LIGANTE 1s_SO,_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.4 - Interagdes 1t do ligante 1s_SO,_Br com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527:N - Ct1 3,60
CH---m: GLY526:0 - Ct1 3,64
CH--- m: SER353:N — Ct2 4,23
CH---m: VAL523:HG12 - Ct2 3,35
CH---m: VAL523:HG11 - Ct2 3,14

, Ala527

Gly526

Val523

Figura 3.3.4. Apresentacao das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523, do tipo
N...mt com Ala527 e Ser353 e do tipo O...w com Gly526. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos
para facilitar a visualizagdo.

3.3.3.3 LIGANTE 2R_SO,_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.5 - Interagbes 1 do ligante 2r_SO2_H com a enzima COX-2

Interagdes T distancia (&)
CH---m: VAL523: HG23 — Ct2 3,07
CH---m: VAL523: HG22 — Ct2 2,59
CH---m: SER353: O — Ct2 4,07
CH---m: ALA527: HA - Ctl 3,73
CH---m: TRP387: HH2 — Ct1 3,71

{ Ala527

Ser353

Trp387

Figura 3.3.5. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminodacidos Val523, Ala527 e
Trp387, e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos para facilitar a
visualizacdo.



3.3.3.4 LIGANTE 25_SO,_H DA FAmiLIA PRO

Tabela 3.3.6 - Interagdes 1t do ligante 2s_SO2_H com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527:N - Ct1 3,77
CH---m: VAL523:HG11 — Ct2 3,10
CH---m: VAL523:HG12 — Ct2 3,08
CH--- r: SER353:HA — Ct2 2,59
CH--- r: SER353:0- Ct2 3,99
CH--- : SER353:N — Ct2 4,47

Ala527
Val523 :

Figura 3.3.6. Interagdes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val523 e Ser353, do tipo N...m com
Ser353 e Ala527 e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos para
facilitar a visualizagao.

3.3.3.5 LIGANTE 3R_SO,_ CH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.7 - Interagbes 1t do ligante 3r_SO,_CH; com a enzima COX-2

Interagées distancia (A)
CH---r: SER353:HA — Ct2 2,60
CH--- r: SER353:0 — Ct2 4,09
CH---m: LEU352: HD23 - Ct1 3,07
CH---: VAL523: HG11 - Ct2 3,05

\ Val523

Ser353
Leu352

Figura 3.3.7. Apresentacdo das intera¢Ges do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523,
Ser353 e Leu352, e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos
para facilitar a visualizacdo.



3.3.3.6 LIGANTE 3s_SO,_ CH3; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.8 - Interagdes 1t do ligante 3s_SO,_CH; com a enzima COX-2

Interagbes distancia (&)
CH--- m:ALA527:N — Ctl 3,78
CH---m: VAL523:0 - Ct1 4,44
CH---m: VAL523:HG11 — Ct2 3,26
CH---m: VAL523:HG23 — Ct2 3,15
CH--- r: SER353:HA — Ct2 2,65
CH--- : SER353:0 — Ct2 4,01

Val523
\, Ala527

/4

Figura 3.3.8. Apresenta¢do das intera¢des do tipo C-H...t com os aminoacidos Val523 e
Ser353, do tipo N...mt com Ala527 e do tipo O...mt com Ser353 e Val523. Os Hidrogénios do
ligante foram omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.3.7 LIGANTE 4R_SO;,_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.9 — Interagdes 1t do ligante 4r_SO,_NO, com a enzima COX-2

Interagbes distancia (A)
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,06
CH---: VAL523:HG22 - Ct1 2,61
CH---: VAL523:HG23 - Ct1 3,05
CH---: LEU352: HD23 — Ct2 3,35
CH---: LEU352: HD22 — Ct2 3,43
CH---: ALA527: HA — Ct2 3,64
CH---r: ALA527: N — Ct2 4,23
 Aias27 |

Val523

Leu352

Figura 3.3.9. InteracGes do tipo C-H...w com os aminoacidos Val523, Ala527 e Leu352, do tipo N...nt
com Ala527 e do tipo O...t com Ser353. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos para facilitar a
visualizacdo.



3.3.3.8 LIGANTE 4s_SO,_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.10 — Interagdes n do ligante 4s_SO, NO,-1 com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527:N — Ct1 3,96
CH---m: VAL523:0 - Ct1 4,42
CH--- r: SER353:HA — Ct2 2,84
CH--- : SER353:0 — Ct2 4,04
CH---m: VAL523:HG11 — Ct2 3,21

AlaS27

Val523

4,04A

I

|
4 Ser3§3 )

Figura 3.3.10. Interagbes do tipo C-H...m com os aminodacidos Val523 e Ser353, do tipo N...m com
Ala527 e do tipo O..m com Ser353 e Val523. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.3.9 LIGANTE 5R_SO,_OCH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.11 — InteragGes mt do ligante 5r_SO,_OCH; com a enzima COX-2

Interagées 1 distancia (A)
CH--- r: SER353:HB2 — Ct2 3,60
CH--- t: VAL523: HG12 — Ct2 3,08
CH--- t: VAL523: HG22 - Ct2 3,74
CH---m: LEU352: HD21 - Ct1 3,70

Ser353

Y Val523

Figura 3.3.11. Interagbes do tipo C-H...m com os aminoacidos Leu352, Val523 e Ser353. Os
Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagao.



3.3.3.10 LIGANTE 55_SO,_OCHj; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.12 — Interagbes nt do ligante 5s_SO,_ OCH3; com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527:N - Ct1 3,71
CH---m: VAL523:HG11 — Ct2 3,48
CH---m: VAL523:HG12 — Ct2 3,48
CH--- : SER353:N — Ct2 4,09

Ser35§“

Figura 3.3.12. Apresentagao das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523, do tipo N...t
com Ala527 e Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.3.11 Ligante 6r_SO_Br da familia PRO

Tabela 3.3.13 — Intera¢Ges 1t do ligante 6r-SO-Br com a enzima COX-2

Interagbes 1 distancia (A)
CH---: LEU352: HD22 — Ct2 3,32
CH---: LEU352: HD23 — Ct2 3,21
CH---mr: ALA527: HA — Ct2 3,70
CH---mr: ALA527: N - Ct2 4,36
CH---: SER353: O - Ct1 4,00
CH---: VAL523: HG22 - Ct1l 2,64
CH---: VAL523: HG23 - Ct1l 3,06

Val523

Ala527 |

Figura 3.3.13. Apresentacdo das interacGes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523, Ala527 e
Leu352, do tipo N...m com Ala527 e do tipo O...t com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para
facilitar a visualizacao.



3.3.3.12 LIGANTE 65_SO_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.14 — Interagdes n do ligante 6s-SO-Br com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527:N - Ctl 3,82
CH---m: VAL523: HG11- Ct2 3,26
CH--- m: VAL523: HG23 — Ct2 3,05
CH--- : SER353:0 — Ct2 4,08
CH---m: SER353: HA — Ct2 2,70

Val523

\, Ala527
382A.
y /¢

Ser353 ‘

Figura 3.3.14. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523 e Ser353, do
tipo N...t com Ala527 e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.3.13 LIGANTE 7R_SO_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.15 — InteragGes nt do ligante 7r_SO_CH3 com a enzima COX-2

Interagdes T distancia (&)
CH--- : TRP387:HH2 — Ct2 3,68
CH---m: ALA527:N — Ct2 4,29
CH---m: SER353: HA-Ct1 2,70
CH---m: SER353: 0 - Ctl 4,16
CH---m: VAL523: HG11 - Ctl 2,94
CH---m: VAL523: HG12 - Ctl 2,99
Trp3s7 4 Ser353

i3
V416A

Val523

Figura 3.3.15. Interacdes do tipo C-H...w com os aminodcidos Val523, Trp387 e Ser353, do tipo N...w
com Ala527 e do tipo O...t com Ser35. Os hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.3.3.14 LIGANTE 75_SO_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.16 — Interagbes nt do ligante 7s_SO_CH; com a enzima COX-2

Interagbes distancia (&)
CH---m: ALA527:N - Ct1 4,03
CH---m: VAL523:HG11 — Ct2 3,17
CH---m: VAL523:HG12 - Ct2 3,19
CH--- r: SER353:HA - Ct2 2,83
CH--- : SER353:0 — Ct2 4,01

Figura 3.3.16. Interagbes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val523 e Ser353, do tipo N...m com
Ala527 e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.3.15 LIGANTE 8R_SO_CHj3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.17 — InteragGes 1t do ligante 8r-SO-CH; com a enzima COX-2

Interagées 1 distancia (A)
CH---r: ALA527:HA — Ct2 3,16
CH---t: ALA527:N — Ct2 3,81
CH---m: GLY526:0 —Ct2 3,91
CH---m: VAL523:HG11 - Ct1 3,26
CH---: VAL523:HG23 - Ct1 3,16
CH---r: SER353:0 — Ct1 3,98
CH---r: TYR385:Ct12 — H20 3,63
Gly526

\ ! L
L
Ser353

Figura 3.3.17. Interac¢des do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523, Ala527 e Tyr385, do tipo N...w
com Ala527 e do tipo O...mt com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizacdo.



3.3.3.16 LIGANTE 85_SO_CHj; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.18 — Interagdes n do ligante 8s-SO-CH; com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527:N - Ct1 3,81
CH---m: VAL523:0 - Ct1 4,32
CH--- m: VAL523: HG11 - Ct2 3,25
CH--- m: VAL523: HG23 - Ct2 3,09
CH--- : SER353: HA — Ct2 2,69
CH---m: SER353: O — Ct2 4,05

/4
" Ser353

Figura 3.3.18. Interagbes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val523 e Ser353, do tipo N...m com
Ala527 e do tipo O...m com Ser353 e Val523. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.3.17 LIGANTE 9R_SO_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.19 — InteragGes nt do ligante 9r_SO_NO, com a enzima COX-2

Interagées 1 distancia (A)
CH---: VAL523:HG22 - Ct1 2,61
CH---: VAL523:HG23 - Ct1 3,09
CH---: SER353: O - Ct1 4,02
CH---m: LEU352:HD22 - Ct2 3,21
CH---m: LEU352:HD23 - Ct2 2,98

Leu352 Ser353

1\Val523

Figura 3.3.19. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminodacidos Val523 e Leu352, e do
tipo O...m com Ser353. Os hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.3.18 LIGANTE 95_SO_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.20 — Interagbes rt do ligante 9s_SO_NO, com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527:N - Ct1 4,25
CH---m: LEU352:HD22 - Ct1 3,43
CH---m: VAL523:HG11 — Ct2 3,16
CH--- r: SER353:HA - Ct2 2,78
CH--- m: SER353:0 — Ct2 4,02

Val523

Leu352

Figura 3.3.20. Apresenta¢do das interagdes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val523, Ser353 e
Leu352,do tipo N...m com Ala527 e do tipo O...n com Ser353. Os hidrogénios foram omitidos para
facilitar a visualizagao.

3.3.19 LIGANTE 10R_SO_OCH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.21 — InteragGes nt do ligante 10r_SO_OCH; com a enzima COX-2

Interagbes distancia (A)
CH---: VAL523:HG12 — Ct2 3,18
CH---: VAL523:HG22 — Ct2 3,57
CH---r: SER353:HA — Ct2 2,50
CH---r: SER353:N — Ct2 4,37
CH---: GLY526:0 - Ctl 3,96

Gly526
Val523 -

Figura 3.3.21. Interacdes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val523 e Ser353, do tipo N...m com
Ser353 e do tipo O...m com Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.3.3.20 LIGANTE 10s_SO_OCH; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.22 — Interagbes nt do ligante 10s_SO_OCH3; com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)

CH--- m: GLY526: HG12 — Ct2 3,56

CH---m: VAL523: HG11 - Ct2 3,55

CH--- m: SER353: HA — Ct2 2,16

CH---m: SER353: N — Ct2 3,99
Val523

Figura 3.3.22. Apresentac¢do das interagdes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val523, Gly526 e
Ser353, do tipo N...t com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.3.21 LIGANTE 11R_S_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.23 — InteragGes nt do ligante 11r_S_Br com a enzima COX-2

Interagbes 1 distancia (A)
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,03
CH---: VAL523:HG22 - Ct1 2,59
CH---: VAL523:HG23 - Ct1 3,10
CH---r: ALA527: N — Ct2 3,82
CH--- m:LEU352: HD23 - Ct2 3,80
CH---: VAL523: O —Ct2 4,17

417A

2,59A 3.10A

Leu352
Ser3s3
Figura 3.3.23. Apresentacdo das interagGes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523 e Leu352,

do tipo N...t com Ala527 e do tipo O...m com Ser353 e Val523. Os Hidrogénios foram omitidos
para facilitar a visualizacdo.



3.3.3.22 LIGANTE 11s_S_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.24 — Interagdes nt do ligante 11s_S_Br com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: GLY526: O — Ctl 4,28
CH---m: LEU352: HD23 - Ctl 3,49
CH--- m: SER353: HA — Ct2 2,75
CH---m: SER353: O — Ct2 4,30
CH---m: VAL523: HG11 - Ct2 2,84
CH--- m: VAL523: HG12 - Ct2 3,21

Gly526

]
Ser353

Figura 3.3.24. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val523, Leu352 e
Ser353 e do tipo O...m com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.3.23 LIGANTE 12R_S_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.25 — InteragGes nt do ligante 12r_S_H com a enzima COX-2

Interagbes 1 distancia (A)
CH---: VAL523:HG11 - Ct2 3,08
CH---: VAL523:HG12 - Ct2 2,95
CH---r: SER353:HA — Ct2 2,73
CH--- r: SER353:0 — Ct2 4,00

1t ALA527:N -C1 3,84

Val523
\Alas27,

400A

Ser353

y

Figura 3.3.25. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523
e Ser353, do tipo N...t com Ala527 e do tipo O...t com Ser353. Os Hidrogénios foram
omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.3.3.24 LIGANTE 125_S_H DA FAmILIA PRO

Tabela 3.3.26 — Interagbes rt do ligante 12s_S_H com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527:HA — Ctl 3,62
CH---mr: SER353:0 — Ct2 4,07
CH---m: VAL523: HG23 — Ct2 3,06
CH---m: VAL523: HG22 - Ct2 2,53

Val523

Ala527
J

Ser353

Figura 3.3.26. Interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523 e Ala527 e do tipo
O...m com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.3.25 LIGANTE 13R_S_CHj3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.27 — InteragGes mt do ligante 13r_S_CH3 com a enzima COX-2

Interagées 1 distancia (A)
CH---m: LEU352:HD23 - Ct1 3,68
CH---: VAL523: O - Ct1 4,32
CH---: VAL523:HG13 - Ct2 4,07
NH---m: ARG10:HH12 — Ct2 3,64

Leu352

i E Val523

Figura 3.3.27. Interag¢des do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523 e Leu352, do tipo N-H...w
com Argl20 e do tipo O..m com Val523. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizacdo.



3.3.3.26 LIGANTE 13s_S_CH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.28 — InteragBes nt do ligante 13s_S_CH; com a enzima COX-2

Interagbes distancia (&)
CH--- m: GLY526:0 — Ct12 4,21
CH---m: ALA527: N — Ctl 4,04
CH---m: LEU352: HD23 - Ctl 3,54
CH---m: VAL523: HG11 - Ct2 2,85
CH---m: VAL523: HG23 - Ct2 3,26
CH--- m:SER353: HA - Ct2 2,72
CH---m: SER353: O — Ct2 4,30

Ala527 ,

Gly526
Figura 3.3.28. Interagdes do tipo C-H...w com os aminoacidos Val523, Leu352 e Ser353, do

tipo N...m com Ala527 e do tipo O...nt com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos
para facilitar a visualizag3do.

3.3.27 LIGANTE 14R_S_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.29 — InteragGes nt do ligante 14r_S_NO, com a enzima COX-2

Interagbes 1 distancia (A)
CH---: TYR355:HH — Ct1 3,66
CH---m: ARG120:NH1 - Ct1 4,07
CH---m: ARG120:HH11 - Ct1 3,23
CH---: VAL349:HG11 - Ct1 3,54
CH---: VAL349:HG12 - Ct1 3,17
CH---r: TRP387:HH2 — Ct2 3,73
CH---m: LEU352:HD22 - Ct2 3,33
CH--- m:ALA527:N — Ct2 4,42

Leud52 /

Val349 f’

“Tyrass ™

Figura 3.3.29. InteragGes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val349, Leu352, Arg120, Trp387 e
Tyr355, do tipo N...m com Ala527 e do tipo N-H...m com Arg120. Os Hidrogénios foram omitidos
para facilitar a visualizacdo.



3.3.28 LIGANTE 14s_S_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.30 — Interacbes rt do ligante 14s_S_NO, com a enzima COX-2

Interagbes T distancia (&)
CH--- m: SER353:HA - Ct1 4,02
CH---m: SER353:0 - Ct1 2,62
CH---m: VAL523: HG11 - Ct1 3,06
CH---m: VAL523: HG12 - Ct1 3,04
CH---m: ALA527: N — Ct2 3,89

| Alas27
VY,

Figura 3.3.30. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523 e Ser353, do
tipo N...t com Ala527 e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.29 LIGANTE 15R_S_OCH3; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.31 — InteragGes nt do ligante 15r_S_OCH; com a enzima COX-2

Interagbes distancia (A)
CH---T: :GLY526:0 — Ct1 3,65
CH---: VAL523:HG11 - Ct2 3,47
CH---: VAL523:HG12 — Ct2 3,48
CH---r: SER353:N — Ct2 4,09

Gly526

Val523

Ser353

Figura 3.3.31. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523, do tipo
N...t com Ser353 e do tipo O...n com Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizacdo.



3.3.3.30 LIGANTE 155_S_OCH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.32 — Interagbes nt do ligante 15s_S_OCH3; com a enzima COX-2

Interagdes 1@ distancia (A)
CH---m: GLY526:0 — Ct1 4,09
CH---m: VAL523: HG12 — Ct2 3,15
CH--- m: SER353:HA — Ct2 2,51
CH--- mr: SER353:N — Ct2 4,40
CH---m: ARG513:NH1 — Ct2 4,50

Figura 3.3.32. Apresentagao das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Val523 e Ser353, do
tipo N...t com Ser353, do tipo N-H...m com Arg513 e do tipo O...mt com Gly526. Os Hidrogénios foram
omitidos para facilitar a visualizagdo.



3.3.4 INTERACOEST DO COMPLEXO CRISTALOGRAFICO CELECOXIB-COX-1 (CopIGO PDB 3KK6)

Tabela 3.3.33 — Interagdes n do ligante cristalografico com a enzima COX-1 (3KK6)

Interagdes distancia (&)
CH---m: LEU352:HD23 - Ctl 3,34
CH---m: ILE523:HG21 - Ct1 2,86
CH---mr: SER353:HA - Ct1 2,27
CH---mr: ALA527:HA - Ct2 3,20
CH---mr: VAL349:HG13 - Ct3 3,07

Ct = centroide

Leu352 Ser353

Val349

lle523
Ala527

Ala527

Figura 3.3.33. InteragGes do tipo C-H...m com os aminodcidos Val349, Ser339, Ala513, Leu338 e Val335 e
do tipo N...mw com Ala513. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos para facilitar a visualiza¢do.



3.3.5 INTERACOEST DO LIGANTE SC-558 com A ENzIMA COX-1 (Cépico PDB 1CX2)

Tabela 3.3.34 — Interagdes n do ligante SC-558 com a enzima COX-1 |

Interagdes distancia (&)
CH---mr: SER353:HA - Ct1 2,62
CH---m: ILE523:HG21 - Ct1 2,56
CH---mr: LEU352:HD21 — Ct2 3,41
CH---mr: ALA527:N — Ct2 3,80
CH---m: ALA527:HB2 - Ct3 3,70
CH---mr: SER353:HB2 — Ct3 3,35

Ct = centroide

Ala527

Ser353

Ser353

lle523

lle523 Ala527

Figura 3.3.34. Interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Ala527, Leu352, Ser353 e lle523 e do tipo
N...mt com Ala527. Os Hidrogénios do ligante foram omitidos para facilitar a visualiza¢3o.



3.3.6 INTERACOES T DOS COMPLEXOS DA FAMILIA PRO com A ENzimMA COX-1
3.3.6.1 LIGANTE 1R_SO,_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.35 — Interagdes nt do ligante 1r_SO,_Br com a enzima COX-1

Interagdes 1 distancia (A)
CH---m: ILE523: HG12 - Ct1 2,96
CH---m: ILE523: HG21 - Ct1 3,20
CH---m: LEU352: O - Ct1 3,28
CH---mr: ALA527: N — Ct2 3,41
CH---m: ALA527: H—-Ct2 3,72
CH---m: LEU352: HD21 - Ct2 3,79

_Ala527 |

R

372A! [ 341A

., Leu352

Figura 3.3.35. Interag¢des do tipo C-H...m com os aminoacidos le523 e Leu352, do tipo N...m e N-H...n
com Ala527 e do tipo O...t com Leu352. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagdo.

3.3.6.2 LIGANTE 1s_SO,_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.36 — InteragGes nt do ligante 1s_SO, Br com a enzima COX-1

Interagées 1 distancia (A)
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,16
CH---r: SER353:N - Ct1 4,46
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,96
CH---: LEU352: HD21 - Ct2 3,10
CH---: ALA527: HA — Ct2 3,64
CH---mr: ALA527: N — Ct2 4,14
CH---: GLY526: O — Ct2 4,24

lle523 § Ala527

Gly526

Figura 3.3.36. InteragGes do tipo C-H...w com os aminoacidos 1le523, Ala527 e Leu352, do tipo N...w
e N-H...m com Ala527 e Ser353 e do tipo O...n com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos
para facilitar a visualizacdo.



3.3.6.3 LIGANTE 2R_SO,_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.37 — InteragBes nt do ligante 2r_SO,_H com a enzima COX-1

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527: N - Ct1 3,89
CH--- m:GLY526: O - Ct1 4,00
CH---m: GLY526: HA — Ctl 3,07
CH---m: LEU352: HD21 - Ctl 3,41
CH--- m: SER353:N — Ct2 4,16
CH---m: ILE523:HG12- Ct2 3,03

lle523 ‘

Ala527

Leu3s2
Figura 3.3.37. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...mt com os aminodcidos lle523, Gly526 e

Leu352, do tipo N...m com Ala527 e Ser353 e do tipo O...m com Gly526. Os Hidrogénios foram
omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.6.4 LIGANTE 25_SO,_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.38 — InteragGes nt do ligante 2s_SO, H com a enzima COX-1

Interagées 1 distancia (A)
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,04
CH---r: SER353:N - Ct1 4,28
CH---m: ILE523:HG23 — Ct1 3,08
CH---: LEU352: HD21 - Ct2 2,84
CH---: LEU352: HD23 — Ct2 2,83
CH---r: ALA527: N — Ct2 4,36

Ser353

Leu352

Figura 3.3.38. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...w com os aminoacidos lle523 e Leu352,
do tipo N...m com Ala527 e Ser353 e do tipo O...mt com Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos
para facilitar a visualizacdo.



3.3.6.5 LIGANTE 3R_SO,_ CH3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.39 — Interagbes nt do ligante 3r_SO,_CH; com a enzima COX-1

Interagbes T distancia (&)
CH---m: LEU352: O - Ctl 3,21
CH---m: ILE523: HG12 - Ct1 2,94
CH---m: LEU352: HD21 - Ct2 3,77
CH--- m: ALA527: N — Ct2 3,48
CH---m: GLYL526: Ct2 -0 3,47

[ Gly526

lle523 "
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N

Figura 3.3.39. Representacdo das interagdes: do tipo C-H...m com os aminoacidos lle523e Leu352,
do tipo N...m com Ala527 e do tipo O...n com Gly526 e Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos
para facilitar a visualizagdo.

3.3.6.6 LIGANTE 3s_SO,_ CH3; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.40 — InteragGes 1t do ligante 3s_SO, CH3; com a enzima COX-1

Interagbes 1 distancia (A)
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,32
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,86
CH---: LEU352: HD21 - Ct2 3,21
CH---r: LEU352: HD23 — Ct2 3,28
CH---: GLY526: O — Ct2 4,10
CH---r: ALA527: HA — Ct2 3,60

: ALA527: N - Ct2 3,98

lle523
e Gly526

Ser353

Leu3s2

Figura 3.3.40. Representacdo das interaces: do tipo C-H...m com os aminoacidos Ile523, Ala527 e
Leu352, do tipo N...m com Ala527 e do tipo O...nt com Gly526 e Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos
para facilitar a visualizacdo.



3.3.6.7 LIGANTE 4R_SO,_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.41 — Interagbes nt do ligante 4r_SO,_ NO, com a enzima COX-1

Interagdes 1 distancia (A)
CH---m: ALA527: N - Ctl 3,91
CH---m: GLY526: HA —Ct1 3,30
CH---m: GLY526: O —-Ct1 4,02
CH---m: LEU352: HD21 - Ct1 3,30
CH---m: LEU352: HD23 - Ct1 3,64
CH---m: ILE523: HG12 — Ct2 2,90
CH---m: SER353: 0 - Ct2 4,23

! lle523
Gly526 Ala527
!

Figura 3.3.41. Interac¢des do tipo C-H...mt com os aminoacidos 1le523, Gly526 e Leu352, do tipo N...w
com Ala527 e do tipo O...m com Gly526 e Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.6.8 LIGANTE 45_SO,_NO, DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.42 — InteragGes nt do ligante 4s_SO, NO, com a enzima COX-1

Interagbes 1 distancia (A)
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,96
CH---: LEU352: HD21 - Ct2 3,34
CH---mr: ALA527: HA — Ct2 3,36
CH---: GLY526 : O — Ct2 4,14

11e523 |

Ala527
/

Gly526

<
\
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Leu352

Figura 3.3.42. Interag¢des do tipo C-H...m com os aminodacidos lle523, Ala527 e Leu352, do tipo N...w
com Ala527 e do tipo O...t com Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.3.6.9 LIGANTE 5R_SO,_OCH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.43 — Interagdes n do ligante 5r_SO,_OCH3; com a enzima COX-1

Interagbes T distancia (&)
CH--- m: ILE523:HG12 - Ctl 3,07
CH---m: ILE523: HG21 - Ct1 2,99
CH---m: SER353: N — Ctl 4,25
CH---m: SER353: HA - Ctl 2,56
CH---m: SER353: O —Ct1 3,96
CH--- m: ALA527: N — Ct2 3,50
CH---m: LEU352: HD21 - Ct2 3,69
CH---m: LEU352: HD23 — Ct2 3,76
o lle523

| Ala527

Ser353

Figura 3.3.43. Interagbes do tipo C-H...m com os aminoacidos Ile523, Ser353 e Leu352, do tipo
N...m com Ala527 e Ser353 e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para
facilitar a visualizagao.

3.3.6.10 LIGANTE 55_SO,_OCH; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.44 — InteragGes nt do ligante 5s_SO,_ OCH; com a enzima COX-1

Interagbes 1 distancia (A)
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,15
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,99
CH---m: LEU352:HD23 - Ct2 3,40
CH---m: LEU352:HD21 - Ct2 3,29
CH---t: ALA527:N — Ct2 3,88
CH---: GLY526:HA — Ct2 3,72

8

lle523 B Ala527 <\ Gly526
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388A° 3T72A
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// Leu352
Figura 3.3.44. InteragGes do tipo C-H...m com os aminoacidos 1le523, Gly526 e Leu352, do tipo

N...m com Ala527 e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizacdo.



3.3.6.11 LIGANTE 6R_SO_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.45 — Interagdes rt do ligante 6r_SO_Br com a enzima COX-1

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ILE523: HG12 - Ct1 2,89
CH---m: SER353: O - Ctl 4,18
CH--- m: ALA527: N — Ct2 3,61
CH---m: LEU352: HD21 - Ct2 3,67

A\

Leu352
_ Ser353

o ¥ lle523
[/ Ala527 '

Figura 3.3.45. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos lle523 e Leu352, do

tipo N...m com Ala527 e do tipo O...t com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagado.

3.3.6.12 LIGANTE 65_SO_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.46 — InteragGes nt do ligante 6s_SO_Br com a enzima COX-1

Interagbes 1 distancia (A)
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,93
CH---: LEU352:HD23 - Ct2 3,08
CH---m: LEU352:HD21 - Ct2 3,10
CH---r: ALA527:HA — Ct2 3,65
CH---t: ALA527:N — Ct2 4,14
CH--- r: GLY526:0 — Ct2 4,22

Leu352

- v
& ° Ala527
Gly526

Figura 3.3.46. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos lle523, Ala527 e
Leu352, do tipo N...m com Ala527 e do tipo O...tr com Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para
facilitar a visualizacao.



3.3.6.13 LIGANTE 7R_SO_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.47 — Interagbes nt do ligante 7r_SO_H com a enzima COX-1

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ILE523: HG12 - Ct1 3,09
CH---m: ILE523:HD12 - Ct1 3,51
CH---m: SER353: N — Ctl 4,23
CH---m: SER353: HA - Ct1 2,72
CH---m: LEU352: HD21 - Ct2 3,64
CH--- m: ALA527: N — Ct2 3,91
CH--- m: GLY526: O — Ct2 3,60
CH---1

: GLY526: HA — Ct2 3,02

Ser353

Leu352

Figura 3.3.47. Apresentacao das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Ile523, Gly526 e
Leu352, do tipo N...m com Ala527 e Ser353, e do tipo O...n com Gly526. Os Hidrogénios foram
omitidos para facilitar a visualizagdo.

3.3.6.14 LIGANTE 75_SO_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.48 — InteragGes nt do ligante 7s_SO_H com a enzima COX-1

Interagbes 1 distancia (A)
CH---r: SER353:HA — Ct1 2,66
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,18
CH---r: SER353:N - Ct1 4,15
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,98
CH---m: LEU352:HD21 - Ct2 3,15
CH---m: LEU352:HD23 - Ct2 3,50
CH---: GLY526: O — Ct2 4,12
CH---r: GLY526: HA — Ct2 3,44

: ALA527: N - Ct2 4,06

Leu352

Ser353

[

Gly526 M p1as27

| lles23
Figura 3.3.48. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...w com os aminoacidos 1le523, Gly526, Ser353

e Leu352, do tipo N...m com Ala527 e Ser353, e do tipo O...n com Gly526 e Ser353. Os Hidrogénios
foram omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.3.6.15 LIGANTE 8R_SO_CH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.49 — Interagdes n do ligante 8r_SO_CH3; com a enzima COX-1

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ILE523: HG12 - Ct2 2,91
CH---m: SER353: O — Ct2 4,27
CH---m: ALA527: N - Ct1 4,15
CH---m: ALA527: HA - Ctl 3,73
CH---B: GLY526: O - Ct1 4,29

: LEU352: HD21 - Ctl 3,04

Leu3s2

Figura 3.3.49. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos 1le523, Ala527,
Ser353 e Leu352, do tipo N...m com Ala527 e do tipo O...n com Gly526 e Ser353. Os Hidrogénios
foram omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.6.16 LIGANTE 85_SO_CHj3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.50 — InteragGes 1t do ligante 8s_SO_CH; com a enzim COX-1

Interagdes distancia (A)
CH---: SER353:0 - Ct1 4,16
CH---B: ILE523:HG12 — Ct1 2,99
CH---B: LEU352:HD23 — Ct2 3,09
CH---B: LEU352:HD21 - Ct2 3,27
CH---B: ALA527:HA — Ct2 3,42
CH---: ALA527:N — Ct2 4,05

: GLY526:0 — Ct2 4,23

Figura 3.3.50. Apresentacdo das interagdes do tipo C-H...w com os aminodcidos 1le523, Ala527 e
Leu352, do tipo N...m com Ala527 e do tipo O...n com Gly526 e Ser353. Os Hidrogénios foram
omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.3.6.17 LIGANTE 9R_SO_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.51 — Interagdes nt do ligante 9r_SO_NO, com a enzima COX-1

InteragGes B distancia (&)
CH---B: ILE523: HG12 - Ct1 3,04
CH---B: ILE523:HD12 — Ct1 3,44
CH---B: SER353: N — Ctl 4,30
CH---B: SER353: HA - Ct1 2,79
CH---B: LEU352: HD21 — Ct2 3,74
CH---B: ALA527: N — Ct2 3,77
CH---B: GLY526: HA — Ct2 2,84
CH---B: GLY526: O — Ct2 3,54

lle§23

Ala527 = Gly526

Ser3d53

Leud52

Figura 3.3.51. InteragGes do tipo C-H...m com os aminodcidos Ile523, Gly526, Ser353 e Leu352, do tipo
N...mt com Ala527 e Ser353 e do tipo O...nt com Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.6.18 LIGANTE 95_SO_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.52 — Interagbes mt do ligante 9s_SO_NO, com a enzima COX-1

Interagdes distancia (A)
CH---B: ILE523:HG12 — Ct1 2,94
CH---B: LEU352:HD21 - Ct2 3,11
CH---B: LEU352:HD23 — Ct2 3,13
CH---B: ALA527: HA - Ct2 3,65
CH---B: ALA527: N —Ct2 4,10
CH---B: GLY526: O — Ct2 4,21

Leu352

Figura 3.3.52. InteragGes do tipo C-H...w com os aminoacidos 1le523, Ala527 e Leu352, do tipo N...w
com Ala527 e do tipo O...t com Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.6.19 LIGANTE 10R_SO_OCH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.53 — Interagbes rt do ligante 10r_SO_OCH; com a enzima COX-1

InteragGes B distancia (&)
CH---B: ILE523:HG12 — Ctl 2,91
CH---B: SER353: O - Ct1 4,19
CH---B: ALA527: N — Ct2 4,03
CH---B: ALA527: HA —Ct2 3,69
CH---B: LEU352: HD23 - Ct1 3,18
CH---B: LEU352: HD21 - Ct1 3,15

Ser353

Ala527 "

Figura 3.3.53. Interagdes do tipo C-H...t com os aminodcidos lle523, Ala527 e Ser353, do tipo N...t com
Ala527 e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.6.20 LIGANTE 10s_SO_OCH; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.54 — InteragGes nt do ligante 10s_SO_OCH; com a enzima COX-1

Interagdes distancia (A)
CH---B: SER353:0 - Ct1 4,09
CH---B: ILE523:HG12 — Ct1 3,00
CH---B: LEU352: HD23 — Ct2 3,62
CH---B: ALA527: HA - Ct2 2,68

Ser353

/2.68A

l A
[ Alas27 '(

Figura 3.3.54. Interac¢Ges do tipo C-H...m com os aminoacidos lle523, Ala527 e Ser353, e do tipo O...w
com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagao.

g
11e523



3.3.6.21 LIGANTE 11R_S_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.55 — Interagdes rt do ligante 11r_S_Br com a enzima COX-1

InteragGes B distancia (&)
CH---B: ILE523: HG12 - Ct1 2,91
CH---B: SER353: O - Ct1 4,23
CH---B: ALA527: N — Ct2 4,09
CH---B: ALA527: HA — Ct2 3,57
CH---B: LEU352: HD21 — Ct2 3,15
CH---B: LEU352: HD23 — Ct2 3,09
CH---B: GLY526: O — Ct2 4,23

Leu3s2 |

\ Ser353
3.15A, ‘
\ N

423A

400A
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Figura 3.3.55. Intera¢des do tipo C-H...m com os aminoacidos Ile523, Ala527 e Leu352, do tipo N...w
com Ala527 e do tipo O...m com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.6.22 LIGANTE 11s_S_BR DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.56 — InteragGes nt do ligante 11s_S_Br com a enzima COX-1

Interagdes distancia (A)
CH---: SER353:0 - Ct1 3,02
CH---B: ILE523:HG12 — Ct1 4,07
CH---B: LEU352:HD23 — Ct2 3,74
CH---B: LEU352: HD21 — Ct2 3,56
CH---B: ALA527: N — Ct2 3,72
CH---B: GLY526: O — Ct2 3,63

Leu352
Ser353

Figura 3.3.56. Interac¢Ges do tipo C-H...m com os aminoacidos lle52 e Leu352, do tipo N...w com Ala527 e
do tipo O...nw com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizacdo.



3.3.6.23 LIGANTE 12R_S_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.57 — Interagbes nt do ligante 12r_S_H com a enzima COX-1

InteragGes B distancia (&)
CH---B: ILE523: HG12 - Ct1 2,87
CH---B: SER353:0 - Ct1 4,28
CH---B: SER353:N —Ctl 4,26
CH---B: SER353:HA - Ct1 2,79
CH---B: ALA527: N — Ct2 3,88
CH---B: LEU352: HD21 — Ct2 3,31
CH---B: LEU352: HD231 - Ct2 3,62
CH---B: GLY526: O — Ct2 4,03
CH---B: GLY526: HA — Ct2 3,33

Leuds2

: Z Ser3s3
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Figura 3.3.57. InteragGes do tipo C-H...m com os aminodcidos Ile523, Ser353, Gly526 e Leu352, do tipo
N...mt com Ala527 e Ser353, e do tipo O...m com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para
facilitar a visualizagao.

Gly526

3.3.6.24 LIGANTE 12s_S_H DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.58 — InteragGes nt do ligante 12r_S_H com a enzima COX-1

Interagdes distancia (A)
CH---: SER353:HA — Ct1 2,86
CH---B: SER353:0 - Ct1 4,10
CH---B: SER353:N - Ct1 4,36
CH---B: ILE523:HG12 — Ct1 2,98
CH---B: GLY526: HA2 — Ct2 2,81
CH---B: ALA527: N —Ct2 3,79
CH---B: LEU352: HD21 — Ct2 3,70

Leu352

BA: | '

Figura 3.3.58. InteragGes do tipo C-H...m com os aminoacidos Ile523, Ser353, Gly526 e Leu352, do tipo
N...m com Ala527 e Ser353, e do tipo O...t com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizacdo.



3.3.6.25 LIGANTE 13R_S_CH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.59 — Interagdes nt do ligante 13r_S_CH3 com a enzima COX-1

InteragGes B distancia (&)
CH---B: ILE523: HG12 - Ct1 3,05
CH---B: SER353: N - Ctl 4,20
CH---B: ALA527: N — Ct2 3,75
CH---B: LEU352: HD21 - Ct2 3,47
CH---B: LEU352: HD23 — Ct2 3,74
CH---B: GLY526: O — Ct2 3,78

' 4,20A 373 a7
Ser3s3 2\. :

Leu352

Figura 3.3.59. Interagdes do tipo C-H...m com os aminoacidos Ile523 e Leu352, do tipo N...m com Ala527
e Ser353, e do tipo O...nt com Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a visualizagao.

3.3.6.26 LIGANTE 13s_S_CHj3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.60—- Interac¢des 1t do ligante 13s_S_CH; com a enzima COX-1

Interagées 1 distancia (A)
CH---r: SER353:HA — Ct1 2,66
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,05
CH---r: SER353:N - Ct1 4,27
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,99
CH---: LEU352: HD23 — Ct2 3,77
CH---: LEU352: HD21 — Ct2 3,77
CH---: GLY526: O — Ct2 3,48
Leu352

Ser353

“lle523

~ Ala527

Gly526
Figura 3.3.60. Intera¢des do tipo C-H...m com os aminoacidos 1le523, Ser353 e Leu352, do tipo N...w

com Ser353, e do tipo O...m com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizacdo.



3.3.6.27 LIGANTE 14R_S_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.61 — Interagbes nt do ligante 14r_S_NO, com a enzima COX-1

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ALA527: N — Ctl 3,64
CH--- m: GLY526: HA — Ctl 3,09
CH---m: LEU352: HD21 - Ctl 3,56
CH---m: ILE523: HG12 - Ct2 3,13
CH---m: SER353: O — Ct2 3,92
CH---m: SER353: N — Ct2 4,14

lle523
Ser353

3.00A. [364A

Gly526\___ Ala527]

Figura 3.3.61. Interagdes do tipo C-H...mn com os aminodcidos lle523, Gly526 e Leu352, do tipo N...m
com Ala527 e Ser353, e do tipo O...m com Ser353. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.6.28 LIGANTE 14s_S_NO; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.62 — InteragGes nt do ligante 14s_S_NO, com a enzima COX-1

Interagbes 1 distancia (A)
CH---r: SER353:HA — Ct1 2,81
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,05
CH---r: SER353:N - Ct1 4,32
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,99
CH---r: ALA527: N — Ct2 3,63
CH---: GLY526: O — Ct2 3,52
CH---: LEU352: HD21 - Ct2 3,74

Figura 3.3.62. Intera¢des do tipo C-H...m com os aminoacidos 1le523, Ser353 e Leu352, do tipo N...w
com Ala527 e Ser353, e do tipo O...w com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar
a visualizacao.



3.3.6.29 LIGANTE 15R_S_OCH; DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.63 — Interagdes nt do ligante 15r_S_OCH; com a enzima COX-1

Interagbes T distancia (&)
CH---m: ILE523: HG12 - Ct1 2,96
CH---m: SER353: O - Ctl 4,20
CH---m: ALA527: N — Ct2 3,71
CH---m: ALA527: HA — Ct2 3,14
CH---m: LEU352: HD21 - Ct2 3,57
CH---m LEU352: HD23 - Ct2 3,42
H--- T GLY526: O — Ct2 3,97
Leu352

Ser353

357A/

~ 4,20A
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Figura 3.3.63. Intera¢des do tipo C-H...m com os aminoacidos Ile523, Ala527 e Leu352, do tipo N...w
com Ala527, e do tipo O...m com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para facilitar a
visualizagdo.

3.3.6.30 LIGANTE 155_S_OCH;3 DA FAMILIA PRO

Tabela 3.3.64 — InteragGes nt do ligante 15s_S_OCH; com a enzima COX-1

Interagées 1 distancia (A)
CH---r: SER353:HA - Ct1 2,74
CH--- r: SER353:N - Ct1 4,36
CH---r: SER353:0 — Ct1 4,04
CH---m: ILE523:HG12 — Ct1 2,95
CH---m: LEU352: HD21 — Ct2 3,73
CH---: LEU352: HD23 — Ct2 3,74
CH---t: ALA527: N — Ct2 3,44
CH---mt: ALA527: H—-Ct2 3,72

: GLY526: O - Ct2 3,74

Leu352

Ser353

'Y . 436A°
3.74A ' T’;y 4,04A

_ las27
Gly526

Figura 3.3.64. InteragGes do tipo C-H...m com os aminoacidos lle523, Ser353, Ala527 e Leu352, do tipo

N...m com Ala527 e Ser353, e do tipo O...m com Ser353 e Gly526. Os Hidrogénios foram omitidos para

facilitar a visualizacdo.



APENDICE 3.4

Nesta secdo sdo apresentadas as figuras contendo a ocupacdo dos subsitios das
enzimas COX-1 e COX-2 pelos substituintes X e Y dos compostos R e S da familia PRO.

A caracterizacdo dos subsitios de COX-2 ja havia sido considerada na literatura
(SANTOS et al, 2001; BOUAZIZ-TERRACHET et al, 2010). Os subsitios para a COX-1

foram determinados neste trabalho.

3.4.1 OcuPAGAO DOS SUBSITIOS DA ENzIMA COX-2
3.4.2 OCcuPAGAO DOS SUBSITIOS DA ENzIMA COX-1
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3.4.1 OcuPAGAO DOS SUBSITIOS DA ENzIMA COX-2

3.4.1.1 OCUPAGAO DOS SUBSITIOS PELO LIGANTE CRISTALOGRAFICO CELECOXIB (3LN1)

Figura 3.4.1. Ocupacdo dos subsitios pelo Celecoxib, com o grupo NH,S0O, no subsitio S1 (em roxo) e o
grupo CH; no subsitio S2 (em rosa) da enzima COX-2. O grupo CF; se encontrava préximo aos subsitios
S3 e S4, mantendo interagdes com Tyr355, Leu359 e Leu531 (sequéncia de aminodcidos de acordo com
a estrutura 1cx2, apresentada na tabela 4 da Segdo C).

3.4.1.2 OcUPACAO DOS SUBSITIOS PELO LIGANTE CRISTALOGRAFICO SC-558 (1CX2)

Figura 3.4.2. Ocupacéo dos subsitios pelo ligante SC-558, com o grupo NH,SO, no subsitio S1 (em roxo)
e o0 Br no subsitio S2 (em rosa) da enzima COX-2. O grupo CF; se encontrava proximo aos subsitios S3 e
S4, mantendo interagdes com Tyr355, Arg120, Val349 e Leu531.
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3.4.1.3 ENANTIOMEROS R

OCUPACAO DO SUBSITIO S1 PELOS SUBSTITUINTES Y

3R_SO, CH,

10R_SO_OCH;

13R_S_CH,

14R_S_NO, 15R_S_OCH,

Figura 3.4.3. Compostos da Familia PRO com o substituinte Y no subsitio S1 (em roxo) da enzima
COX-2. Para todos os compostos foi observado que o substituinte X se encontrava préximo aos
subsitios S3 e S4, mantendo interagdes com Tyr355.
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OCUPACAO DO SUBSITIO S2 PELOS SUBSTITUINTES Y

4R_SO, NO,

8R_SO_CH, 9R_SO_NO, 11R_S_Br
Figura 3.4.4. Compostos da Familia PRO com o substituinte Y no subsitio S2 (em rosa) da enzima COX-2.
Para todos os compostos foi observado que o substituinte X se encontrava proximo aos subsitios S3 e

S4, mantendo interagdes com Tyr355.
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3.4.1.3 ENANTIOMEROS S

OCUPAGAO DO SUBSITIO S1 PELOS SUBSTITUINTES Y

135_S_CH,

155_S_OCH,

Figura 3.4.5. Compostos da Familia PRO com o substituinte Y no subsitio S1 (em roxo) da enzima
COX-2. Para todos os compostos foi observado que o substituinte X se encontrava préximo aos
subsitios S3 e S4, mantendo interagdes com Tyr355.



OCUPACAO DO SUBSITIO S2 PELOS SUBSTITUINTES Y

14S_S_NO,

Figura 3.4.6. Composto da Familia PRO com o substituinte Y no subsitio S2 (em
rosa) da enzima COX-2. Foi observado que o substituinte X se encontrava
préximo aos subsitios S3 e S4, mantendo interagdes com Tyr355.
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3.4.2 OCUPAGAO DOS SUBSITIOS DA ENzIMA COX-1

3.4.2.1 OCUPAGAO DOS SUBSITIOS PELO LIGANTE CRISTALOGRAFICO CELECOXIB (3LN1)

Figura 3.4.7. Ocupacdo dos subsitios pelo Celecoxib, com o grupo NH,SO, no subsitio S1 (em roxo) e o
grupo CH; no subsitio S2 (em rosa) da enzima COX-2. O grupo CF; se encontrava proximo aos subsitios
S3 e S4, mantendo interagdes com Val116, Val349, Leu359 e Leu531.

3.4.2.2 OCUPAGCAO DOS SUBSITIOS PELO LIGANTE CRISTALOGRAFICO SC-558 (3KK6)

Figura 3.4.8. Ocupacéo dos subsitios pelo ligante SC-558, com o grupo NH,SO, no subsitio S1 (em roxo)
e o0 Br no subsitio S2 (em rosa) da enzima COX-2. O grupo CF; se encontrava proximo aos subsitios S3 e
S4, mantendo interagdes com Leu359 e Leu531.



3.4.2.2 ENANTIOMEROS R

OCUPAGAO DO SUBSITIO S1 PELOS SUBSTITUINTES Y

2R_SO, H

4R_SO, NO, 14R_S_NO,

Figura 3.4.9 Compostos da Familia PRO com o substituinte Y no subsitio S1 (em roxo)
da enzima COX-1. Para todos os compostos foi observado que o substituinte X se
encontrava préximo aos subsitios S3 e S4, mantendo interagdes com Tyr355.
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OCUPACAO DO SUBSITIO S2 PELOS SUBSTITUINTES Y

10R_SO_OCH,

12R_S_H 13R_S_CH, 15R_S_OCH,

Figura 3.4.10. Compostos da Familia PRO com o substituinte Y no subsitio S2 (em rosa) da enzima
COX-1. Para todos os compostos foi observado que o substituinte X se encontrava préximo ao
subsitio S3 mantendo intera¢des com Tyr355.
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3.4.2.3 ENANTIOMEROS S

OCUPAGAO DO SUBSITIO S2 PELOS SUBSTITUINTES Y

95_SO_NO,

13S_S_CH, 158_S_OCH,

Figura 3.4.11. Compostos da Familia PRO com o substituinte Y no subsitio S2 (em rosa) da enzima
COX-1. Para todos os compostos foi observado que o substituinte X se encontrava préximo ao
subsitio S3 mantendo intera¢des com Tyr355.



APENDICE 3.5

Nesta secdo sdo apresentadas as figuras da espessura da pata de todos os animais,

medida no Experimento | e no Experimento Il, e da temperatura retal, medida no Experimento
I

3.5.1. EXPERIMENTO |
3.5.1.1. ESPESSURA DAS PATAS
A.CONTROLE-PBS
B. GRUPOS cOM CARRAGENINA
B.1. CONTROLE - CARRAGENINA
B.2. 50CHj; - CARRAGENINA
B.3. CELECOXIBE - CARRAGENINA
B.4. 6. BR - CARRAGENINA
B.5. 100CHj; - CARRAGENINA
C. GRUPOS COM ZYMOSAN
C.1. CONTROLE - ZYMOSAN
C.2.50CH; - ZYMOSAN
C .3. CELECOXIBE - ZYMOSAN
C.4.6BR - ZYMOSAN
C.5.100CH; - ZYMOSAN
3.5.1.2. TEMPERATURA RETAL
A. CONTROLE-PBS
B. GRUPOS COM CARRAGENINA
B.1. CONTROLE - CARRAGENINA
B.2. 50CH; - CARRAGENINA
B.3. CELECOXIBE - CARRAGENINA
B.4. 6 BR - CARRAGENINA
B.5. 100CH; - CARRAGENINA
C. GRUPOS COM ZYMOSAN
C.1. CONTROLE - ZYMOSAN
C.2.50CHj3 - ZYMOSAN
C.3. CELECOXIBE - ZYMOSAN
C.4.6BR - ZYMOSAN
C.5.100CHj3 - ZYymosAN
3.5.2. EXPERIMENTO Il
3.5.2.1. ESPESSURA DAS PATAS
A. CONTROLE-PBS
B. GRUPOS cOM CARRAGENINA
B.1. CONTROLE - CARRAGENINA
B.2. 50CH; - CARRAGENINA
B.3. CELECOXIBE - CARRAGENINA
B.4. 6BR - CARRAGENINA
B.5. 100CH; - CARRAGENINA
C. GRUPOS COM ZYMOSAN
C.1. CONTROLE - ZYMOSAN
C.2.50CHj; - ZYMOSAN
C.3. CELECOXIBE - ZYMOSAN
C.4.6BR - ZYMOSAN
C.5.100CH3 — ZYMOSAN
3.5.2.2. TEMPERATURA
A. CONTROLE-PBS
B. GRUPOS cOM CARRAGENINA
B.1. CONTROLE - CARRAGENINA
B.2. 50CH; - CARRAGENINA
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B.3. CELECOXIBE - CARRAGENINA

B.4. 6BR - CARRAGENINA

B.5. 100CHj3; - CARRAGENINA
C. GRUPOS COM ZYMOSAN

C.1. CONTROLE - ZYMOSAN

C.2.50CH; - ZYMOSAN

C.3. CELECOXIBE - ZYMOSAN

C.4.6BR - ZYMOSAN

C.5.100CH; —ZymOSAN
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3.5.1. EXPERIMENTO |
3.5.1.1. ESPESSURA DAS PATAS

Os resultados estdo apresentados em tabela contendo variacdo da espessura
da pata esquerda para cada animal. E apresentada a diferenca entre os valores de
antes da aplicacdo da carragenina e do zymosan e apds os tratamentos. Os grupos
estdo separados de acordo com o agente irritante (zymosan e carregenina) e estdo
identificados por letras, sendo o grupo Controle-PBS, o primeiro grupo (A). As figuras

apresentam os valores da espessura da pata para cada animal de cada grupo.
A. CONTROLE-PBS
O grupo controle PBS apresentou aumento da espessura logo apds aplicacdo do

PBS (Figura 3.5.1) sendo que diminuiu apds 1 hora, mantendo-se constante até o final

do experimento, para cada animal. Essa variacdo esta apresentada na Tabela 3.5.1.

Tabela 3.5.1. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo controle PBS

Animal Logo apés 1h 2h 3h 4h 24h
A 1 0 0
B 1 0 0
C 1 0 0
PBS
3.5
3 4
g EA
& I
0,5 mC
0
Antes aplic. Logo apds 1h 2h 3h 4h 24h

Tempo (hora)

Figura 3.5.1. Espessura da pata dos animais do grupo Controle PBS. O eixo das ordenadas mostra o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B e C estdo
apresentados em azul, vermelho e verde, respectivamente.
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B. GRUPOS cOM CARRAGENINA
B.1. CONTROLE— CARRAGENINA

O grupo controle da carragenina (sem tratamento) manteve a variagdo da
espessura constante para todos os animais durante o intervalo de tempo em que foi
medido o edema. A Tabela 3.5.2 apresenta esses dados, mostrando os valores da

diferenca da espessura da pata para cada animal do grupo, representado por A, Be C.

Tabela 3.5.2. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo controle Carragenina

Animais Logoapdés 1h 2h 3h 4h 24h
A 15 1 1 1 1 1
B 1 1 1 1 1 0
C 1 0 0 0 0 0

Na figura 3.5.2 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.

Carragenina

3,5 A

3 _
2,5 )
2 ,
HA
15 -
mB
1 .
05 -
0 .
2h 3h 4h 24h

Antes  Logo apds 1h
aplic.

Espessura (mm)

Tempo (horas)

Figura 3.5.2. Espessura da pata dos animais para o grupo Controle Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B e C
estdo apresentados em vermelho, roxo e laranja, respectivamente.

B.2. 50CH; — CARRAGENINA

Foi possivel observar que para o composto 5-OCH; o edema diminuiu apds 1
hora da aplicacdo da carragenina, mantendo essa diminui¢cdo apds 2 horas para todos
os animais. No entanto, apds 3 horas houve pequeno aumento da espessura da pata

para o Animal B. Apds 4 e 24 horas o edema diminuiu para todos os animais e
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manteve-se constante. A Tabela 3.5.3 apresenta os dados citados, mostrando as

espessuras da pata para cada animal desse grupo (A, B, C e D).

Tabela 3.5.3. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo 5-OCH;

Animal logo apds 1h 2h 3h 4h 24h
A 1,5 0,5 0,5 0 0 0
B 1,5 1 0 0,2 0 0
C 1 0,5 0,5 0,5 0 0
D 0,5 0,5 0 0 0 0

Na figura 3.5.3 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.

5-OCH3 Carragenina

45 -

3 T .
25 . y i
‘ ' ' mB
15 - L ;
1 ‘ mC
0,5 : mD
0 ) ! i l
2h 3h 4h

Antes Logo 1h 24h
aplic. apods

|

Espessura (mm)
N

|

Tempo (hora)

Figura 3.5.3. Espessura da pata dos animais do grupo 50CH; - Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em laranaja, azul, roxo e marrom, respectivamente.

B.3. CELECOXIBE — CARRAGENINA

Para o celecoxibe, notou-se uma diminuicdo do edema apds 1 hora da
aplicacdo para, mantendo apds 2, 3 e 4 horas. No entanto, para o animal B houve um
pequeno aumento do edema apds 4 horas, diminuindo posteriormente. Apds 24 horas
o edema diminuiu igualando com a espessura inicial da pata para todos os animais. A
Tabela 3.5.4 apresenta esses dados, apresentando a espessura da pata de cada animal

do grupo.
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Tabela 3.5.4. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo Celecoxibe

Animal Logo apds 1h 2h 3h 4h 24h
A 1,6 0,6 0,6 04 0,6 0,1
B 0,9 04 04 0,2 04 0
C 0,9 0 0 0 0 0
D 0,4 04 04 04 04 0

Na figura 3.5.4 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.

celecoxibe - C :

5
€
24
23 mA
22
o | m -
g0 C
2h 3h 4h 24h

Antes  logo 1h
aplic.  apés

ED

Tempo (hora)

Figura 3.5.4. Espessura da pata dos animais do grupo Celecoxibe-Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em vermelho, azul, verde e roxo respectivamente.

B.4. 6BR — CARRAGENINA

O composto 6Br comegou a diminuir o edema apds 2 horas da aplica¢do, para
apenas o animal B, mantendo apds 3 horas para esse animal. Apds 4 horas houve
diminuicdo do edema para todos os animais, igualando com a espessura inicial da pata.
E, apds 24 horas houve pequeno aumento do edema para os animais B e C. A Tabela

3.5.6 apresenta esses valores.

Tabela 3.5.5. Variacdo da espessura (mm) da pata para o grupo 6Br

Animal Logo apés 1h 2h 3h 4h 24h
1 1 1 0 0

B 1 1 0,5 0,5 0 0,5

C 1 1 1 0 0,5

D 1 1,5 1 0 0

Na figura 3.5.5 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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6BR - Carragenina

359 =

3 =
2,9 =
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1,5 1 mB
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2h 3h 4h 24h

Antes logoapds 1h
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Figura 3.5.5. Espessura da pata dos animais para o grupo 6Br-Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em tons de vermelho, do tom mais escuro para o mais claro, respectivamente.

B.5. 100CH;3 — CARRAGENINA

Para o composto 10-OCH; foi observado que a espessura das patas manteve
igual aquela observada apds a aplicagdao da carragenina até apds 3 horas. Neste tempo
houve aumento para o animal D, diminuindo apds 4 horas. Apds 24 horas, os animais
A, B e C apresentaram espessura da pata igual a inicial. Esses dados estdao

apresentados na Tabela 3.5.6.

Tabela 3.5.6. Variacdo da espessura (mm) da pata para o grupo 10-OCH;

Animal Logo apés 1h 2h 3h 4h 24h
A 1 1 1 0
B 1 1 1 0
C 1 1 1 1 1
D 1 1 1 1,5 0,5 0

Na figura 3.5.6 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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10-OCH3 - Carragenina
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Figura 3.5.6. Espessura da pata dos animais do grupo 10-OCHj-Carragenina. O eixo das ordenadas

mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em cinza, cinza mais claro, cinza mais escuro e preto, respectivamente.

C. GRUPOS COM ZYMOSAN

C.1. CONTROLE — ZYMOSAN

O grupo controle do Zymosan (sem tratamento) apresentou diminui¢do do edema
apods 2 horas, mantendo espessura da pata constante em 3 mm para todos os animais até apos

24 horas da aplicagdo do agente inflamatdrio (Tabela 3.5.7).

Tabela 3.5.7. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo controle Zymosan

Animal Logo apés 1h 2h 3h 4h 24h
A 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5
B 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5
C 0,9 0,4 0,4 1,4 0,4 0,4

Na figura 3.5.9 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Zymosan

3,5
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2,5 1
HA
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Figura 3.5.7. Espessura da pata dos animais do grupo Controle Zymosan. O eixo das ordenadas mostra
o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B e C estdo
apresentados azul, verde e azul turquesa, respectivamente.

C.2.50CH3 — ZYMOSAN

Foi possivel observar que para o composto 5-OCH; o edema diminuiu apds 2
horas da aplicacdo do zymosan para todos os animais. No entanto apds 3 horas houve
aumento desse edema para o animal B, diminuindo apds 3 horas. A espessura apés 4
horas foi mantida a mesma daquela apresentada apds 3 horas para todos os animais.
Apos 24 horas a espessura da pata se igualou a espessura inicial. A Tabela 3.5.8
apresenta os dados citados, mostrando as espessuras da pata para cada animal desse

grupo (A, B, Ce D).

Tabela 3.5.8. Variacdo da espessura (mm) da pata para o grupo 5-OCH;

Animal Logo apés 1h 2h 3h 4h 24h
0,5 0,5 0,5 0,3 0,3 0

B 0,5 0,5 0 0,3 0,3 0

C 1 1,5 0 0 0 0

D 1 0,5 0,5 0,2 0,2 0

Na figura 3.5.8 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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50CH3 Zymosan
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Figura 3.5.8. Espessura da pata dos animais do grupo 50CH;-Zymosan O eixo das ordenadas mostra o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, C e D estdo
apresentados em tons de roxo, do mais escuro para o mais claro, respectivamente.

C.3. CELECOXIBE — ZYMOSAN

Para o celecoxibe, notou-se uma diminuicdo do edema apds 1 hora da
aplicagdo para os animais, mantendo essa espessura apds 2 horas para todos os
animais, apenas havendo um aumento para o animal B. Apds 3 horas, houve aumento
do edema para os animais C e D e diminui¢gdo do edema para o animal B. Apds 4 horas
foi observado aumento do edema para todos os animais. E, apds o edema diminuiu
novamente, sendo que para os animais C e D a espessura da pata se igualou a medida
inicial. A Tabela 3.5.9 apresenta esses dados, apresentando a espessura da pata de

cada animal do grupo.

Tabela 3.5.9. Variacdo da espessura (mm) da pata para o grupo Celecoxibe

Animal Logo apés 1h 2h 3h 4h 24h
1,4 0,4 0,4 0 1,4 0,4

B 1 0 1 0,3 1 0,5

C 1 0 0 0,5 0,5 0

D 0,7 0 0 0,2 1,2 0

Na figura 3.5.9 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Celecoxibe - Zymosan
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Figura 3.5.9. Espessura da pata dos animais do grupo Celecoxibe-Zymosan. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em tons de verde, do mais claro para o mais escuro, respectivamente.

C.4. 6BR —ZYMOSAN

Para o composto 6Br foi observado que apds 1 hora houve diminui¢do do apena para
apenas o animal B. No entanto, apds 2 horas o edema desse mesmo animal aumentou, apenas
diminuindo apds 4 horas. Neste tempo, os animais B e D apresentaram espessura da pata
igual a medida inicial, enquanto que os animais A e B ndo apresentaram mudanca desde o
periodo apés a aplicagdo do zymosan. Apds 24 horas, o animal B apresentou aumento no
edema novamente e o animal C apresentou diminui¢cdo da espessura da pata. Para o animal A
ndo houve alteracdo e para o animal D foi mantido o resultado apresentado apds 4 horas. A

Tabela 3.5.10 apresenta esses dados.

Tabela 3.5.10. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo 6Br

Animal Logo apés 1h 2h 3h 4h 24h
A 1 1 1 1 1

B 1 0,5 1 0,5 0 0,5
C 1 1 1 1 1 0,5
D 1 1 1 0 0

Na figura 3.5.10 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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6BR - Zymosan
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Figura 3.5.10. Espessura da pata dos animais do grupo Controle 6Br-Zymosan. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em tons de laranja, do mais claro para o mais escuro, respectivamente.

C.5.100CH;s — ZYMOSAN

Para o composto 10-OCH3 foi observado que houve diminuicdo do edema
apenas 24 horas apdés a aplicagdo dos compostos, sendo que os animais A, B e D

apresentaram espessura da pata igual a medida inicial. Esses dados estdo

apresentados na Tabela 3.5.11.

Tabela 3.5.11. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo 10-OCH;

Animal Logo apés 1h 2h 3h 4h 24h
A 1 1 1 0
B 1 1 1 0
C 1 1 1 1 1
D 1 1 1 1,5 0,5 0

Na figura 3.5.11 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.11. Espessura da pata dos animais do grupo 10-OCHs-Zymosan. O eixo das ordenadas mostra

o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, C e D estao
apresentados em tons de azul, do tom mais claro para o tom mais escuro, respectivamente.

3.5.1.2. TEMPERATURA RETAL
A. CONTROLE-PBS

Para o PBS a temperatura variou de - 0,1 a 0,1 °C. Comparado aos grupos
controles Carragenina e Zymosan, essa varia¢cdo nao foi significativa. Essa variacao esta

apresentada na Tabela 3.5.12.

Tabela 3.5.12. Variacdo da temperatura retal ("C) para o grupo controle PBS

Grupo Apos 24h
PBS A 0,1
PBS B -0,1
PBS C 0,1

B. GRUPOS cOM CARRAGENINA
B.1. CONTROLE-CARRAGENINA

A temperatura variou de 0,1 a 1,0 °C para o grupo controle Carragenina apds 24
horas da aplicacdo da carragenina. Para os animais A, B e C a temperatura aumentou
apods esse periodo, o que pode ser explicado devido ao fato de a carragenina ter
provocado a inflamacdo, aumentando o calor corporal. A Tabela 3.5.13 apresenta a

variagdo da temperatura retal para esse grupo.
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Tabela 3.5.13. Variagdo da temperatura retal (°C) para o grupo controle Carragenina

Grupo Ap6s 24h
Carragenina A 0,7
Carragenina B 1,0
Carragenina C 0,1

B.2. 5-OCH3-CARRAGENINA

Para o grupo 5-OCHs-Carragenina a temperatura variou de - 0,9 a -1,4 °C. Todos

0s animais apresentaram diminuicdo da temperatura retal apds 24 horas da aplicacao

da carragenina. Esses dados estdo apresentados na Tabela 3.5.14.

Tabela 3.5.14. Variagdo da temperatura retal (°C) para o grupo 5-OCH,-Carragenina

Grupo Ap6s 24h
5-OCHs-Car. A -0,8
5-OCHs-Car. B -1,4
5-OCHs-Car. C -0,4
5-OCHs-Car. D -0,9

B.3. CELECOXIBE-CARRAGENINA

A temperatura variou de 0,0 a 2,5 °C. Apds 24 horas da aplicacdo da

carragenina houve aumento da temperatura retal para todos os animais desse grupo.

A Tabela 3.5.15 apresenta essa variagao.

Tabela 3.5.15. Variacdo da temperatura retal (°C) para o grupo Celecoxibe-Carragenina

Grupo Apos 24h
Celecoxibe-Car. A 2,5
Celecoxibe-Car. B 1,1
Celecoxibe-Car. C 0,0
Celecoxibe-Car. D 1,1

B.4. 6BR-CARRAGENINA

Para o grupo 6Br-Carragenina a temperatura retal variou de 0,3 a 1,8 °C. Apds

24 horas todos os animais desse grupo apresentaram aumento da temperatura retal.

Esses dados estao apresentados na Tabela 3.5.16.

Tabela 3.5.16. Variacdo da temperatura retal (°C) para o grupo 6Br-Carragenina

Grupo Apos 24h
6Br-Car. A 1,1
6Br -Car. B 1,5
6Br-Car. C 0,3
6Br-Car. D 1,8
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B.5. 10-OCHs-CARRAGENINA

A varia¢do da temperatura foi de 0,4 a 1,0 °C. Apds 24 horas houve aumento da

temperatura retal par

temperatura retal para

a todos os animais. A Tabela 3.5.17 apresenta a variacdo da

esse grupo.

Tabela 3.5.17. Variagdo da temperatura retal ("C) para o grupo 10-OCHs-Carragenina

Grupo Ap6s 24h
10-OCHs-Car. A 1,0
10-OCH; -Car. B 0,4
10-OCHs-Car. C 0,4
10-OCH; -Car. D 1,0

C. GRUPOS COM ZYMOSAN

C.1 CONTROLE-ZYMOSAN

A temperatura variou de - 0,5 a 1,7 °C para o grupo controle Zymosan. Apds 24

horas da aplicacdo do zymosan a temperatura retal diminuiu para os animais Ae B e

aumentou para o animal C (Tabela 3.5.18).

Tabela 3.5.18. Variacdo da temperatura retal ("C) para o grupo controle PBS

Grupo Apos 24h
Zymosan A -0,4
Zymosan B -0,5
Zymosan C 1,7

C.2.5-OCH3-ZYMOSAN

Para o grupo 5-OCH3-Zymosan, a temperatura variou de 0,0 a 1,3 °C. Apds 24

horas da aplicacdo do zymosan a temperatura aumentou retal para todos os animais.

Esses dados estdo apres

entados na Tabela 3.5.19.

Tabela 3.5.19. Variaca

o da temperatura retal (°C) para o grupo 5-OCH;-Zymosan

Grupo Apos 24h
5-OCHs-Zym. A 1,3
5-OCHs- Zym. B 0,7
5-OCHs- Zym. C 0,3
5-OCHs- Zym. D 0,0

C.3. CELECOXIBE-ZYMOSAN

Foi observado par

a esse grupo que a temperatura variou de - 1,1 a 0,9 °C. Apds 24

horas da aplicagdo do zymosan a temperatura retal diminuiu para os animais B e D e

aumentou para os animais

A e C. ATabela 3.5.20 apresenta esses dados.
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Tabela 3.5.20. Variagdo da temperatura retal ("C) para o grupo Celecoxibe-Zymosan
Grupo Ap6s 24h

Celecoxibe-Zzym. A 0,9

Celecoxibe-Zym.B  -1,1

Celecoxibe -Zym.C 0,5

Celecoxibe-Zym.D  -1,1

C.4. 6BR-ZYMOSAN

Para o grupo 6Br-Zymosan a temperatura variou de - 0,2 a 0,3°C. Apds 24 horas
a temperatura retal aumentou para o animal C e diminuiu para os animais A, Be D. A

variacdo da temperatura retal para esse grupo esta apresentada na Tabela 3.5.21.

Tabela 3.5.21. Variagdo da temperatura retal (°C) para o grupo 6Br-Zymosan

Grupo Ap6s 24h
6Br-Zym. A -0,1
6Br-Zym. B -0,2
6Br-Zym. C 0,3
6Br -Zym. D -0,1

C.5.10-OCH3-ZYMOSAN

A temperatura variou de -0,8 a 1,5°C. Apds 24 horas a temperatura retal

diminuiu para os animais A, B e C e aumentou para o animal D. Na Tabela 3.5.22 estdo

apresentados esses dados.

Tabela 3.5.22. Variagdo da temperatura retal ("C) para o grupo 10-OCH;-Zymosan
Grupo Apos 24h

10-OCHs-Zym. A -0,3

10-OCHs-Zym. B -0,1

10-OCHs-Zym. C -0,8

10-OCHs-Zym. D 1,5
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3.5.2. EXPERIMENTO Il
3.5.2.1. ESPESSURA DAS PATAS

A. CONTROLE —PBS
O grupo controle PBS apresentou aumento da espessura logo ap6s aplicacdo do

PBS, sendo que diminuiu apdés 1 hora, mantendo-se constante até o final do

experimento, para cada animal. Essa variacdo esta apresentada na Tabela 3.5.23.

Tabela 3.5.23. Variag¢dao da espessura da pata para o grupo controle PBS

Animal Logo apds 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1
B 1
C 1

Na figura 3.5.23 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.

PBS

i | B | D B B B BT
| |
TR R | 1
2H 3H S5H 7H 9H 11H

ANTES Logo 1H
APLIC. apos

Espessura (mm)
o = N o
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1 1 1 |

o
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Figura 3.5.23. Espessura da pata dos animais do grupo Controle PBS. O eixo das ordenadas mostra o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B e C estdo
apresentados em azul, vermelho e verde, respectivamente.

B. GRUPOS cOM CARRAGENINA

B.1. CONTROLE — CARRAGENINA

O grupo controle da carragenina (sem tratamento) apresentou aumento do
edema logo apods aplicacdo do agente inflamatério. Apds 1 hora apenas diminuiu o
edema para o animal. Apds 2 horas a espessura da pata foi a mesma da que observada

apo6s 1 hora. Apos 3 horas o edema havia diminuido para todos os animais. Apds 5
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horas diminuiu para o animal A e aumentou para os animais B e C. Apds 7 horas
aumentou para o animal A e diminuiu para os animais B e C. Apds 9 horas diminuiu
para anima A e a espessura da pata foi mantida para os animais B e C. E, apés 11 horas
a espessura aumentou para os animais A e B e foi mantida para o animal C. A Tabela
3.5.24 apresenta esses dados, mostrando os valores da espessura da pata para cada

animal do grupo, representado por A, B e C.

Tabela 3.5.24. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo controle Carragenina

Animal Logo ap6és 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1,5 1 1 0,5 0 0,5 0 1
B 1 1 1 0,5 1 0,5 0,5 1
C 1 1 1 0,5 1 0,5 0,5 0,5

Na figura 3.5.24 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.

ANTES Logo 1H
APLIC. apos

Carragenina

A
mB
C
2H 3H 5H 7H 9H 11H

Tempo (hora)

Espessura (mm)
o L) U O
Uk, NN wu s
| | | J

o

Figura 3.5.24. Espessura da pata dos animais do grupo Controle Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B e C
estdo apresentados em vermelho, roxo e laranja, respectivamente.

B.2. 50CH; — CARRAGENINA

Foi possivel observar que para o composto 5-OCH; o edema diminuiu apds 1
hora para os animais C e D e aumentou para o animal B. Apds 2 horas da aplicacdo do
zymosan, a espessura diminuiu para todos os animais, mantendo apés 3 horas. Apds 5
horas houve aumento na espessura para o animal D. Apds 7 horas houve aumento
para o animal C e diminuicdo da espessura para o animal B. Apds 9 horas a espessura

se igualou a medida inicial e manteve-se até apds 11. A Tabela 3.5.25 apresenta os
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dados citados, mostrando as espessuras da pata para cada animal desse grupo (A, B, C

e D).
Tabela 3.5.25. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo 5-OCH;
Animal Logo ap6és 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1 1 0,5 0 0 0 0 0
B 1 1,5 1 0,5 0 0 0
C 1,5 1 0 0 0 0,5 0 0
D 1,5 1 0 0,5 0,5 0 0

Na figura 3.5.25 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.25. Espessura da pata dos animais do grupo 5-OCH3-Zymosan. O eixo das ordenadas mostra
o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, C e D estdo
apresentados em laranja, azul, roxo e marrom, respectivamente.

B.3. CELECOXIBE — CARRAGENINA

Para o celecoxibe, notou-se uma diminuicdo do edema apds 1 hora da
aplicacdo para apenas o animal B. Apds 2 horas, o edema diminuiu para os animais B e
C. Porém, apds 3 horas foi observado aumento do edema para esses animais. E, apds 7
horas a medida da pata se igual a medida inicial, mantendo-se apds 9h e 11h. A Tabela

3.5.26 apresenta esses dados, apresentando a espessura da pata de cada animal do

grupo.
Tabela 3.5.26. Variacdo da espessura (mm) da pata para o grupo Celecoxibe
Animal Logo apés 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1 1 1 1 0 0 0 0
B 1 0,5 0 1 0 0 0 0

C 1 1 0 0,5 0 0 0 0
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D 1 1 1 0,5 0,2 0 0 0
Na figura 3.5.26 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.26 .Espessura da pata dos animais do grupo Celecoxibe-Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em azul, vermelho, verde e roxo, respectivamente.

B.4. 6BR — CARRAGENINA

O composto 6Br comecgou a diminuir o edema apds 1 hora da aplicacdo apenas
para o animal A, o qual apresentou a mesma medida inicial da pata até apds 11 horas
da aplicagdo. Apds 2 horas o edema também diminuiu para o animal B. No entanto,
para esse animal o edema aumentou apds 3 e 5 horas, diminuindo apds 7 horas e
apresentou a medida da espessura igual a medida inicial aos 9 e 11 horas. Para os
animais C e D o edema diminuiu apds 7 horas, aumentando apds 9 horas e voltando a

medida inicial apds 11 horas. A Tabela 3.5.27 apresenta esses dados.

Tabela 3.5.27. Variacdo da espessura (mm) da pata para o grupo 6Br

Animal Logo apés 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1 0,5 0 0 0 0 0
B 1 0 0,5 1 0,5 0 0
C 1 1 1 1 0 0,5 0
D 1 1 1 1 1 0,2 0,5 0

Na figura 3.5.27 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.27. Espessura da pata dos animais do grupo 6Br-Carragenina. O eixo das ordenadas mostra o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, C e D estdo
apresentados em tons de roxo, do tom mais escuro para o mais claro, respectivamente.

B.5. 10-OCH3 — CARRAGENINA

Para o composto 10-OCHs foi observado que a espessura diminuiu apds 1 hora
da aplicagdo para todos os animais. Apds 2 horas, para os animais A e D, a espessura
da pata voltou a medida inicial. Apds 3 horas houve aumento da para o animal B. Apds
54 horas, o edema aumentou para o animal D, diminuindo apds 7 horas. Apds 9 horas,
o edema aumentou para o animal A. E, apds 11 horas a espessura da pata para todos

os animais foi a mesma da medida inicial. Esses dados estdao apresentados na Tabela

3.5.28.

Tabela 3.5.28. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo 10-OCH;

Animal Logo apés 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
2 0 0 0 0,5 0

B 1,5 0,5 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0

C 1,5 1 1 0 0 0 0 0

D 1,5 1 0 0 0,5 0 0 0

Na figura 3.5.28 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.28. Espessura da pata dos animais do grupo 10-OCHs-Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em tons de azul, do tom mais escuro para o mais claro, respectivamente.

C. GRUPOS COM ZYMOSAN

C.1. CONTROLE — ZYMOSAN

O grupo controle do Zymosan (sem tratamento) apresentou diminuicdo do
edema apds 1 hora para os animais A e C. Apds 2 horas diminuiu para o animal B e
manteve constante para todos os animais apds 3 horas. Apds 5 horas houve um
aumento para os animais B e C, e diminuiu para o animal A, mantendo para este
animal até apds 24 horas. Apds 7 horas diminuiu par aos animais B e C, mantendo

aapos 9 horas. E, apds 11 horas diminuiu para o animal B (Tabela 3.5.29).

Tabela 3.5.29. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo Zymosan

Animal Logo apés 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1,5 1 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5
B 1,5 1,5 1 1 2 1,5 1,5 1

C 1,5 1 1 1 1,5 1 1 1

Na figura 3.5.29 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.29. Espessura da pata dos animais do grupo Zymosan. O eixo das ordenadas mostra o tempo
em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B e C estdo apresentados
em azul, verde e azul turquesa, respectivamente.

C.2.50CH3 - ZYMOSAN

Foi possivel observar que para o composto 5-OCH; o edema diminuiu apds 1
hora para todos os animais, mantendo a espessura apds 2 horas. Apds 3 horas a
espessura diminuiu um pouco mais para todos os animais. No entanto, apds 5 horas o
edema aumentou para os animais C e D, diminuindo apds 7 horas. Para o animal A,
aumentou apds 7 horas. Apdés 9 horas diminuiu para todos os animais, porém
aumentou para os animais B e C apds 11 horas. A Tabela 3.5.30 apresenta os dados

citados, mostrando as espessuras da pata para cada animal desse grupo (A, B, C e D).

Tabela 3.5.30. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo 5-OCH;

Animal Logo apés 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1,5 1 1 0,5 0 0,5 0 1

B 1 1 1 0,5 1 0,5 0,5 1

C 1 1 1 0,5 1 0,5 0,5 0,5

Na figura 3.5.30 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.30. Espessura da pata dos animais do grupo 5-OCHs-Zymosan. O eixo das ordenadas mostra o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, C e D estdo
apresentados em azul, vermelho, verde e roxo, respectivamente.

C.3. CELECOXIBE — ZYMOSAN

Para o celecoxibe, notou-se uma diminuicdo do edema apds 9 horas apenas
para o animal C. Apds 2 horas o edema aumentou para o animal B, mantendo a
espessura até 3 horas apds. Apds 5 horas diminuiu o edema para o animal B e
aumentou para o animal D, diminuindo apds 7 horas. E, apds 11 horas diminuiu para
todos os animais A, B e C. A Tabela 3.5.31 apresenta esses dados, apresentando a

espessura da pata de cada animal do grupo.

Tabela 3.5.31. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo Celecoxibe

Animal Logo apés 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1 1 1 1 1 1 1 0

B 1 1 1,5 1,5 1 0,5
C 1 1 1 0,5 0,5
D 1 1 1,5 1 1 1

Na figura 3.5.31 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.31. Espessura da pata dos animais do grupo Ceelcoxibe-Zymosan. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em tons de azul, do tom mais escuri para o tom mais claro, respectivamente.

C.4. 6BR— ZYMOSAN

O composto 6Br comecou a diminuir o edema apos 1 hora da aplicacdo, para
apenas o animal B. Apds 2 horas o edema diminuiu para os animais A e C e aumentou
para o animal B. Apds 3 horas o edema aumentou para o animal A e diminuiu para o
animal B. Apds 5 horas aumentou para todos os animais. Apds 7 horas diminuiu para
os animais A e D e aumentou para o animal B. Apds 9 horas diminuiu para os animais A
e B. E, apds 11 horas aumentou para o animal B. A Tabela 3.5.32 apresenta esses

valores.

Tabela 3.5.32. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo 6Br

Animal Logo apés 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1 1 0,5 1 2 1,5 1 1
B 1 0,5 1 0,5 1 1,5 0,5 1
C 1 1 0,5 0,5 1 1 1 1
D 1 1 1 1 2 1 1 1

Na figura 3.5.32 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.32. Espessura da pata dos animais do grupo 6Br-Zymosan. O eixo das ordenadas mostra o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, C e D estdo
apresentados em tons de vermelho, do tom mais escuro para o tom mais claro, respectivamente.

C.5.10-OCH;3 — ZYMOSAN

Para o composto 10-OCH; foi observado que o edema diminuiu apds 1 hora da
aplicagdo do zymosan para todos os animais. Apds 2 horas diminuiu para o animal A e
aumentou para o animal D. Apds 3 horas o edema aumentou para o animal A. A pds 5
horas teve aumento do edema para os animais B e C. Apds 7 horas o edema diminuiu
para todos os animais e permaneceu até apds 11 horas, exceto para o animal B que

apresentou aumento apds 9 horas. Esses dados estdo apresentados na Tabela 3.5.33.

Tabela 3.5.33. Variagdo da espessura (mm) da pata para o grupo 10-OCH;

Animal Logo apés 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
2 1 0,5 2 0,5 1 1

B 1,5 1 1 2 1 1 1

C 1,5 1 1 1 1,5 1 1 1

D 1 1 2 2 2 1 1 1

Na figura 3.5.33 estdo apresentadas as medidas das espessuras durante

intervalo de tempo em que foi medido o edema para cada animal.
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Figura 3.5.33. Espessura da pata dos animais do grupo 10-OCHs-Zymosan. O eixo das ordenadas mostra
o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta a espessura em mm. Os animais A, B, C e D estao
apresentados em tons de verde, do tom mais escuro para o tom mais claro, respectivamente.

3.5.2.2. TEMPERATURA

Para a analise da temperatura foi considerada a variacdo da temperatura da
pata esquerda (na qual foi aplicado o agente inflamatério), sendo os resultados
apresentados pela diferenca entre a medida da pata antes e apds os tratamentos.
Esses resultados estdo apresentados em tabelas, para cada animal de cada grupo.

Os valores obtidos num determinado periodo foram comparados com aqueles
obtidos para o periodo anterior. Por exemplo, as medidas determinadas para 2 horas
apods a aplicagao dos agentes inflamatdrios foram comparadas com aquelas obtidas
apés 1 hora, sendo observado se diminuiu ou aumentou a temperatura para esse
periodo em relagdo ao anterior.

Os valores negativos mostram que a temperatura da pata no periodo é menor

gue a temperatura inicial (antes da aplicacdo do agente inflamatdrio).

A. CONTROLE-PBS

Para o grupo controle PBS, a temperatura da pata esquerda aumentou apds 1
hora e diminuiu para os animais A e B apds 2 horas. Apds 3 horas diminuiu para todos
os animais. No entanto, aumentou apds 5 horas, diminuindo novamente apds 9 e 11

horas. Esses dados estdo apresentados na Tabela 3.5.34.
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Tabela 3.5.34. Variagdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo controle PBS

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 4,0 3,9 0,8 29 3,8 3,5 13
B 5,2 4,6 1,4 2,9 4,7 3,0 0,4
c 2,3 6,4 1,9 4,8 5,8 2,8 0,8

A figura 3.5.34 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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Figura 3.5.34. Temperatura da pata dos animais do grupo controle-PBS. O eixo das ordenadas mostra o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B e C estdo
apresentados em tons de verde, do tom mais claro para o tom mais escuro, respectivamente.

B. GRUPOS cOM CARRAGENINA
B.1. CONTROLE-CARRAGENINA

O grupo controle Carragenina apresentou diminui¢ao da temperatura da pata
esquerda apds 1 hora da aplicagdo da carragenina para o animal C. No entanto, a
temperatura aumentou apds 2 horas para os animais A e C, e diminuiu para o animal B.
Ap0ds 5 horas a temperatura diminuiu para todos os animais e aumentou apds 7 horas
para o animal A. Apds 9 e 11 horas a temperatura diminuiu para todos os animais,

conforme apresentado na Tabela 3.5.35.

Tabela 3.5.35. Variacdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo controle Carragenina

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 1,4 1,6 -3,3 -3,3 1,9 -3,7 -0,4
B 1,3 0,1 -3,7 -2,6 -1,6 -4,8 -2,7
C -2,4 7,7 2,8 0,4 0,9 0,5 -0,9

A figura 3.5.35 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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Figura 3.5.35. Temperatura da pata dos animais do grupo controle-Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B e C estdo
apresentados em tons de azul, do tom mais claro para o tom mais escuro, respectivamente.

B.2. 5-OCH3- CARRAGENINA

A temperatura da pata esquerda para o grupo 5-OCHs-Carragenina diminuiu
apdés 1 hora para o animal C somente. No entanto, apds 2 horas a temperatura
aumentou em relagdo ao periodo anterior para todos os animais. Apds 3 horas
diminuiu para os Animais A, B e D, e aumentou para o animal C. Apds 5 horas
aumentou para os animais A, B e D e permaneceu a mesma para o animal C. Apds 7
horas aumentou para os animais A, B e C e diminuiu para os animais D. Apds 9 horas
diminuiu para todos os animais, porém apds 11 horas aumentou para os animais B,C e

D. A Tabela 3.5.36 apresenta esses dados.

Tabela 3.5.36. Variagdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo 5-OCHs-Carragenina

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 0,9 3,6 1,9 5,7 5,8 4,7 3,8
B 2,9 4,4 1,3 2,3 3,9 4,7 7,8
C -0,4 1,1 3 3 3,7 1,2 14
D 8 5,8 5,6 4,9 4,6 3,6 7,6

A figura 3.5.36 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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Figura 3.5.36. Temperatura da pata dos animais do grupo 5-OCHs-Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, C e D
estdo apresentados em tons de vermelho, do tom mais claro para o tom mais escuro, respectivamente.

B.3. CELECOXIBE- CARRAGENINA

Para este grupo foi observado que apds 1 e 2 horas a temperatura da pata
esquerda aumentou para todos os animais. Apds 3, 5 e 7 horas a temperatura diminuiu
para todos os animais em relagdo ao periodo anterior, exceto para o animal B, para o
gual a temperatura aumentou apds 5 horas. No entanto, apds 9 horas a temperatura
aumentou para o animal D. E, apds 11 horas aumentou para os animais A e B, e

diminuiu para o animal D. A Tabela 3.5.37 apresenta esses dados.

Tabela 3.5.37. Variagdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo Celecoxibe-Carragenina

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 4,1 7,6 6,5 5,7 4,4 2,1 4,7
B 4,1 6 2,4 53 3,5 3,4 5,7
C 2,6 7,9 7,5 2,1 5,2 3,8 2,4
D 5,6 6,5 3,4 4,4 3,3 4,1 2

A figura 3.5.37 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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Figura 3.5.37. Temperatura da pata dos animais do grupo Celecoxibe-Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, C e D

estdo apresentados em tons de roxo, do tom mais claro para o tom mais escuro, respectivamente.

B.4. 6BR- CARRAGENINA

A temperatura da pata esquerda aumentou apds 1 e 2 horas para todos os

animais do grupo, diminuindo apds 3 horas da aplicacdo da carragenina. No entanto,

apos 5 horas aumentou para os animais A e C. Apds 7 horas a temperatura aumentou

para os animais B e D, e diminuiu para os animais A e C. Apds 9 horas diminuiu para os

animais A, B e D, e aumentou para o animal C. E, apds 11 horas diminuiu para os

animais A e C, e aumentou para os animais B e D. Na Tabela 3.5.38 estao apresentados

os dados citados.

Tabela 3.5.38. Variagdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo 6Br-Carragenina

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
3,6 4,5 3,4 6 4,3 3 2

B 31 5,9 3,5 3,4 4,9 4,2 6,1

C 1,6 5,6 2,5 5 3,5 51 2,5

D 2,1 3,7 3,4 3,4 3,7 2 55

A figura 3.5.38 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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Figura 3.5.38. Temperatura da pata dos animais do grupo 6Br-Carragenina. O eixo das ordenadas mostra
o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, C e D est3o
apresentados em tons de marrom, do tom mais claro para o tom mais escuro, respectivamente.

B.5. 10-OCHs- CARRAGENINA

Para o grupo 10-OCHs-Carragenina, a temperatura da pata esquerda aumentou
apos 1 e 2 horas, diminuindo apds 3 horas para todos os animais. Apds 5 horas
aumentou para todos os animais, diminuindo apdés 7 horas para o animal B,
aumentando para os animais A, C e D. Apds 9 horas a temperatura diminuiu para os
animais A e C, e aumentou para os animais B e D. E, apds 11 horas apenas diminuiu

para o animal B. Essa variag¢ao esta apresentada na Tabela 3.5.39.

Tabela 3.5.39. Variacdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo 10-OCH;-Carragenina

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 2,9 4,8 4,1 4,9 6,2 4,5 6,3
B 2,8 5,0 1,9 5,0 3,3 4,0 2,8
C 2,8 3,4 -0,1 3,6 4,4 1,8 4,2
D 4,4 5,9 3,9 2,5 3,9 6,4 7,9

A figura 3.5.39 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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Figura 3.5.39. Temperatura da pata dos animais do grupo 10-OCH;-Carragenina. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, Ce D
estdo apresentados em tons de laranja, do tom mais claro para o tom mais escuro, respectivamente.

C. GRUPOS COM ZYMOSAN
C.1. CONTROLE-ZYMOSAN

Para o grupo controle Zymosan foi observado que a temperatura da pata
esquerda aumentou apds 1 e 2 horas, diminuindo apds 3 horas para todos os animais.
Ap0ds 5 horas diminuiu apenas para o animal A, aumentando apds 7 horas para todos
os animais. Apés 9 horas diminuiu para os animais A e C, e aumentou para o animal B.

Ap0ds 11 horas diminuiu para todos os animais. A Tabela 3.5.40 apresenta esses dados.

Tabela 3.5.40. Variagdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo controle-Zymosan

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 8,7 6,5 5,9 1,3 6,7 4,4 0,3
B 9,1 8,7 4 7 7 7,9 0,1
C 2,7 7,3 1,1 4,7 5 3,5 1,8

A figura 3.5.40 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.



35

Zymosan

30

20 ~

Temperatura °C
[EY
o

o (6]
1

Antes

1h

3h
Tempo (horas)

5h

11h

212

Figura 3.5.40. Temperatura da pata dos animais do grupo Controle-Zymosan. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, C e D

estdo apresentados em tons de laranja, do tom mais escuro para o tom mais claro, respectivamente.

C.2.50CH3- ZYMOSAN

A temperatura da pata para esse grupo aumentou apds 1 hora da aplicacdo do

zymosan e diminuiu apds 2 horas apenas para os animais A e C. Apds 3 horas

aumentou para os animais A, B e C e diminuiu para o animal D. Apds 5 horas aumentou

para todos os animais, diminuindo apdés 7 horas para os animais A, B e D e

aumentando para o animal C. Apds 9 horas a temperatura diminuiu para os animais B,

C e D. E, apds 11 horas diminuiu apenas para o animal A, e aumentou para os outros

animais. Essa variacdo estd apresentada na Tabela 3.5.41.

Tabela 3.5.41. Variacdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo 5-OCH;-Zymosan

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
3,2 1,7 2,5 6,4 5,9 5,9 51
B 2,8 2,8 2,2 3,7 5,5 2,3 4,5
C 1,9 1,4 2,5 6 8,1 0,7 2,9
D 1,6 2,7 1,6 9,3 6,6 19 3,7

A figura 3.5.41 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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Figura 3.5.41. Temperatura da pata dos animais do grupo 5-OCHs;-Zymosan. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, C e D

estdo apresentados em tons de verde, do tom mais escuro para o tom mais claro, respectivamente.

C.3. CELECOXIBE- ZYMOSAN

Para este grupo a temperatura aumentou ap6s 1 hora da aplicacdo, diminuindo

apos 2 horas apenas para o animal A. Apds 3 horas diminuiu para os animaisB,CeD e

aumentou para o animal A. Apds 5 e 7 horas aumentou para todos os animais, exceto

para o animal D, para o qual a temperatura diminuiu apds 7 horas. Apds 9 horas

diminuiu para todos os animais. E, apdés 11 horas apenas aumentou para o animal B.

Esses dados estdo apresentados na Tabela 3.5.42.

Tabela 3.5.42. Variagdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo Celecoxibe-Zymosan

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 5,8 2,7 51 5,8 8,2 2,8 2,3
B 81 8,9 5,2 7,3 8,2 4,0 4,3
C 1,7 4,9 3,6 5,4 5,7 4,7 31
D 5,5 7,2 5,2 9,1 6,1 55 54

A figura 3.5.42 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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Figura 3.5.42. Temperatura da pata dos animais do grupo Celecoxibe-Zymosan. O eixo das ordenadas
mostra o tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, C e D
estdo apresentados em tons de vermelho, do tom mais escuro para o tom mais claro, respectivamente.

C.4. 6BR- ZYMOSAN

Foi possivel observar que a temperatura aumentou apds 1 hora e diminuiu para

os animais A, B e D apds 2 horas. Neste periodo, e apds 3 horas o animal B apresentou

temperatura menor que a inicial. Apds 3 horas, a temperatura aumentou para os

animais A e C e diminuiu para o animal D. Apds 5 horas apenas diminuiu para o animal

C e aumentou para os outros animais. Apds 7 horas também aumentou para todos os

animais. Apds 9 horas diminuiu para todos os animais. E, apds 11 horas aumentou

novamente para todos os animais. A Tabela 3.5.43 apresenta essa variagao.

Tabela 3.5.43. Variagdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo 6Br-Zymosan

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
4,7 0,9 1,1 4,1 7,5 53 6,2

B 2,4 -1,6 -2,6 4 6,3 2 3

C 4,4 53 8 4,1 8,2 4,8 6,8

D 6 3,9 1,3 5,9 10,1 4,4 8,5

A figura 3.5.43 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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3.5.43. Temperatura da pata dos animais do grupo 6Br-Zymosan. O eixo das ordenadas mostra o tempo
em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, C e D est3o apresentados

em tons de roxo, do tom mais escuro para o tom mais claro, respectivamente.

C.5. 10-OCHs- ZYMOSAN

Para o grupo 10-OCHsz-Zymosan a temperatura aumentou apo6s 1 e 2 horas da

aplicacdo do zymosan. Apds 3 horas diminuiu para os animais B e D e aumentou para

os animais A e C. Apds 5 horas diminuiu para apenas o animal A e aumentou para os

demais. Ap6s 7 horas diminuiu apenas para o animal C e aumentou para os demais.

Apbs 9 horas aumentou para o animal D e diminuiu para os demais. Apds 11 horas

diminuiu para todos os animais. Esses dados estdao apresentados na Tabela 3.5.44.

Tabela 3.5.44. Variacdo da temperatura (°C) para a pata esquerda do grupo 10-OCHsz-Zymosan

Animal 1h 2h 3h 5h 7h 9h 11h
A 3,1 3,6 5,4 4,1 10 6,8 5,4
B 5,9 6,8 3,8 5,5 6,6 51 5,0
C 2,8 3,3 3,5 12,8 10,4 6,7 6,0
D 5,9 7,9 55 13 9,5 9,9 7,0

A figura 3.5.44 apresenta as medidas das temperaturas para cada animal.
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3.5.44. Temperatura da pata dos animais do grupo 10-OCH;-Zymosan. O eixo das ordenadas mostra o
tempo em horas e o eixo das abcissas apresenta temperatura em °C. Os animais A, B, C e D estdo
apresentados em tons de azul, do tom mais escuro para o tom mais claro, respectivamente.
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Nesta secdo sdo apresentadas as imagens obtidas para o Experimento Il com a

camera termografica.

3.6.1.EXPERIMENTO Il
3.6.1.1 PBS
3.6.1.1.1 ANIMALA
3.6.1.1.2 ANIMAL B
3.6.1.1.3 ANIMALC
3.6.1.2 CARRAGENINA
3.6.1.2.1 ANIMALA
3.6.1.2.2 ANIMAL B
3.6.1.2.3 ANIMALC
3.6.1.3 5-OCH;3-CARRAGENINA
3.6.1.3.1 ANIMALA
3.6.1.3.2 ANIMALB
3.6.1.3.3 ANIMALC
3.6.1.3.4 ANIMALD
3.6.1.4 CeLECOXIB-CARRAGENINA
3.6.1.4.1 ANIMALA
3.6.1.4.2 ANIMAL B
3.6.1.4.3 ANIMALC
3.6.1.4.4 ANIMALD
3.6.1.5 6BR-CARRAGENINA
3.6.1.5.1 ANIMALA
3.6.1.5.2 ANIMAL B
3.6.1.5.3 ANIMALC
3.6.1.5.4 ANIMALD
3.6.1.6 10-OCH3-CARRAGENINA
3.6.1.6.1 ANIMALA
3.6.1.6.2 ANIMAL B
3.6.1.6.3 ANIMALC
3.6.1.6.4 ANIMALD
3.6.1.7 ZYMOSAN
3.6.1.7.1 ANIMALA
3.6.1.7.2 ANIMAL B
3.6.1.7.3 ANIMALC
3.6.1.8 5-OCH3-ZYMOSAN
3.6.1.8.1 ANIMALA
3.6.1.8.2 ANIMAL B
3.6.1.8.3 ANIMALC
3.6.1.8.4 ANIMALD
3.6.1.9 CELECOXIB-ZYMOSAN
3.6.1.9.1 ANIMALA
3.6.1.9.2 ANIMAL B
3.6.1.9.3 ANIMALC
3.6.1.9.4 ANIMALD
3.6.1.10 6BR-ZYMOSAN
3.6.1.10.1 ANIMALA
3.6.1.10.2 ANIMAL B
3.6.1.10.3 ANIMAL C
3.6.1.10.4 ANIMALD
3.6.1.11 10-OCH3-ZYMOSAN
3.6.1.11.1 ANIMALA
3.6.1.11.2 ANIMAL B
3.6.1.11.3 ANIMALC
3.6.1.11.4 ANIMALD
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3.6.1.2 EXPERIMENTO Il

3.6.1.1 PBS

3.6.1.1.1 ANIMAL A
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Figura 3.6.1. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo controle PBS. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo do PBS,
identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.1.2 ANIMAL B
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Figura 3.6.2. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo controle PBS. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo do PBS,
identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.1.3 ANIMALC
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Figura 3.6.3. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo controle PBS. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagcdo do PBS,
identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.2 CARRAGENINA

3.6.1.2.1 ANIMAL A
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Figura 3.6.4. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo controle Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.2.2 ANIMAL B
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Figura 3.6.5. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo controle Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.2.3 ANIMALC
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Figura 3.6.6. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo controle Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.3 5-OCH;s-CARRAGENINA
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Figura 3.6.7. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo 5-OCHs-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.3.2 ANIMAL B

Apos 5

B, - - horas &
Figura 3.6.8. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo 5-OCHs-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.3.3 ANIMALC
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Figura 3.6.9. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo 5-OCH;-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.




227

3.6.1.3.4 ANIMALD
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Figura 3.6.10. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal D do grupo 5-OCH;-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.4 CeELECOXIB-CARRAGENINA

3.6.1.4.1 ANIMAL A
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Figura 3.6.11. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo Celecoxib-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.4.2 ANIMAL B

‘ a

Figura 3.6.12. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo Celecoxib-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.4.3 ANIMALC
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Figura 3.6.13. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo Celecoxib-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.4.4 ANIMALD

Figura 3.6.14. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal D do grupo Celecoxib-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.5 6BR-CARRAGENINA

3.6.1.5.1 ANIMAL A

Figura 3.6.15. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo 6Br-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.5.2 ANIMAL B

k_ -

_~

Apos 5
horas

Figura 3.6.16. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo 6Br-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.5.3 ANIMALC
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Figura 3.6.17. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo 6Br-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.5.4 ANIMAL D
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Figura 3.6.18. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal D do grupo 6Br-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.6 10-OCH;3-CARRAGENINA

3.6.1.6.1 ANIMAL A
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Figura 3.6.19. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo 10-OCH3-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.6.2 ANIMAL B
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Figura 3.6.20. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo 10-OCH3-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.6.3 ANIMALC
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Figura 3.6.21. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo 10-OCH;-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo da
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.6.4 ANIMAL D
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Figura 3.6.22. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal D do grupo 10-OCH;-Carragenina. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Carragenina, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.7 ZYMOSAN

3.6.1.7.1 ANIMAL A

Figura 3.6.23. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo controle Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.7.2 ANIMAL B

Figura 3.6.24. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo controle Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.7.3 ANIMALC
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Figura 3.6.25. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo controle Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.8 5-OCH;3-ZYMOSAN

3.6.1.8.1 ANIMAL A

Figura 3.6.26. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo 5-OCHs-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.



3.6.1.8.2 ANIMAL B
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Figura 3.6.27. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo 5-OCH;-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.8.3 ANIMALC

Figura 3.6.28. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo 5-OCHs-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.8.4 ANIMAL D
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Figura 3.6.29. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal D do grupo 5-OCHs-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.9 CELECOXIB-ZYMOSAN

3.6.1.9.1 ANIMAL A
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Figura 3.6.30.Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo Celecoxib-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.9.2 ANIMAL B
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Figura 3.6.31. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo Celecoxib-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.9.3 ANIMALC
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Figura 3.6.32. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo Celecoxib-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.9.4 ANIMAL D
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Figura 3.6.33. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal D do grupo Celecoxib-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.10 6BR-ZYMOSAN

3.6.1.10.1 ANIMAL A

Figura 3.6.34. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo 6Br-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.10.2 ANIMAL B
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Figura 3.6.35. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo 6Br-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do Zymosan,
identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.10.3 ANIMAL C
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Figura 3.6.36. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo 6Br-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e ap0s a aplicagdo do Zymosan,
identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.10.4 ANIMAL D
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Figura 3.6.37. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal D do grupo 6Br-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do Zymosan,
identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.11 10-OCH3-ZYMOSAN

3.6.1.11.1 ANIMAL A
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Figura 3.6.38. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal A do grupo 10-OCH;-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.11.2 ANIMALB
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Figura 3.6.39. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal B do grupo 10-OCH3-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.
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3.6.1.11.3 ANIMALC
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Figura 3.6.40. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal C do grupo 10-OCHs-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicagdo do
Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.




258

3.6.1.11.4 ANIMALD
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Figura 3.6.41. Temperatura em °C das patas esquerda e direita do animal D do grupo 10-OCHs-Zymosan. Estdo apresentados os periodos antes e apds a aplicacdo do

T

Zymosan, identificando a temperatura para cada pata.



