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RESUMO

Os inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 (COX-2), como o rofecoxibe (2) e o celecoxibe
(1), formam uma importante classe de medicamentos anti-inflamatorios desenvolvidos a partir
da descoberta das duas isoformas das ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) na década de 1979.
A isoforma 1 esta relacionada com a citoprotecdo gastrica, agregacdo plaquetaria e funcéo
renal e a isoforma 2 relacionada a processos inflamatorios. Estes inibidores seletivos apesar
de ndo apresentarem os efeitos colaterais (ulceras e gastrites) dos anti-inflamatorios néo
esteroidais (AINES) classicos por inibirem apenas a COX-2, apresentam grave risco
cardiovascular, o que motivou & retirada do rofecoxibe do mercado. Porém, por ser um
eficiente inibidor seletivo da COX-2 a estrutura do rofecoxibe tornou-se referéncia no estudo
de novas substancias capazes de inibir seletivamente a COX-2. Dentre as ferramentas
utilizadas na busca destas novas estruturas esta a modelagem molecular através de programas
como o GOLD 5.1, que foi utilizado neste trabalho. O uso do GOLD 5.1 possibilitou o
estudo do comportamento das estruturas avaliadas em ligacdo com as ciclooxigenases. O
objetivo foi obtencdo de estruturas com comportamento semelhante ao rofecoxibe (em relacéo
as COXs) como potenciais candidatos ao desenvolvimento de novos inibidores seletivos para
a COX-2. O estudo foi realizado com 480 estruturas modeladas a partir de lignanas naturais
como a hinoquinina, cubebina, deoxipodofilotoxina e podofilotoxina, que apresentam
atividade anti-inflamatéria in vivo ou in vitro, além de semelhancas estruturais com o
rofecoxibe. A deoxipodofilotoxina por apresentar seletividade para a COX-2 em ensaio in
vitro também foi utilizada como estrutura de referéncia além do rofecoxibe. Os resultados
observados a partir da simulagdo molecular permitiram concluir que embora tanto o
rofecoxibe como a deoxipodofilotoxina (3) inibam seletivamente a COX-2 in vitro, o fazem
de modo diferente. Em relacdo a COX-2 as duas estruturas ocupam a mesma regido do sitio
ativo, mas o rofecoxibe apresenta interacbes mais fortes com o bolso hidrofilico desta
isoforma (condicdo necessaria para a inibicdo seletiva para os coxibes). Ja& para a COX-1
enquanto o rofecoxibe ocupa a porcdo superior do canal hidrofébico (sitio ativo) como os
demais AINEs, a deoxipodofilotoxina ocupa uma regido vizinha. Pelos resultados obtidos é
possivel sugerir que tanto a maior flexibilidade das estruturas como a presenca do anel
lactonico, sdo importantes para um comportamento analogo ao rofecoxibe ou a
deoxipodofilotoxina. Com relacdo & interacdo com o bolso hidrofilico da COX-2, o0s
resultados sugerem que a presenca de grupos aceptores de prétons menos volumosos nas

posigdes C3 e C4, C3’ e C4’ ou C4 levam a resultados melhores que grupos aceptores de



maior volume. A presenca de grupos doadores de protons apesar de permitirem forte interacéo
com o bolso hidrofilico da COX-2 leva a resultados globais insatisfatorios, pois formam
interacdes fortes com o residuo Argl20 do sitio ativo da COX-1, interacdo considerada
importante para a inibicdo ndo seletiva. Resultado semelhante a deoxipodofilotoxina foi
observado apenas para a estrutura 17. As estruturas 37, 188, 266, 267, 348 e a hinoquinina (4)
apresentam resultados semelhantes ao rofecoxibe, para as duas isoformas. Deste modo
permite-se sugerir a partir dos resultados obtidos neste estudo que a hinoquinina (4) e as
estruturas 17, 37, 188, 266, 267 e 348 apresentam-se como possiveis prototipos de farmacos

que atuem como inibidores seletivos para a COX-2.

Palavras-chaves: Coxibes, hinoquinina, GOLD 5.1, simulacdo molecular, anti-inflamatério,
COX-1, COX-2, inibicao seletiva.



ABSTRACT

The selective inhibitors of the cyclooxygenase-2 (COX-2) as rofecoxib (2) and celecoxib (1),
form an important class of anti-inflammatory drugs developed from the discovery of two
isoforms of cyclooxygenases (COX-1 and COX-2) in the late 1979. Isoform 1 is related to the
gastric cytoprotection, platelet and renal function and isoform 2 related to inflammatory
processes. These selective inhibitors although they did not side effects (ulcers and gastritis) of
the classic NSAIDs to inhibit only COX-2, have severe cardiovascular risk, which led to the
withdrawal of rofecoxib from the market. However, to be an effective selective COX-2 to
rofecoxib structure has a reference in the study of new substances capable of selectively
inhibiting COX-2. Among the tools used in the search of these new structures is by molecular
modeling program such as GOLD 5.1, which was used in this work. Using GOLD 5.1 made
it possible to study the behavior of structures evaluated in binding with the cyclooxygenases.
With the objective of obtaining structures with similar behavior to rofecoxib (regarding
behavior with COX) as potential candidates for the development of new selective inhibitors
for COX-2. The study was conducted with 480 structures modeled from natural lignans as
hinokinin, cubebin, deoxypodophyllotoxin and podophyllotoxin, which have anti-
inflammatory activity in vivo or in vitro as well as structural similarities with rofecoxib. The
deoxypodophyllotoxin for presenting selectivity for COX-2 in the in vitro assay was also used
as a reference structure beyond rofecoxib. The results observed from the molecular simulation
showed that although both rofecoxib (2) as deoxypodophyllotoxin (3) selectively inhibit
COX-2 in vitro, they do differently. In relation to COX-2 the two structures occupy the same
region of the active site, but rofecoxib has stronger interactions with the hydrophilic pocket of
this isoform (a necessary condition for the selective inhibition for coxibs). As for the COX-1
while rofecoxib occupies the upper portion of the hydrophobic channel (active site) like other
NSAIDs, the deoxypodophyllotoxin occupies a neighboring region. From the results it is
possible to suggest that the greater flexibility of the structures such as the presence of the
lactone ring, are important for a similar behavior to rofecoxib or deoxipodofilotoxina. With
respect to the interaction with the hydrophilic pocket COX-2, the results suggest that the
presence of acceptors groups less bulky protons in positions C3 and C4, C3 'and C4' and C4
lead to better results than acceptors groups of larger volume. The presence of proton donors
groups despite allowing strong interaction with the hydrophilic pocket COX-2 lead to poor
overall results, since they form strong interactions with Arg120 residue of COX-1 active site,

considered important interaction for inhibiting non-selective. Results similar to



deoxipodofilotoxina was only observed for structure 17. Structures 37, 188, 266, 267, 348 and
hinokinin (4) show results similar to rofecoxib for the two isoforSA. Thus it allows suggest
from the results obtained in this study hinokinin (4) and structures 17, 37, 188, 266, 267 and

348 are shown as possible prototype drugs that act as selective inhibitors for COX-2.

Keywords: Coxibs, hinokinin, GOLD 5.1, molecular simulation, anti-inflammatory, COX-1,
COX-2 selective inhibition.
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1. APRESENTACAO

As cicloooxigenases (COXs) ou prostaglandinas endoperdéxido H, sintases (PGH,S)
sdo glicoproteinas dimeéricas integrais de membrana, encontradas principalmente, no reticulo
endosplasmatico. Estas enzimas catalisam as duas primeiras etapas da conversdao do acido
aracdonico, seu substrato natural, em prostandides™™.

Os prostandides estdo relacionados a processos homeostasicos e patologicos no
organismo, sendo fundamental o seu papel nos processos inflamatorios. Deste modo por
estarem as COXs associadas a sintese dos prostanodides sdo importantes alvos dos anti-
inflamatorios ndo esterdidais (AINEs). Os AINEs sdo drogas que inibem a sintese dos
prostanoides por competirem com o &cido aracd6nico pelo sitio ativo das ciclooxigenases
levando a uma diminuicdo da producdo de prostaglandinas e tromboxanos, que por sua vez
conduzem aos efeitos benéficos de tais medicamentos®. Entretanto os AINES clssicos usados
no tratamento de processos inflamatdrios apresentam efeitos colaterais indesejaveis como
irritacdes gastrointestinais e ulceracdes’°.

No inicio dos anos de 1979 duas isoformas das ciclooxigenases foram identificadas, e
denominadas de COX-1 e COX-2. A isoforma COX-1 foi classificada como constitutiva
sendo expressa na maioria dos tecidos e nas plaquetas, e estd associada a producdo de
prostandides envolvidos em processos homeostasicos, como por exemplo, citoprotecdo
gastrica, manutencio da homeostase renal e na agregacao plaquetaria™*%. Enquanto a COX-2,
induzida na maioria dos tecidos por estimulos inflamatorios e traumas tissulares, é
responsavel pela producdo dos mediadores prostandides envolvidos nos processos
inflamatorios, além de ser expressa em diversos tipos de cancer e estar presente em niveis
detectaveis no SNC, rins e coragéo™ 2.

A partir da descoberta das isoformas e suas funcdes bioldgicas foi possivel estabelecer
que os efeitos colaterais dos AINEs classicos estdo relacionados a inibicdo da COX-1. Desta
forma, visando uma diminuigdo desses efeitos indesejaveis foram desenvolvidos
medicamentos capazes de inibir seletivamente a COX-2, e que ndo apresentassem o0s efeitos
indesejaveis dos AINEs classicos. O celecoxibe (1) (Celebra®) (Fig. 1) e o rofecoxibe (2)
(Vioxx®) (Fig. 1) sdo dois destes inibidores seletivos da COX-2 que foram rapidamente
introduzidos no mercado atingindo impressionante sucesso®%.

No entanto, apesar de ser um potente inibidor seletivo para a COX-2, o rofecoxibe
(Vioxx®) foi retirado do mercado em 2004 devido ao seu elevado risco cardiovascular .

Assim muitos estudos passaram a ser realizados com o objetivo de obter estruturas que

atuassem de forma seletiva e segura na inibicdo da COX-2. Dentre as ferramentas mais



24

utilizadas nestas pesquisas estd a modelagem molecular®”*

, que permite estudar a relagéo
estrutura-atividade e o comportamento destas e outras estruturas quando ligadas as proteinas.
Em especifico os métodos de docking receptor-ligante apresentam-se como pec¢a chave na
4rea de desenho racional de farmacos baseado em estrutura® devido ao seu baixo custo
computacional, além de permitir avaliar um grande ndmero de estruturas como possiveis
alvos para a sintese de novos anti-inflamatorios seletivos COX-2, muitos deles com base em
produtos extraidos de plantas como no caso de lignanas®>“°.

As lignanas sdo produtos naturais de grande ocorréncia no reino vegetal, com
pronunciada diversidade estrutural e inGmeras atividades biolégicas®™®. Além disso, algumas
lignanas, como matairesinol, 7-hidroximatairesinollariciresinol, e secolariciresinol, s&o
convertidas a enterolignanas (enterolactona e enterodiol) pela microbiota intestinal em
mamiferos**®. Estas enterolignanas, presentes no soro, urina, bile e fluidos seminais de
humanos e animais, sdo estruturas consideradas fitoestrégenos e possuem atividade preventiva
para osteoporose, doencas cardiovasculares, tumores mamarios na mulher e de prdstata no

homem?®®-1

. Outra caracteristica importante, ndo s6 das enterolignanas, mas de muitas
lignanas em geral, é que possuem baixa toxicidade®*>’. Com base nesta grande variedade de
propriedades bioldgicas e baixa toxicidade é que algumas classes destas lignanas foram
escolhidas para estudos de modelagem molecular. Além disso, muitas delas, como a
deoxipofilotoxina (3) (Fig.1) e hinoquinina (4) (Fig.1), possuem um esqueleto quimico
semelhante ao 2 como a presenca de dois anéis aromaticos, um anel lactdnico e grupos
aceptores de hidrogénio®®. Acrescenta-se a semelhanca estrutural o fato de 3 apresentar
resultado que demonstra inibicdo seletiva para a COX-2 em ensaio in vitro °° e 4 apresentar
atividade anti-inflamatéria em ensaios in vivo®".

Para tal estudo foi analisado o modelo de interacdo da deoxipodofilotoxina (3) e
também do rofecoxibe (2) com as COX-1 e 2 através do docking molecular, e os resultados
obtidos comparados ao comportamento da hinoquinina e de uma série de substancias
modeladas (Anexo A) a partir de alteragdes realizadas nas estruturas de 3 e 4 com o objetivo
de encontrar novas estruturas que sejam capazes de inibir seletivamente a COX-2. Estas
alteracOes, realizadas a partir de 3 e 4, tem por finalidade avaliar como modificagdes
estruturais realizadas pela introducdo de grupos com diferentes graus de impedimento esterico
podem afetar o comportamento das estruturas dentro dos sitios ativos. Além disso, avaliar o
efeito da inclusdo de heteroatomos (no caso das ariltetralinicas e arilnaftalénicas), a influéncia
do grau de rigidez da estrutura e a importancia do anel lactdnico para a interacdo das

estruturas com os residuos do sitio ativo das COX-1 e 2. Também séo estudadas a influéncia
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de grupos sacadores ou doadores de protons dos anéis aromaticos na interagdo com 0s
residuos situados no bolso hidrofilico do sitio ativo da COX-2. Porém é importante salientar,
que antes de qualquer modificacdo nas estruturas das lignanas foram verificadas a
possibilidade de sintese das mesmas, portanto todas as estruturas apresentadas neste trabalho
sdo passiveis de sintese.

As substancias analisadas foram modeladas a partir do programa Chembiodraw e
estudadas via docking molecular, com o programa GOLD 5.1%%% que realiza a simulagéo
molecular da formacdo de complexos enzima-ligante e permite analisar as interacfes entre 0s
residuos situados no sitio ativo das COXs e os ligantes. Neste trabalho as estruturas receptoras
escolhidas foram as enzimas COX-1 e COX-2 em complexo com 1, de codigo PDB ID 3KK6
e 3LN1, respectivamente, e os ligantes escolhidos foram o 2, 3, 4, podofilotoxina (5) (Fig. 1),
e as 480 estruturas modeladas (Anexo A) a partir das estruturas 3, 4 e 5.

Através deste estudo comparativo pretende-se chegar ao desenvolvimento de
estruturas candidatas a inibidoras seletivas da COX-2 com custos reduzidos na pesquisa, além

do menor sacrificio de animais utilizados nos ensaios in vivo.
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Figura 1: Estrutura quimica do celecoxibe, rofecoxibe, deoxipodofilotoxina, (-)- hinoquinina

e podofilotoxina.
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Fonte: Préprio Autor (2016)
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2. INTRODUCAO

2.1. CICLOOXIGENASES

2.1.1. Estrutura e Catélise

As ciclooxigenases catalisam a reacdo de bis-oxigenase (ciclooxigenase), em que 0
aracdonato adicionado a duas moléeculas de O, é convertido a PGG,, e a reacdo de peroxidase
em que a PGG, é reduzida a PGH, (Fig.2). A PGH, é transformada por um grupo de
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos em prostandides primarios, PGE,, PGF,,, PGD,,
PGI, e TXA,*® (Fig.2), estes produtos do &cido aracdonico apresentam 0s mais numerosos e
diversos efeitos farmacol6gicos®, os quais os mais importantes s&o listados na Tabela 1.

As reacOes de bis-oxigenase e peroxidase ocorrem em sitios distintos, que estdo
estruturalmente e funcionalmente interconectados. A reagdo de ciclooxigenase ocorre em um
canal hidrofébico no interior da enzima e a reacdo de peroxidase no sitio ativo contendo o

grupo heme préximo a superficie da enzima®.



Tabela 1: Efeitos farmacoldgicos dos prostanéides®.

Prostanoides

Efeito Farmacologico

PGE,

EP,: Broncoconstri¢do e contragdo do musculo liso gastrointestinal.
EP,: Broncodilatagdo, relaxamento do musculo liso gastrointestinal ¢ vasodilataggo.

EP;: Reduz secre¢do do acido gastrico, aumenta secre¢do de muco no estdmago,
contracdo do utero durante a gravidez, contragdo do musculo liso, inibi¢do da
lipolise, aumento da resposta plaquetéria dos seus agonistas e aterotrombose in vivo.

PGFy«

Contra¢do do tutero ¢ broncoconstrigao.

PGI,

Vasodilatagdo, brocodilatagdo e inibi¢do da agregagdo plaquetaria

PGD,

Vasodilatagdo na maioria dos leitos vasculares, vasoconstri¢do na circulagdo
pulmonar, contragdo dos musculos bronquios e traqueais, causa secre¢do de renina
pelo cortex renal.

TXAZ

Contragido da musculatura lisa vascular in vitro, constri¢do da musculatura lisa
bronquica, contragdo da musculatura uterina, contragdo da musculatura lisa
gastrointestinal, diminui¢do do fluxo sanguineo renal e da taxa de filtragdo

glomerular e participa no processo de realimentagdo tubuloglomerular, facilitadores
da agregacdo plaquetaria

Fonte: Préprio Autor (2016)
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Figura 2: Cascata do &cido aracdonico.
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Fonte: Adaptado de Gilman® (2005)

Os pontos fundamentais para a formacdo de PGs a partir do acido aracdénico (AA)
(Fig.3) sdo o adequado posicionamento (a) do grupo carboxilato do AA que ira interagir com
Arg120; (b) do hidrogénio 13-proS do AA retirado pelo radical Tyr384; (c) do C-9 e C-11
para a formagdo de uma ponte endoperoxido entre eles; e (d) do final ® do AA (C-14 a C-20)
em um bolso lateral do canal que termina na Gly523*.

Inicialmente para a conversdo do AA a PGG; pelas COXs (Fig.4) ha o sequestro do
hidrogénio 13-proS pelo radical tirosil que leva a migracdo do radical ao C-11 no AA,
seguido pelo ataque do oxigénio molecular. O radical 11 R-peroxil se move sobre o C-8 para
um ataque sobre o C-9 formando a ponte endoperéxido, enquanto o C-12 é aproximado ao C-

8 via rotacdo sobre a ligacdo C-10/C-11 permitindo a formacdo do anel ciclopentano. O
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movimento do C-12 também posiciona o C-15 para a adicdo de uma segunda molécula de
oxigénio, formacéo de PGG; e a migragédo do radical de volta para Tyr38456(Fig.4).

Figura 3: Estrutura quimica do acido aracdénico indicando a numeracao dos atomos.

Os hidrogénios ndo estdo representados.
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Fonte: Smith, DeWitt e Garavito* (2000)
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Figura 4: Conversdo do acido aracdénico a PGG,.

11 R-peroxil

Fonte: Malkowski®® (2000)

As duas isoformas, COX-1 e COX-2, sdo homodimeros e suas estruturas por difracdo
de raios-X mostram que cada mondmero é constituido de trés dominios (Fig.5): um dominio
N-terminal com 49 residuos semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF), um
dominio de ligacdo a membrana (MBD) com cerca de 49 residuos e um dominio enzimatico
(GCD) C-terminal com cerca de 459 residuos de aminoécidos®. Cada monémero contém um
canal hidrofébico de 25A que se origina no dominio de ligacdo de membrana (MBD) e se
estende até o ndcleo do dominio globular (Fig.5). Os residuos do MBD formam a entrada e a
primeira parte do canal permitindo a entrada direta do aracdonato e do O, a partir do
compartimento apolar da bicamada lipidica. Os AINEs ligam-se a esta metade superior do
canal a partir da Arg120 e proximo a Tyr354 atuando como inibidores competitivos do acido
aracdonico®. Vérios dos aminoacidos que compdem a metade superior do canal hidrofébico
sdo essencialmente importantes na catalise das COXs. Os aminoacidos que constituem esta
primeira metade sdo: Leull6, Argl20, Phe205, Phe209, Val344, 1le345, Tyr348, Val348,
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Leu351, Ser352, Tyr354, Leu358, Phe380, Leu383, Tyr384, Trp386, Phe508, lle/Val513*!,
Gly516, Alab17, Ser520, Leu521, Gly523, Leu524. Apenas 0s residuos Argl20, Ser352 e

Ser520 séo polares e 0 Ser520 é o local de acetilacdo da Aspirina®*

Figura 5: Mondmero de COX-1 indicando as localiza¢des dos sitios ativos peroxidase (POX)
(vermelho) e ciclooxigenase (COX) (amarelo), o dominio semelhante ao fator de crescimento
epidérmico (EGF) (verde), dominio de ligacdo de membrana (MBD) (ouro) e GCD dominio
globular catalitico (azul).

Nota*O primeiro participa da metade superior do canal hidrofébico na COX-1 e o segundo na COX-2.
Fonte: Smith, DeWitt e Garavito* (2000)

2.1.2. Ciclooxigenase-1

Como citado anteriormente a COX-1 é encontrada na maioria dos tecidos e esta
relacionada a producdo de prostandides envolvidos em processos homeostasicos no
organismo. Esta enzima pertence & classe das oxirredutases. Apresenta-se como dimero
funcional e faz parte da classe E.C.1.14.98.1, por ser uma prostaglandina endoperdxido
sintase. Em sua classificacdo estrutural apresenta duas classes cada uma com uma arquitetura:

Classe principalmente beta e arquitetura de fita; classe principalmente alfa e arquitetura de
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feixe ortogonal (PDB, PDBsum). A Figura 6 mostra a enzima COX-1 de cédigo PDB ID
3KK6 com o celecoxibe em seu sitio. Esta inclusive é a estrutura utilizada nos calculos de

docking neste trabalho.

Figura 6: Estrutura em fita da COX-1 complexada ao celecoxibe.

Celecoxibe

Fonte: http://www.rcsh.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3kké

2.1.3. Ciclooxigenase-2

A COX-2 diferente da COX-1 é induzida na maioria dos tecidos e esta relacionada a
processos inflamatorios, alguns tipos de tumores e doenca de Alzheimer®®. Em sua
classificacdo CATH apresenta dois dominios: Classe principalmente beta arquitetura de fita
e classe principalmente alfa arquitetura de feixe ortogonal (PDB, PDBsum). A Figura 7
mostra a COX-2 de codigo 3LN1 com a proteina complexada ao celecoxibe em seu sitio.

Neste estudo é esta a estrutura utilizada nos calculos de docking.
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Figura 7: Estrutura em fita da COX-2 complexada ao celecoxibe.

Celecoxibe

Fonte: http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3Inl

2.1.4. Similaridades e Diferencas entre a COX-1 e COX-2

Ambas as isoformas utilizam o mesmo substrato, catalisam as mesmas reacdes,
realizam 0s mesmos passos bioquimicos. Ambas também apresentam semelhangas estruturais
como 0 mesmo peso molecular de 70 kDa, comprimento quase idéntico com apenas 589
residuos de aminoacidos e semelhantes em aproximadamente 59 a 64% de sua sequéncia de

residuos de aminoacidos**?

. Apesar destas semelhancas séo proteinas distintas codificadas por
genes separados e em cromossomos diferentes. O gene da COX-1 apresenta um tamanho de
22 kb e encontra-se no cromossomo 9, engquanto o gene que origina a COX-2 tem um
tamanho menor de 8,3 kb e encontra-se no cromossomo 1. Os produtos génicos também
diferem, com 0 RNAm para a enzima COX-1 sendo de aproximadamente 2,8 kb e da enzima
COX-2 de 4,5 kb™®". Diferencas bioquimicas importantes também sdo observadas e s&o
atribuidas a diferencas estruturais existentes entre as ciclooxigenases. Dentre as alteracGes

estruturais, observadas a partir da difracdo de Raios-X, as de maior interesse estdo
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relacionadas ao sitio de ligacdo das COXs. A alteragdo da lle na COX-1 para Val, nas
posicdes 434 e 513, na COX-2 permite o acesso do inibidor ao bolso lateral hidrofilico do
canal principal na COX-2 (Fig.8 em azul), este canal hidrofilico ndo é acessivel na COX-1
(Fig.8 em vermelho) devido ao maior tamanho da Ile em relacdo a Val. A substituicdo da His
na COX-1 para a Arg, na posicdo 503, na COX-2 gera uma carga positiva estavel no centro do
bolso hidrofilico permitindo a interagdo de grupos polares do ligante**?%’. E a substituicio da
Phe na COX-1 para Leu, na posi¢do 492, na COX-2, permite que a Leu383 se oriente para
fora do sitio ativo, gerando um pequeno bolso lipofilico na COX-2 (Fig.8 em azul),
inexistente na COX-1(Fig.8 em vermelho)®®. As alteracdes nas posicdes 434, 513 e 492
resultam em um aumento de aproximadamente 20% no volume do sitio ativo da COX-2*4%7,

Além das diferencas estruturais citadas, é observada uma alteracdo referente a ultima
das quatro hélices do MBD, permitindo que a Arg120 seja deslocada na COX-2*,

Todas estas diferencas sdo de grande relevancia para o desenvolvimento de estruturas
que possam inibir seletivamente as isoformas das ciclooxigenases, uma vez que as COXs
possuem diferencas relacionadas as suas fungdes patofisioldgicas (Tab. 2). Por esta razdo
existe um grande interesse na pesquisa de novas substancias que venham a inibir as COXs de
modo seletivo, e as lignanas mostram-se como um grupo de estruturas promissoras devido aos

seus resultados positivos para ensaios anti-inflamatérios, analgésicos e citotoxicos®> 3941489
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Figura 8: Representacdo esquematica do sitio da COX-1 (vermelho) e da COX-2 (azul),
mostrando as alteracBes ocorridas devido as substituicdes nas posi¢oes 434, 513 e 492.

Bolso lateral hidrofilico

Leunl84

Dominio globular
catalitico (GCD)

Ser530

Argl20

Dominio de ligaciode membrana (MDB)

Fonte: Adaptado de Michaux e cols®’ (2005)

Tabela 2: Processos patoldgicos relacionados as COXs.

Isoforma

Patofisiologia

COX-1

58-72 73-79

Neuroinflamagdo (microglias)’ '*, tromboses, ateroscleroses e tumorogeneses

COX-2

Processos inflamatérios agudos e cronicos, doenga de Alzheimer, cancer coloretal, contribui para o
potencial carcinogénico de células epiteliais, neoplasias intestinais e parece ter um importante
papel na angiogénese associada a neoplasia'’, cincer de prostata e mamario®*®'.

Fonte: Proprio Autor (2016)
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2.1.5. As Ciclooxigenases e os AINEs

A interacdo dos AINEs com o sitio ativo das ciclooxigenases tem sido estudadas,
observando-se a existéncia de algumas estruturas cristalograficas AINES/COXs
avaliadas®®™®"*, Nao se vé a necessidade de falar extensivamente sobre os AINEs neste
estudo, por isso aqui sdo apresentados apenas trés pontos gerais sobre eles: Primeiro, existem
duas classes de AINEs, os denominados classicos que inibem tanto a COX-1 como a 2, e que
se ligam fortemente a COX-1, e os inibidores seletivos da COX-2. Segundo, os AINES
competem com o AA pelo sitio ativo das COXs a partir de trés modelos cinéticos diferentes —
(@) rapida e ligacdo reversivel (p.e. ibuprofeno), (b) rapida com baixa afinidade e ligacdo
reversivel seguida de mecanismo tempo dependente de maior afinidade e lentamente
reversivel (p.e. flurbiprofeno), (c) rapida com ligacdo reversivel seguida por acetilacdo da
Ser520 (p.e. aspirina). Terceiro, todos os inibidores seletivos da COX-2 apresentam cinética
tempo-dependente para a COX-2, mas ndo para a COX-1*.

O celecoxibe e o rofecoxibe (Fig.1) sdo dois importantes inibidores seletivos da COX-

558,59.68,72-80 o5 estruturas de referéncia

2 que além de tedrica e experimentalmente avaliados
na busca de novas estruturas inibidoras seletivas da COX-27%8%,

Neste trabalho foi utilizado como uma das estruturas de referéncia o rofecoxibe devido
a semelhanca entre sua estrutura e a estrutura das lignanas aqui trabalhadas, a outra substancia
usada como referéncia foi a deoxipodofilotoxina (5), uma lignana, que serd comentada
posteriormente.

O 1 (Fig. 1) é utilizado neste trabalho devido a necessidade de validacdo do docking
através de dados fornecidos a partir de resultados obtidos por difracdo de Raios-X, resultados

que ndo existem para 2 (Fig. 1)°%.

2.2. LIGNANAS

Segundo a IUPAC, lignana € toda a substancia procedente do acoplamento entre duas
unidades de fenilpropanoides (Fig.9), particularmente caracterizada por uma ligacdo carbono-

L~ 2
carbono entre as posicoes 8 e 8°°
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Figura 9: Fenilpropanoide e o padréo de conectividade.

Fenilpropanoide ~~
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8/

—_—> Lignana

Fonte: Proprio Autor (2016)

A maioria das lignanas naturais conhecidas sdo oxidadas em C-9 e C-9’ ¢, com base na
forma em que estes oxigénios estdo incorporados no esqueleto e nos padrdes de ciclizacéo,
uma vasta variedades de lignanas de diferentes tipos podem ser formadas*“®. Devido a este
fato as lignanas foram divididas em oito subgrupos* (Fig. 10), dentre estes os subgrupos das
dibenzilbutirolactonas, ariltetralinicas, arilnaftalénicas e dibenzilbutirolactdis sdo os de

interesse neste estudo.

Com excecdo das lignano lactonas arilnaftalénicas e dibenziloctadienos, as demais se
encontram amplamente distribuidas no reino vegetal®**. Dentre estes subgrupos de lignanas,
as ariltetralinicas sdo de grande interesse em decorréncia da elevada atividade bioldgica que
apresentam®. Todas as lignanas utilizadas como estrutura iniciais para a modelagem
molecular foram escolhidas devido as propriedades bioldgicas apresentadas em ensaios in

vivo ou in vitro relacionadas a acdo anti-inflamatdria e atividade citotéxica >"60:61:93:9496-101
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Figura 10: Principais subgrupos das lignanas.
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Fonte: Adaptado de Umezawa“® 2003

Dentre as lignanas naturais mais conhecidas, esta a podofilotoxina (5), uma importante
lignana ariltetralinica que apesar de sua elevada citotoxicidade contra varias linhagens de
cancer, apresenta graves efeitos colaterais®’, o que estimulou o desenvolvimento dos
derivados etoposideo (6) (Fig.11), teniposideo (7) (Fig.11), e etopofds (fosfato de etoposideo)
(8)°" (Fig.11), que por apresentarem atividade anti-cancer®’ foram também escolhidos para
estudo devido & associacdo encontrada entre as COXs e alguns tipos de tumores3*"#. Além
destas ariltetralinas a deoxipodofilotoxina (3) também é estudada por apresentar inibicédo

seletiva para COX-2 em ensaio in vitro®.
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Figura 11: Estrutura quimica da podofilotoxina, etoposide, teniposide e etopofos.
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Fonte: Préprio Autor (2016)

Assim como as lignanas ariltetralinicas, as dibenzilbutirolacténicas como a
hinoquinina, dibenzilbutirolact6licas como a cubebina e arilnaftalénicas como a taiwanina C
também apresentam inmeras atividades bioldgicas dentre as quais a acdo anti-inflamatéria
em ensaios experimentais in vivo e in vitro®*”, desta forma estimulando o interesse no

estudo de docking molecular.



Figura 12: Estrutura quimica da hinoquinina, cubebina e taiwnina C.
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Fonte: Proprio Autor (2016)
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3. OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo o planejamento e pesquisa de novas estruturas como
potenciais inibidores seletivos para a COX-2; com base no estudo in silico do comportamento
de lignanas bioativas e de estruturas modeladas a partir destas com as COXs-1 e 2, utilizando
como referéncia para o estudo o comportamento do rofecoxibe e da deoxipodofilotoxina. As
estruturas com melhores resultados em relacdo as referéncias serdo foco de futuros estudos
para suas sinteses e avaliacdo in vivo e in vitro para atividade anti-inflamatoria e seletividade
para COX-2.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DOCKING MOLECULAR

O docking molecular é uma simulagdo computacional com a qual é possivel avaliar e

analisar detalhadamente a formacdo de complexos proteina-ligantes e entdo utilizar os

102

resultados para virtual screening ~—°, com a vantagem de utilizar um baixo tempo

computacional por manter a proteina rigida, 0 que permite que a estrutura proteica e as
interacOes sejam representadas por um conjunto, evitando assim a necessidade de calcular
explicitamente as interacOes entre todos os &tomos da proteina e atomos do ligante em cada
etapa da pesquisa conformacional. Este programa de simulagdo inclui aos principios fisico-
qguimicos modelos otimizados (funcdo de pontuacdo) e algoritmos de busca conformacional

(algoritmo docking) *%.

O programa utilizado neste trabalho é 0 GOLD 5.1°%%

103

, 0 qual utiliza um algoritmo
genético™°(AG) para buscar solucdes docking (Fig.12), reproduzindo maultiplas copias de um
modelo flexivel do ligante no sitio ativo do receptor (proteina) e recombinando segmentos
destas copias aleatoriamente até que um conjunto convergente de estruturas seja gerado. A
selecdo da pose é acompanhada pelo uso de funcdo de pontuagdo (scoring function), que
incorpora 0s seguintes componentes: a energia de ligacdo de hidrogénio do complexo, energia
interna do ligante e energia torsional (Fig.14)%%%*,

Os calculos de docking no GOLD 5.1 séo realizados utilizando a funcdo CHEMPLP e
0s sitios receptores escolhidos utilizando estruturas da COX-1 e COX-2 em complexos com
celecoxib (PDB ID 3KK6 e 3LN1, respectivamente). As estruturas dos complexos foram
analisadas e os sitios de ligacdo do ligante, foram calculados usando o programa Discovery
Studio 2,5.

A proteina é preparada por exclusdo de moléculas de agua, adicdo de hidrogénio polar, e
exclusdo de outros ligantes. Cem por cento de eficiéncia de busca foram utilizados para o

docking.
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Figura 13: Representacdo esquematica de um algoritmo genético basico*?.

— 5 | Inicio

. Geragdo da uma conformagdo do ligante
1 ¢ do sitio ativo.

*  Acoplamento do ligante no sitio.
- . Calculo da energia de ligagdo de hidrogénio.
Cilculo da «  Célculo da energia de ligagiio do complexo.

aptidiao ? . Calculo da energia interna do ligante.
. Termos de energia sdo somados, resultando
1 num fitness score final

Nota*? Cada individuo é representado por um cromossomo. Cada cromossomo é representado por trés tipos
diferentes de gene: genes que representam os graus de liberdade translacionais, genes que representam 0s graus
de liberdade rotacionais e genes que representam os graus de liberdade conformacionais do ligante®.

Fonte: Adaptado de Miranda (2000)
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Figura 14: Componentes de energia necessarios para o calculo da funcdo de pontuacao.

e (Calculo da energia de ligagdo de hidrogénio do complexo:
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ionizag@o, a a polarizabilidade e C foi escolhido para que E;tenha um minimo quando dj; for igual a r; +
7.

J

e (Calculo da energia interna do ligante:
o Energia estérica:

c D
Ej=—5%——=%

booafp o ay
Onde C e D sd@o parametros do potencial de Lennard-Jones.

o Célculo da energia torsional:

_1 nijkl
Eijir = 5 Vijia [1 + ] C05(|nijkl|wijkt)],

Onde n € a periodicidade, V a barreira rotacional e w o dngulo torsional.

Fonte: Préprio Autor (2016)

As orientacGes de maior pontuacdo para cada composto sdo selecionadas através da
funcdo pontuacdo CHEMPLP. Com base nesta funcdo, o programa classifica as orientagdes
das moléculas numa ordem decrescente de afinidade (pontuacdo) de ligacdo com o sitio de
complexacdo do receptor. Antes, porém, de iniciar os calculos de docking com as amostras, €
necessario validar (redocking) a simulacdo, para tal faz-se uma série de escolhas de
parametros, como por exemplo, a escolha do sitio de ligacdo e o raio da esfera que sera
utilizado, de forma que todos os residuos de aminoacidos importantes para a inibi¢do sejam
incluidos (Neste estudo foram analisadas as interagfes com residuos encontrados dentro de
um raio de 5,000A).

Antes da realizacdo do redocking e da utilizacdo das ciclooxigenases (COX-1-
Celecoxibe (PDB ID 3KKG6) e COX-2-Celecoxibe (PDB ID 3LN1)) no GOLD 5.1 foi ralizado

o procedimento de alinhamento das respecitivas COXs através dos programas MUSCLE e
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SWISS-MODEL. Na realizagdo do redocking os complexos cristalograficos COX-1-
Celecoxibe (PDB ID 3KK6) e COX-2-Celecoxibe (PDB ID 3LN1)" s&o inicialmente
transformados em duas moléculas isoladas, COX-1 e celecoxibe, e COX-2 e celecoxibe,
respectivamente. Os complexos proteina-ligantes foram, entdo, reconstruidos mediante
docking molecular. Apo6s a obtencdo do complexo virtual este foi comparado ao complexo
cristalografico, sendo as poses coincidentes e os valores de rmsd abaixo de 2,0A, sio
parametros validados®®.

Todos os ligantes utilizados na simulacdo foram construidos no programa

Chembiodraw.

4.2.CELECOXIBE

O celecoxibe (Fig.1) faz parte do grupo das estruturas triciclicas, inibidoras seletivas da
COX-2'% apresenta certa semelhanca & hinoquinina, embora sua estrutura apresente um anel
pirazélico ligado a dois grupos arila ao invés de um anel lactdnico ligado a dois grupos
benzila. A sua utilizacdo neste trabalho se deve a auséncia na literatura até 0 momento de
estruturas cristalograficas COX-1-rofecoxibe e COX-2-rofecoxibe™. Desta forma para a
validacdo dos parametros usados no docking foram utilizados os complexos cristalograficos
COX-1-celecoxibe e COX-2-celecoxibe, PDB ID 3KK6 e 3LN1, respectivamente”.

4.3. ROFECOXIBE

O rofecoxibe pertencente & classe dos diarilheterociclicos inibidores seletivos da
COX-2. Apresenta um anel butenolidico central com um grupo 4-(Metilsulfona)fenil
substituinte na posicdo 51* (Fig.1). Apresenta elevada seletividade para a COX-2 (ICyg =
0,6uM para COX-2 e 10uM para COX-1, no ensaio de sangue total)**.

4.4. LIGNANO LACTONAS

Como as lignanas 3, 4, 5 e 9 (Figs. 1 e 12) apresentam atividade anti-inflamatoria in

vitro ou in Viv013,57,61,76-89,96,97,101

suas estruturas foram utilizadas como modelo para as
modificagOes estruturais. Estas lignanas apesar de estruturalmente diferentes possuem em
comum a presenca de um anel heterociclico de cinco membros e dois anéis benzilicos ligados

as posigoes 8 e 8 (Fig.11l e 12). A partir da estrutura destas lignanas foram planejadas
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modificagdes estruturais para estudar como tais alteragdes afetam as interagdes nas COXs. As
modificagdes estruturais realizadas nestas lignanas estdo apresentadas nas Tabelas 3 a 6. As
estruturas modeladas foram separadas de acordo com subgrupos das lignano lactonas como:

ariltetralinicas, dibenzilbutirolatonicas, dibenzilbutirolactolicas e arilnaftalénicas.
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4.4.1. Ariltetralinas

A Tabela 3 mostra as alteracbes estruturais realizadas na estrutura padrdo

ariltetralinica para a obtencdo das estruturas modeladas que foram analisadas por docking.

Tabela 3: Posi¢bes substituidas na estrutura padrdo ariltetralinica para a formacdo de
substancias modeladas a partir das mesmas. (S-substancia, P-posicdo, MD-grupo
metilenodioxi, Im-grupo imidazol, CO-carbonila, An-antraceno, Bo-benzoxi, ET-grupo
glicopiranosideo, T-grupo glicopiranosideo com substituicdo do grupo metil no etoposide
pelo grupo tenilideno, Fenil-Ph, Bz-benzil, CO**-grupo carbonila mudou da posi¢do 9’ para a

posicao 9 na molécula, NH*-grupo amina substituiu C7, O*-oxigénio substituiu C7).**

1 * MD MD * * * * * * MD MD * * * * *

12 * MD | MD * * o* * * * |OCH;z | OCH; [OCH3 | * * * *

3| * | MD|MD | * | * {\gx|spP| * | * | MD | MD | * | * | * | s | *

14 * * * * * NH* sz * * OH OH * * * sz *

15| * | MD | MD | * | = | % | * |CO®™| * |OCH;|OCH;|OCHs| * | * | * | *

6| * |MD|MD | * | * | T | * |CO*™ | * |OCH;|OCHs|OCH;| * | * | * | *

17 * MD | MD * * OH * |CO*>| * |OCH;s|OCHs |OCHs| * * * *

18| * | MD | MD | * | * | gp | * |CO™| * |OCH;|OCHs |OCH;| * | * | * | *

19 | * | MD | MD | * | * | gr | * |CO*™| * |OCH;|OHPO,|OCH;| * | * | * | *

20 * Ph Ph * * * sz * * * OCHjs * * * sz *

21 * Ph Ph * * * sz CO** * * OCH;, * * * sz *

22 * OH OCHjs * * * sz * * * * * * * sz *
23 * OH OCHj, * * * sz CO** * * * * * * sz *
24 * OCHjs * * * * sz * * * * * * * sz *
25 * OCHjs * * * * sz CO** * * * * * * sz *
26 * * OCHj, * * * sz * * * * * * * sz *
27 * * OCHjs * * * sz CO** * * * * * * sz *
28 * OCH3 OCH3 * * * sz * * * * * * * sz *

29 * OCHj; | OCH,4 * * * sz CO** * * * * * * sz *




30 MD | MD * sp * * * * * sp
31 MD | MD * | sp? [CO**| * * * * sp
32 Ph Ph * sz * * * * * sz
33 Ph | Ph * | sp? | CO* | = * * * sp®
34 Ph | Ph NH* | SP? * * * * * sp?
35 Ph | Ph NH* | sp® [cOo* | = * * * sp?
36 x| = NHe | % [com| < | on | on | = *
37 MD | MD NH*| * [CO**| * | MD | MD | * *
38 MD | MD o« | * |[CO*| * |OCH;|OCH;|OCH; *
39 MD | MD R * * |OCHs| = * *
40 MD | MD N * |OCHs| * * * *
a1 MD | MD R * * * |OCHs| * *
42 MD | MD OH | = * * |OCHs| = * *
43 MD | MD OH | * * |OCHs| * * * *
44 MD | MD OH | = * * * |OCHs| = *
45 MD | MD OH | = * * | OCHs | OCHs | * *
46 MD | MD OH | * * |OCHs| * * | OCH, *
47 MD | MD OH | = * |OCHs| * |OCHs| * *
48 MD | MD R * * |OCH;|OCHs| * *
49 MD | MD N * |OCH; |OCHs | * * *
50 MD | MD R * |OCHs| * |OCH;| * *
51 MD | MD R * | OCH; |OCH; [OCH; | * *
52 MD | MD NH* | * * * | OCH;z | OCHs | OCH3 *
53 MD | MD NH* | * * |OCHs | OCHs |OCHs | * *
54 MD | MD ox | * * | OCH; |OCH; [OCH3 | * *
55 MD | MD NH* | sP? * * * |OCHs| * sp?
56 MD | MD NH* | 0> | * |OCH;|OCHs|OCHs| * sp’
57 MD | MD NH* | PP | * * | OCHs | OCHs | OCH;s sp
58 MD | MD NH* | sP? * | OCHs;|OCHs;| * * sp?
59 MD | MD NH* | sP® | * |OCHs| * |OCHs| * sp’
60 MD | MD NH* | sP? * |OCH;| * * | OCH, sp?
61 MD | MD NH* | SPP | * * |OCH;|OCH; | * sp
62 MD | MD NH* | sP° | * * |OCHs| * |OCH; sp?
63 MD | MD NH* | sP? * * |OCHs| =* * sp?
64 MD | MD NH* | sP° | * |OCHs| * * * sp
65 MD | MD NH* | sp* |CO**| * |OCHs| * |OCHs sp?
66 MD | MD NH* | P> |CO**| * |OCH;| * * sp
67 MD | MD NH* | sp? | CO** | OCH; | OCHs [ OCH; | * sp?
68 MD | MD NH* | P> [ CO**| * | OCHs | OCH;s | OCHs sp
69 MD | MD NH* | Sp° | CO** | OCH; | OCH; | * * sp
70 MD | MD NH* | sp? |CO**|OCH;| * |OCHs;| * sp?
71 MD | MD NH* | sp® |CO** | OCHs| * * | OCHs sp
72 MD | MD NH* | sp? | CO**| * |OCHs|OCHs| * sp?
73 MD | MD NH* | sp® |CO** | OCHs| * * * sp
74 MD | MD NH* | sp® [co* | = * |OCHs| * sp?
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75 Im Im * * | CO** | OCH3 * * OCH3; *
76 Im Im * * CO** * OCHj; | OCHj,4 * *
77 Im Im * * | CO** | OCH;3 * OCH3; * *
78 Im Im * * | CO** | OCH;3 * * * *
79 Im Im * * CO** * OCHs; * * *
80 Im Im * * | CO** * OCH3 | OCH3; | OCHs3 *
81 Im Im * * CO** | OCH3 | OCHg * * *
82 Im Im * * * OCHjs | OCH3 * * *
83 Im Im * * * OCHs; * OCHs; * *
84 Im Im * * * OCHgs; * * OCHgs; *
86 Im Im * * * * OCH3 OCH3 * *
87 Im Im * * * * OCH3 * OCH3 *
89 Im | Im x| % |com| * | % |OCH,| * *
90 Im Im * * * * OCH3 OCH3 OCH3 *
9 Im | Im * sp? | CO**| * | OCH;|OCH;| OCH;, sp?
g3 Im | Im * | sp? | cO** | OCHs | OCHs | * * sp?
94 Im | Im * sp? | CO** |OCH;| * |OCHs| * sp?
05 Im | Im * | sp? | cO** |OCH, | * * | OCH, sp?
9 Im Im * sp? | CO** * OCHj3 | OCH3 * sp?
97 Im | Im * sp? |CO**| * |OCH;| * |OCH;, sp?
08 Im | Im * sp? | CO** | OCH;| * * * sp?
99 Im | Im * sp? | CO**| * |OCH;| * * sp?
100 Im | Im * sp? | CO**| = * |OCHs| =* sp?
101 Im | Im * sp? | CO** | OCH; | OCH; | OCH5 | * sp?
102 Im | Im * sp? * | OCHs;| * * * sp?
103 Im | Im * sp? * * |OCHs| =* * sp?
104 Im | Im * sp? * * * |OCHs| * sp?
105 Im | Im * | sp> | * |OCHs|OCHs|OCH, | * sp?
106 Im Im * sz * * OCH3 OCH3 OCH3 sz
107 Im | Im * sp? * | OCHs;|OCHs;| * * sp?
108 Im | Im * | spP | * |OCHs| * |OCHg| * sp’
109 Im | Im * sp? * | OCHs;| * * | OCHs sp?
110 Im | Im * sp? * * |OCH;|OCHs| = sp?
11 Im | Im * sp? * * |OCHs| * |OCH; sp?
112 MD | MD NI B * * | CRs | * sp’
113 MD | MD NH* | sp® * * * Br * sp?
114 MD MD NH* sz * * * F * sz
15 m | Im cCo| * | * |OCH;|OCH;|OCH,| * *
116 Im Im Cco * * * OCH3 OCH3 OCH3 *
117 m | Im Co| * | * |OCHs;|OCH;| * | = *
118 Im Im CcoO * * OCH3 * OCH3 * *
119 m | Im co| * | * |OCH;| * | * |OCHs *
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20| * Im | Im * co | * * * |OCH;| OCHs | * * *
1] * Im | Im * co | * * * |OCH;| * |OCHs| * *
122 | * Im | Im * co | * * |OCHs| * * * * *
23| * Im | Im * co | * * * |OCH;| = * * *
124 | * Im | Im * co | * * * * | OCH; | * * *
15| * | MD | MD | * co | * * |OCHs | OCH; | * * * *
126 | * | MD | MD | * co | * * |OCHs| * |OCHs| * * *
17| * | MD | MD | * co | * * |OCHs| * * |OCHs| * *
128 | * | MD | MD | * co | * * * |OCH;| OCHs | * * *
129 | * | MD | MD | * co | * * * |OCH;| * |OCHs| * *
130| * | MD | MD | * co | * * |OCHs | OCH; | OCHs | * * *
31| * | MD | MD | * co| = * |OCHs| * * * * *
132 | * | MD | MD | * co | * * * |OCH;| = * * *
133 * | MD | MD | * co| = * * * | OCHs | * * *
134 | * | MD | MD | * co | * * * | MD | MD | * * *
135 | * Im | Im * co | * * * | MD | MD | * * *
136 * Ph Ph * * sp? * * * OH * * sp?
137 * Ph Ph * * sp? | CO**| =* * OH * * sp?
138 | * |OCHs|OCH; | OCH; INTETS e * * | MD | MD | * sp*
139 | * |OCH;|OCH;| * NH* | PP | * * * | MD | MD | * sp’
o | ¥ * |OCHg| = NH* | PP | = * * | MD | MD | * sp*
141 | * |OCHs| = * INTETS e * * | MD | MD | * sp*
142 | * | MD | MD | * NH* | PP | * * * OH | OH | * sp’
43| * | MD | MD | * INTETS I * |OCHs| Bz * * sp*
44| * | MD | MD | * NH* | SPP | * * * | SCHs | = * sp
s | * | ox | ox | * NH* | s0° | * * * | OCHs | * * sp®
s | * Ox | Ox * NH* | SP? * * MD | MD * * sp?
a7 | * MD | MD * NH* | SP? * * Ox Ox * * sp?
g | * | ox | ox | * NH* | s0° | * * | OCHs | OCH; |OCHz| * sp®
148 | * |OCHs;|OCHs| * NH* | SP? * * * cl * * sp?
149 | * |OCHs|OCHs| * NH* | s0° | * * |OCHs| Bo * * sp°
150 | * |OCH;|OCHs| = NH* | PP | * * * F * * sp?
151 | * |OCHs|OCHs| * NH* | sp* | * * * | SCH; | * * sp°
152 | * |OCH;|OCHs| * NH* | s0° | * * * | CHy | * * sp®
153 | * |OCHs|OCHs| = NH* | PP | * * | MD | MD * | NO, sp?
154 | OCHs | OCH3 [ OCHg | * NH* | sP® | * * | MD | MD | * | NO; sp*
55| * | MD | MD | * NH* | PP | * * | MD | MD * | NO, sp?
156 | * |OCH;|OCH;| * NH* | sP° | % * |OCHs| OCHs | * | NO, sp°
157 | * * |OCHs| = NH* | SP? * * | OCH; | OCH; |OCHs | * sp?
158 | * * |OCHs| = NH* | SP? * * * cl * * sp?
59 | * * |OCHs| * NH* | sP° | * * | OCHs | OCeHs | * * sp°
160 | * * |OCHs| = NH* | SP? * * |OCHs | OCHs | * | NO, sp?
61 | * * |OCHs| * NH* | s0° | % * * F * | NO, sp°
162 | * * |OCHs| = NH* | SP? * * * | SCH; | * * sp?
163 * * OCHjs * NH* sz * * * CHs * * sz

53



54

164 | * |OCHs| OCH; |OCHs| * |Nux| sP® | * * |OCHs|OCHs| * |NOp| * | sp?
165 | * | MD MD * * I NHx| SR |t * |OCH;[OCHs| * [NOy| * | sp
166 | * * OCHs * RN * |OCHs| OH | * * x| sp?
167 | * |OCHs| OCH; |OCHs| * |nux| sP® | * * |OCHs| OH | * x| sp?
168 | * * OCH;s * * I NHx | SPP | * | MD | MD | * * sp
169 | * |OCHs| OCH; * R RN A * |OCHs| OH | * x| sp?
170 * MD MD * * NH* sz * * * Cl * * * sz
171 | * | MD MD * * I Npr | st |t * |OCHs| Bo | * x| sp?
172 * * * * * NH* sz * * * * * * * sz
173 | * * CF; * * | CO | sp? | * * | MD | MD | * * * | osp?
174 | * * SCH; * * | Cco | sp* | * * | MD | MD | * x| sp?
175 * * Cl * * NH* sz * * MD MD * * * sz
176 | * * | CH(CHs)| * * I NHx | SPP |t * | MD | MD | * * * | sp’
177 | * * CFs * * I Npr | st | * * | OCHg | OCHs | * x| sp?
178 | * * SCH; * N * |OCH; | OCHs| * * o ox | sp?
179 | * * OCH; * * x| st | * * | OCHs|OCHs| * x| sp?
180 | * * cl * N A * | OCHs | OCHs | * oo | sp?
181 | * * | CH(CHs) | * * x| st |t * | OCHs|OCHs| * x| sp?
182 | * |OCHs| OCH; |OCHs| * |np«| sP® | * * | OCHg | OCHs | * x| sp?
183 | * |OCHs| OCH; |OCHs| * |np=| sP® | * * | OCH3 | OCH; | OCH; | * * | sp’
184 | * |OCHs| OCH; [OCHs| * | x| sP° | * * * cl * oo | sp?
185 | * |OCHs| OCH; |OCHs| * |np«| sP® | * * | OCHg | OCHs | * x| sp?
186 | * |OCHs| OCH; [OCHs| * | npx| sP° | * * * F * x| sp?
187 | * |OCHs| OCH; |OCHs| * |np«| sP® | * * * | SCH;| = oo | sp?
188 | * |OCHs| OCH; [OCHs| * | x| sP® | * * * | CRs | * x| sp?
189 | * |OCHs| OCH; * I N A * | OCHg | OCHs | * oo | sp?
100 | * |OCHs| OCH, * W NI I * | OCHs | OCH3 | OCH3 | * * | sp?
191 | * * OCH;, * * |NH*| PP | * | NO, | MD | MD | * * * | sp’
192 | * * OCH; * I N A * | OCHg | OCHs | * ook | sp?
193 | * * OCH; * * I NHx | oSPP |t * |OCH;| Bz * * * | sp?
194 | * | MD MD * I i I * |OCHs|OCHs |[OCHs | * | * | *
195 | * | Im Im * * | * | * | CO| * |OCH;|OCHs|OCHs| * | * | *
196 | * | Im Im * * | * | * | CO| * |OCHy| * |OCHs| * | * | *
197 | * | Im Im * * | * | * | CO| * |OCH;|OCHs| * Lol T I
198 | * | Im Im * * | * | * | * |OCH;|OCH;|OCH;| * Lol I I
200 | * | MD MD * * |l co| * | * * |OCHs|OCHs [OCHs | * | * | *

Nota*® A numeracao disposta nas estruturas nio segue a IUPAC, e tem por finalidade apenas facilitar a
visualizacdo das alteracGes feitas para a obtencdo das estruturas pesquisadas.
Fonte: Proprio Autor (2016)



4.4.2. Dibenzilbutirolactonas

As alteragOes estruturais realizadas na estrutura padrédo dibenzilbutirolacténica para

obtenc&o das estruturas que foram analisadas por docking s&o mostradas na Tabela 4.

Tabela 4: Posic¢Ges substituidas na estrutura padrdo dibenzilbtirolactonica para a formacao de
substancias modeladas a partir da mesma. (S-substéancia, P-posi¢cdo, MD-grupo metlenodioxi,
Im-grupo imidazol, CO-carbonila, An-antraceno, Bo-benzoxi, ET-grupo glicopiranosideo, T-
grupo glicopiranosideo com substituicdo do grupo metil no etoposide pelo grupo tenilideno,

Bz-benzil, CO**-grupo carbonila mudou da posi¢do 9’ para a posi¢do 9 na molécula, NH*-

grupo amina substituiu C7, O*-oxigénio substituiu C7). **

CF
5—0 )
O-—-4// i\ /8_8'\ ,//6 5\\4.§

k \3: ST =1 Y, o

o’ 2 2=3 \0)

" | c2 | c3 | ca|c5|ce|cT|c8| C | C3 | C4|Cy|CE|CT|CE
201 | NO; | MD | MD | * * * * | NO, | MD | MD | * * * *
202 | NH; | MD | MD | * * * * | NH; | MD | MD | = * * *
203 | * |sOCH; | * * * * * * | MD | MD | * * * *
204 | * |sONH,| * * * * * * | MD | MD | * * * *
205 | * | OH | OH | * * * * * | OH | OH * * * *
206 | * * * * * * * * | MD | MD | * * * *
207 | * * * * * * * * * * * * * *
28| * | MD | MD | * * * * * | OH | OH * * * *
209 | * « | oH | = * * * « | mp | MD | = * * *
20 | * | MD | MD | * * * * * | OCH; | OCHs | * * * *
211 | * | MD | MD | * * | sp® | sp? * MD | MD * * | sp® | sp?
212 | * | OH | OH | * * | sp’ | sp>| * | MD | MD | * * | sp? | osp’
213 * | MD | MD | * * * * * MD | MD * * | sp® | sp?
214 | * | OH | OH | * * * * * | OH | OH * * | sp? | osp’
215 | * * OH * * sp? | sp? * MD | MD * * sp? | sp?
216 | * | OH |OCHs| * * | osp? | sp? * MD | MD * * | sp® | sp?
217 | * | MD | MD | * * | osp® | sp? * OH | OH * * | sp® | sp?
218 * MD | MD * * * * | OCH; | OCH; | OCH;s | * * sp? | sp?
29 | * | MD | MD | * * * * * | OCH3|OCH3|OCH3| * | sp2 | sp2
220 * | MD | MD | * * | sp2 | sp2 |OCH3|OCH3|OCH3 | * * * *
21| * | MD | MD | * * | sp2 | sp2 | * |OCH3|OCH3|OCH3| * * *




222 | OCH; | OCH3 | OCH3| * * sp? | sp * MD | MD | * * *
223 * | OCH; |OCH; |OCHs | * sp? | sp? * MD | MD * * *
224 | OCH; | OCH3 | OCH3 | * * * * * MD | MD | * sp? | sp?
225 | * |OCH;|OCH;|OCH;| * * * * MD | MD | * sp? | sp?
226 * |OCHz| * |OCHz| * * * * MD | MD * sp? | sp?
227 | * |OCH;|OCHs;| * * * * * MD | MD | * sp? | sp?
228 |OCHz| * * * |OCH3| * * * MD | MD * sp? | sp?
229 |OCH;| * * |OCHs| * * * * MD | MD | * sp? | sp?
230 |OCHz| * |OCHs| * * * * * MD | MD * sp? | sp?
231 * |OCHz| * |OCHz| * sp? | sp? * MD | MD * * *
232 | * |OCH;|OCHs;| * * sp? | sp? * MD | MD | * * *
233 |OCH; | * * * | OCH3| sp® | sp? * MD | MD | * * *
234 |OCHs| * |OCHs| * * sp® | sp? * MD | MD * * *
235 * |OCHs| * * * sp? | sp? * MD | MD * * *
236 |OCHs| * * * * sp® | sp? * MD | MD * * *
237 * * |OCH;| * * sp® | sp? * MD | MD * * *
238 | * |OCH;| * * * * * * MD | MD | * sp? | sp?
239 |OCHs| * * * * * * * MD | MD * sp? | sp?
240 * * |OCHs| * * * * * MD | MD * sp? | sp?
241 * MD | MD * * sp? | sp? * | OCH;|OCH;| * * *
242 | * MD | MD | * * sp? | sp? * |OCHs;| * |OCH; * *
243 | * MD | MD | * * sp? | sp? |OCHs| * |OCHs| * * *
244 * MD | MD * * * * * |OCHs| * |OCH; sp? | sp?
245 | * MD | MD | * * * * * | OCHs |OCHs| * sp? | sp?
246 * MD | MD * * * * |OCH;| * |OCH;| * sp? | sp?
247 | * MD | MD | * * * * * | OCHs| * * sp? | sp?
248 * MD | MD * * * * |OCH;| * * * sp? | sp?
248 * MD | MD * * * * * * |OCHz| * sp? | sp?
249 | OCH; | OCH3 | OCH3| * * sp? | sp? * MD | MD | * sp? | sp?
250 * | OCH; |OCH; |OCH; | * sp? | sp? * MD | MD * sp? | sp?
251 * MD | MD * * sp? | sp? | OCHs;| OCHs | OCH;| * sp? | sp?
252 * MD | MD * * sp? | sp? * | OCH; | OCH3 | OCH3 sp? | sp?
253 | * |OCHz| * |OCHs| * sp? | sp? * MD | MD | * sp? | sp?
254 | * |OCH3;|OCHs;| * * sp? | sp? * MD | MD | * sp? | sp?
255 |OCHz| * |OCHs| * * sp? | sp? * MD | MD * sp? | sp?
256 |OCH3| * * * | OCHs | sp® | sp? * MD | MD | * sp? | sp?
257 |OCHz | * * |OCHz| * sp? | sp? * MD | MD * sp? | sp?
258 * MD | MD * * sp? | sp? * |OCHs| * |OCH; sp? | sp?
259 * MD | MD * * sp? | sp? * | OCHs|OCH;| * sp? | sp?
260 * MD | MD * * sp? | sp® |OCHs |OCHz| * * sp? | sp?
261 * MD | MD * * sp? | sp? |OCHs| * |OCHs;| * sp? | sp?
262 | * MD | MD | * * * * * Im Im * * *
263 | * Im Im * * * * * MD | MD | * * *
264 * MD | MD * * sp? | sp? * Im Im * * *
265 * MD | MD * * sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
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266 MD | MD Im Im sp sp
267 * Im Im * * * * MD | MD * sp? | sp?
268 b Im Im * * * * MD | MD * sp?® | sp?
269 b Im Im * sp? | sp? * MD | MD * * *
270 * Im Im * sp? | sp? * | OCH; | OCH; | OCH; sp? | sp?
271 b Im Im * sp? | sp® | OCH; | OCH3 | OCHs | * sp® | sp?
272 * Im Im * sp? | sp® |OCH; |OCHz| * * sp? | sp?
273 b Im Im * sp?> | sp> |OCHs| * |OCHs| * sp> | sp?
274 * Im Im * sp? | sp? * |OCH;|OCH;| * sp? | sp?
275 * Im Im * sp? | sp? * |OCHs;| * |OCH; sp? | sp?
276 b Im Im * sp? | sp® |OCHs| * * | OCHs sp® | sp?
277 * Im Im * sp? | sp? |OCHs| * * * sp? | sp?
278 * Im Im * sp? | sp? * * |OCHs| * sp? | sp?
279 * Im Im * sp? | sp? * |OCHs| * * sp? | sp?
280 * | OCH; | OCHs; | OCHs sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
281 | OCH3 | OCH3 | OCHz| * sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
282 | OCH; | OCH;| * * sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
283 |OCH;z| * |OCHs| * sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
284 | * |OCHs|OCH;| * so? | sp | * | m | m | * sp? | sp?
285 * |OCHs| * |OCHs sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
286 | OCH;| * * | OCHs sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
287 |OCH;| * * * sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
288 * * |OCHz| * sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
289 * |OCH;| * * sp? | sp? * Im Im * sp? | sp?
290 * Im Im * * * * | OCH; | OCH; | OCHs sp? | sp?
291 * Im Im * * * | OCH; | OCH; | OCHs | * sp? | sp?
292 * Im Im * * * |OCH; |OCH; | * * sp? | sp?
293 * Im Im * * * |OCHs| * |OCHs| * sp? | sp?
294 * Im Im * * * |OCHs| * * | OCH, sp? | sp?
295 * Im Im * * * * |OCH; |OCH; | * sp? | sp?
296 * Im Im * * * * |OCHs| * |OCH, sp? | sp?
297 * Im Im * * * |OCHs| * * * sp? | sp?
298 * Im Im * * * * |OCHs| = * sp? | sp?
300 * Im Im * * * * * |OCHs| = sp? | sp?
301 * | OCHz | OCH3 | OCH3 sp? | sp? * Im Im * * *
302 | OCH3 | OCH3 | OCHz| * sp? | sp? * Im Im * * *
303 | OCH3 | OCHz| * * sp? | sp? * Im Im * * *
304 |OCH;| * |OCH;| * sp? | sp? * Im Im * * *
305 |OCHz| * * | OCHs sp? | sp? * Im Im * * *
306 * | OCHz|OCH;| * sp? | sp? * Im Im * * *
307 * |OCHs| * |OCH; sp? | sp? * Im Im * * *
308 |OCHz| * * * sp? | sp? * Im Im * * *
309 * |OCHz| * * sp? | sp? * Im Im * * *
310 * * |OCHz| * sp? | sp? * Im Im * * *
3| * | m | m | = sp? | sp? | OCH;|OCHs |OCH,;| * * | ox
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312 * Im Im * sp sp° | OCH; | OCHjs * * * *
313 * Im Im * sp? | sp? |OCHs| * |OCH;| * * *
314 o Im Im * sp? | sp® |OCHs| * * | OCHs * *
315 o Im Im * sp? | sp? * | OCHs;|OCH;| * * *
316 * Im Im * sp? | sp? * |OCH;| * |OCH; * *
37 | * | m | m | * sp? | sp? | * |OCH;|OCH; | OCH; * | o=
318 * Im Im * sp? | sp? |OCHs;| * * * * *
319 o Im Im * sp? | sp? * | OCHs;| * * * *
320 * Im Im * sp? | sp? * * |OCHs| * * *
321 * | OCH; | OCH; | OCH3 * * * Im Im * sp? | sp?
322 | OCH; | OCH; | OCH; | * S * | m | m | = sp? | sp?
323 |OCH3 | OCHs | * * * * * Im Im * sp? | sp?
324 |OCH;| * |OCHs| * * * * Im Im * sp? | sp?
325 |OCH;| * * | OCHs * * * Im Im * sp? | sp?
326 * |OCH; |OCH;| * * * * Im Im * sp? | sp?
327 * |OCHz| * |OCH; * * * Im Im * sp? | sp?
328 |OCH;| * * * * * * Im Im * sp? | sp?
329 * |OCH;| * * * * * Im Im * sp? | sp?
330 * * |OCHs| * * * * Im Im * sp? | sp?
331 * OCHj3 | OCHj; | OCH;, * * * Im Im * * *
332 | OCH;3 | OCH; | OCHj, * * * * Im Im * * *
333 | OCH3 | OCH3 * * * * * Im Im * * *
334 | OCH; * OCHg; * * * * Im Im * * *
335 | OCHjs * * OCHg; * * * Im Im * * *
336 * OCHjs | OCHjs * * * * Im Im * * *
337 * OCHjs * OCHg; * * * Im Im * * *
338 | OCH; * * * * * * Im Im * * *
339 * OCHjs * * * * * Im Im * * *
340 * * OCHg; * * * * Im Im * * *
341 * Im Im * * * * OCHj; | OCH; | OCH3 * *
342 * Im Im * * * OCH; | OCH; | OCH3 * * *
343 * Im Im * * * OCHj; | OCH;3 * * * *
344 * Im Im * * * OCH;s * OCH; * * *
345 * Im Im * * * OCH;s * * OCH; * *
346 * Im Im * * * * OCHj; | OCH3 * * *
347 * Im Im * * * * OCH; * OCH;s * *
348 * Im Im * * * OCH;3; * * * * *
348 * Im Im * * * * OCH;s * * * *
349 * Im Im * * * * * OCH; * * *
350 |OCHs| * * * sp? | sp? * MD | MD * sp? | sp?
31 | * |OCHs| * * s> | sp2 | * | MD | MD | * sp? | sp?
352 * * |OCH;| * sp? | sp? * MD | MD * sp? | sp?
353 * MD | MD * sp? | sp? |OCHs| * * * sp? | sp?
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34| * | MD | MD | * * sp? | sp? * |OCHs| * * * sp? | sp?

355 * MD | MD | * * sp? | sp? * * |OCHs| * * sp? | sp?

Nota*® A numeracéo disposta nas estruturas nao segue a IUPAC, e tem por finalidade apenas facilitar a
visualizacdo das alteracGes feitas para a obtencéo das estruturas pesquisadas.
Fonte: Proprio autor (2016)
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4.4.3. Dibenzilbutirolactois

Na Tabela 5 sdo mostradas as alteragOes estruturais realizadas na estrutura padréo
dibelzilbutirolactolica para obtencdo das estruturas modeladas que foram analisadas por

docking.

Tabela 5: Posi¢des substituidas na estrutura padréo dibenzilbutirolactélica para a formagéo de
substancias modeladas a partir da mesma. (S-substéancia P-posi¢cdo, MD-grupo metilenodioxi,
Im-grupo imidazol, CO-carbonila, Bo-benzoxi, ET-grupo glicopiranosideo, T-grupo
glicopiranosideo com substituicdo do grupo metil no etoposide pelo grupo tenilideno, Bz-
benzil, CO**-grupo carbonila mudou da posi¢ao 9’ para a posi¢do 9 na molécula, NH*-grupo

amina substituiu C7, O*-oxigénio substituiu C7, A-alil, E-etoxi). **

9\/0\9./OH
5—e¢g ./ 6'—5!'
o—a” >\1\7/8 N N,
k =2 \2':3/\ )
o o)

s~ c2 | c3 | ca| cs5 | ce | cr | c8 | co|c3|ca|cs |ce | cr|ocs |co
35 | * | MD | MD | * | * | * | * [OCHs|OCHs |OCHs | * | * [ = [ = | =
57 | * | MD | MD | * * * * * | OCH; | OCH; | OCHs | * * * | o=
ws | * | MD | MD| * | = | * | * |octh|ocr| * | * | * | ~ | * | *
359 | * | MD | MD | * * * * | OCHs| * |OCHs| * * * * | o=
wo | * | MD | MD | * | = | = | = |ocm| = | = loch| * | * | * | *
w1 | * | MD | MD| * | = | * | *~ | * |octh|ocr| * | * | * | * | *
%2 | * | MD | MD | * * * * * |OCH;| * |OCHs| * * * | o=
wa| * | MD | M| * | = | * | * loct| * | = | = | ~ | ~ | * |~
%4 | * | MD | MD | * * * * * | OCHs | * * * * * | o=
ws | *~ | MD | M| * | * | * | ~ | *~ | * |ocr| = | * | ~ | * |~
366 | OCHs | OCH; | OCHs | * * * * * | MD | MD | * * * o=
367 | * | OCHs;|OCH;|OCH; | * * * * | MD | MD | * * * * | =
g |OCHa|OCH:| * | * | = | = | = | » |[mo| Mo | = | = | = | = |~
a0 |OCH3| * focHs| * | x | x| x [~ | mMD|MD| * | *x | x| x | =
370 |OCH3| * | * focHa| * | * | * | * [ MD | MD | * | * [ x [ = |«
s | * |ochs|ocHs| x| x| x|« [+ | mMD | MD| * | x | x | x | =
a;p | * |ocHs| * focH3| x | x | x [ x [ mMD | MD | * | *x | x | x | x
gmjocs| * | * | * | | * | ~ | * |[mo|wmo| * | | ~ | * |~
374 | * |oCH3| * * * * * * | MD | MD | * * * * | =
s | * | * Jocks| * | * | » | ~ | * |[mo| Mo | * | * | ~ | * |~
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36 | * | MD | MD | = sp> | sp? | OCH; | OCHs | OCH; | * * *
377 * MD | MD | * sp® | sp? * | OCH; | OCH; | OCH;, * *
a7 | * | MD | MD | * sp> | sp? | OCH; | OCH, | * * * *
379 | * | MD | MD | * sp> | sp? |OCH;| * |OCHs| = * *
380 * MD | MD | * sp® | sp® |OCHs| = * | OCH, * *
1 | * | MD | MD | = s> | sp? | * |OCHs|OCHs;| * * *
382 * MD | MD | * sp® | sp? * | OCH;| * | OCH;, * *
g3 | * | MD | MD | = sp> | sp? |OCH; | * * * * *
384 * MD | MD | * sp® | sp? * | OCHs| = * * *
385 * MD | MD | * sp® | sp? * * |OCHs | = * *
386 | OCHs | OCH; [ OCH; | = * * * | MD | MD | * s’ | sp?
a7 | * | OCH; | OCH; | OCH; * * * | MD | MD | * s | sp?
388 | OCHs | OCHs | * * * * * MD | MD | * sp* | sp’
389 | OCHs | * OCHs; | * * * * MD | MD * sp? sp?
3090 | OCHs | * * | OCHs * * * MD | MD | * sp* | sp’
391 * | OCH; | OCH; | * * * * MD | MD | * sp* | sp’
392 * | OCHj; * | OCH; * * * MD | MD * sp? sp?
393 | OCHs | * * * * * * MD | MD | * sp* | sp’
394 * |OCHs| * * * * * MD | MD * sp* | sp
395 * * | OCH;| * * * * MD | MD | * sp* | sp’
396 * MD | MD * sp? sp? | OCHs; | OCH; | OCH; | * sp? sp?
397 * MD | MD * sp? sp? * | OCH; | OCH; | OCH, sp? sp?
398 * MD | MD * sp? sp? | OCHs; | OCH; | * * sp? sp?
200 * MD | MD * sp? sp? |OCHs| * |OCH;| * sp? sp?
201 * MD | MD * sp? sp? | OCHs; | * * | OCHs sp? sp?
202 * MD | MD * sp? sp? * | OCH; | OCH; | * sp? sp?
403 * MD | MD * sp? sp? * | OCH;| * | OCH; sp? sp?
404 * MD | MD * sp? sp? | OCHs; | * * * sp? sp?
405 * MD | MD * sp? sp? * | OCH; | * * sp? sp?
406 * MD | MD * sp? sp? * * | OCH; | * sp? sp?
407 | OCHs | OCH; | OCH; | * sp? | sp? * | MD | MD | = sp? | sp?
408 * | OCH; | OCH; | OCH; sp? sp? * MD | MD * sp? sp?
409 | OCHs | OCH; | = * sp? | sp? * | MD | MD | = sp? | sp?
410 | OCHs | * |OCH;| = sp? | sp? * | MD | MD | = sp? | sp?
411 |OCHs | = * | OCH; sp? sp? * MD | MD * sp? sp?
412 | * |OCHs|OCH; | = sp? | sp? * | MD | MD | = sp? | sp?
413 * | OCH;| * | OCH, sp? sp? * MD | MD * sp? sp?
414 | OCHs | = * * sp? | sp? * | MD | MD | = sp? | sp?
415 * | OCH; | * * sp? sp? * MD | MD * sp? sp?
416 * * | OCH; | * sp? sp? * MD | MD * sp? sp?
17 * MD | MD * * * | OCH; | OCH; | OCH; | * sp? sp?
218 * MD | MD * * * * | OCHs | OCH; | OCH;, sp? | sp?
419 * MD | MD * * * | OCH; | OCH; | * * sp? sp?
420 * MD | MD * * * |OCHy| * |OCHs| * sp* | sp?
o1 | * | MD | MD | * * * |OCH;| = * | OCH, sp® | sp?




425 * MD MD * * * * * OCH3 * * * sz sz
426 * MD MD * * * * * * OCH; * * sz sz
427 | OCHs | OCH3 | OCHs | * * sp® | sp? * | MD | MD | * * * *
428 * | OCH; | OCHs | OCH; | * sp® | sp? * | MD | MD | * * * *
429 | OCHs | OCHz | * * * sp? | sp? * MD | MD * * * *
430 |OCHs| * |OCH;| * * sp® | sp? * | MD | MD | * * * *
431 | OCHs | * * | OCHy| * sp? | sp? * MD | MD * * * *
432 * |OCH; | OCHs | * * sp® | sp? * | MD | MD | * * * *
433 * |OCHs| * |OCH;| = sp? | sp? * MD | MD * * * *
434 | OCHz | * * * * sp? | sp? * MD | MD * * * *
435 * |OCH;| = * * sp® | sp? * | MD | MD | * * * *
436 * * |OCH; | * * sp* | sp’ * MD | MD * * * *
437 * | MD | MD | * * * OH * | MD | MD | * * * OH
438 » | mvp | mp | * * * * « | vo | mp | * * * * A
439 * | MD | MD | * * * * * | MD | MD | * * * * E
440 " * " " " " " " " " " " " "

Nota** A numeracédo disposta nas estruturas ndo segue a IUPAC, e tem por finalidade apenas facilitar a
visualizacdo das alteracdes feitas para a obtengdo das estruturas pesquisadas.
Fonte: Proprio Autor (2016)
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4.4.4. Arilnaftalenos

Na Tabela 6 sdo mostradas as alteragdes estruturais na estrutura padréo arilnaftalénica
para obtencgéo das estruturas modeladas que foram analisadas por docking.

Tabela 6: Posi¢Ges substituidas na estrutura padrdo arilnaftalénica para a formacdo de
substancias modeladas a partir da mesma. (S-substéancia, P-posi¢do, MD-grupo metilenodioxi,
Im-grupo imidazol, CO-carbonila, An-antraceno, Bo-benzoxi, ET-grupo glicopiranosideo, T-
grupo glicopiranosideo com substituicdo do grupo metil no etoposide pelo grupo tenilideno,
Bz-benzil, CO**-grupo carbonila mudou da posigdo 9’ para a posi¢do 9 na molécula,NH*-

grupo amina substituiu C7, O*-oxigénio substituiu C7, A-alil, E-etoxi). **

9~ \9,;0

\8_8'/ 6'—5

7 \7' 4 B 4

N / "\ y ©

1—6 2—3 )

/ \o

2 5

N/

3—4

J. b

N4
~P| c2 | c3a|ca|c5|ce | cT|cs c9 | c2r | c3 | ca | c5 | ce | cr|ce | co
442 | * | MD | MD | * e | * * | MD | MD | * * * * *
444 | % | m | m | * * * * |co**| * |OCHs|OCH;| * * * * *
445 | * | m | m | * * * * |co**| * |OCHs| * |OCHs| * * * *
448 | * | 'm | m | * * * * * | OCHs | OCHs | OCH; | * * * * *
448 | * | 'm | m | * * * * * * | OCH; | OCH; | OCH; | * * * *
449 | * | 'm | m | * * * * * | OCHs | OCHs | * * * * * *
450 | * | m | m | * * * * * |OCHs| * |OCHs| = * * * *
51 | * | m | m | * * * * * |OCHs | * * |OCHs| * * * *
452 | * | m | m | * * * * * * | OCHs | OCHs | * * * * *
453 | * | m | m | * * * * * * |OCHs| * |OCH;| * * * *
457 | * | m | m | * * * * | cO** | OCH3 | OCH3 |OCH3 | * * * * *
458 | * | m | m | * * * * |co**| * |OCH3|OCH3|OCH3| * * * *
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459 | * | m | m | * | * | * | * |CO®™|OCH;|OCHs| * | * | * | = | =
460 | * | m | m | * | * | = | * |CO®|OCH;| * |OCHy| * | * | = | =
41 | * | m | m | * | * | * | * |CO™|OCH;| * | * |OCHs| * | * | =
462 | * | Im | m | * | x| * | * [CO™|OCH;| * | * | * | * | x | x
463 | * | m | m | x| = | x| x JcOo®| * |OCHs| * | * | * | x | *
464 | * | m | m | x| x| x| x JcOo™| * | * |OCHy| * | * | * | *
465 | * | MD | MD | * | * | = | x | % |OCH;|OCHs|OCHy| * | * | = | =
46 | * | MD | MD | * | * | * | x | % | * JOCHy|OCH;|OCHs| * | * | =
47 | * | MD | MD | * | * | % | x | % |OCH;|OCHs| * | * | * | = | =
48 | * | MD | MD | * | * | = | x | % |OCH;| * |OCHy| * | * | = | =
49 | * | MD | MD | * | * | * | * | % |OCH;| * | * |OCHs| * | * | =
470 | * | MD | MD | * | * | = | x | % | % JOCHy|OCHy| * | * | = | =
470 | * | MD | MD | * | * | * | x | x | % JOCHy| * |OCHs| * | * | *
2| * | Mo | wMD | * | = | = | = | = |ock| * | * | *= | = | = | =
473 | * | MD | MD | * | * | x| x| x| % JOCHy| * | * | * | x | *
474 | * | MD | MD | * | * | x| x| x| x| % |OCHy| * | * | x | *
475 |OCH; [OCHs|OCH; | * | * | = | = | = | = | MD | MD | * | * | = | =
476 | * |OCHs|OCH;|OCHs| * | * | * | * | * | MD |MD | * | * [ = | =
477 |OCH; [OCHs| * | = | * | = | = | = | = | MD|MD | * | * [ = | =
478 |OCH;| * |OCH;| * | * | = | = | = | * | MD|MD | * | * [ » | =
479 |OCH;| * | * |OCHs| * | * | = | = | * | MD|MD | * | * | = | =
480 | * |OCHs|OCH;| * | * | = | = | = | * | MD|MD | * | * | = | =
481 |OCH;| * | * | = | = | = | = | = | * | MD|MD | * | * [ » | =
a2 | * |locHs| * | * | ~ | « | « | = | =~ [Mo|mp| * | = | = | »
483 | * | * |OCH;| * | * | * | x | *x | * | MD|MD| * | * | x | *
aga | * | MD | MD | * | * | = | = | * | = | = | = | « | = | = | =
485 | < | x| < | x| x| x| x| x| * I MD|MD| * | * | x | *

Nota*> A numeracao disposta nas estruturas ndo segue a IUPAC, e tem por finalidade apenas facilitar a
visualizagdo das alteracdes feitas para a obtengdo das estruturas pesquisadas.

Fonte: Proprio Autor (2016)
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5. RESULTADOS

No inicio desta pesquisa foram realizadas as validacBes necessarias para as
simulacdes, como descritas no item 4.1. Os resultados obtidos foram: rmsd COX-1 = 0,98A e
rmsd COX-2 = 0,70A . A Figura 14 mostra os resultados (poses) de validagio dos ligantes

cristalogréaficos, observando-se uma excelente reconstrucéo.

Figura 15: Resultados para validacéo dos ligantes cristalograficos 3KK6 (COX-1)
e 3LN1 (COX-2). Os ligantes originarios da estrutura cristalografica estdo em

amarelo e os originarios da simulacdo em azul.

Fonte: Proprio Autor (2016)

Foram realizados o docking molecular do rofecoxibe, das lignanas naturais bioativas
(3, 4, 5 e 9) e das 480 estruturas que foram obtidas a partir de alteracdes estruturais destas
lignanas. As modificagbes estruturais realizadas visaram estudar o efeito da rigidez da
estrutura do composto, da presenca do anel lactdnico, posicdo e natureza dos substituintes dos
anéis aromaticos em C7 ¢ C7’ e da presenca de heteroatomos na posi¢do C9 na formacdo do
complexo Enzima-Ligante. Os resultados obtidos pelo docking molecular através do programa

GOLD 5.1 séo apresentados a sequir.
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5.1. ANALISE SOBRE OS COMPLEXOS LIGANTE-COX-2

A Tabela 7 apresenta somente as estruturas que ocuparam a mesma regido do sitio
ativo da COX-2 que o rofecoxibe ou a deoxipodofilotoxina e os aminoacidos com os quais

essas estruturas i nteragem.

Esses resultados mostram que 3 interage com 0s residuos situados na metade superior
do canal hidrofébico da COX-2*, como 2. Segundo a literatura*®, 2 inibe a sintese das
prostaglandinas nesta isoforma de modo competitivo, 0 que sugere 0 mesmo comportamento
para 3. Porém uma andlise mais detalhada das interaces entre os residuos mostrou que
embora ocupem a mesma regido no sitio ativo da COX-2 estas interacbes ocorrem de modo

diferente na deoxipodofilotoxina (Tab. 8a).
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Tabela 7: Estruturas que ocupam a mesma regido do sitio ativo da COX-2 que o rofecoxibe

ou a deoxipodofilotoxina e residuos com os quais essas estruturas interagem. Os residuos do

bolso hidrofilico estdo marcados em azul. R- residuos de aminoacidos, S-substancias .
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Fonte: Proprio Autor (2016)
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Tabela 7 (Continuagdo): Estruturas que ocupam a mesma regido do sitio ativo da COX-2
que o rofecoxibe ou a deoxipodofilotoxina e residuos com 0s quais essas estruturas interagem.
Os residuos do bolso hidrofilico estdo marcados em azul. R- residuos de aminoéacidos, S-

substancias (estrutura).
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Tabela 8a: Interacdes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-2 e as estruturas 2 e
3. Os residuos do bolso hidrofilico estdo assinalados em azul. Residuo/Ligante-(R/L), CP-
cadeia principal do residuo de aminoacido, CL-cadeia lateral do residuo de aminoéacido, Gl-
grupo imidazolico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo Metilsulfona, GG-grupo guanidinico,

AL-anel lactdnico, MO-grupo metdxi, Ar-anel aromético, LH-ligag&o de hidrogénio.

Deoxipodofilotoxina (3)
Interacdo (R/L) // Distancia (A)

Rofecoxibe (2)
Interacdo (R/L) // Distancia (A)

CHs(CL)/CHs(SA) /I 4,638 |
I
GG/AL // 5,000 GG/CH,(AL) // 2,963

Residuos

Thro3
Val 115

-]

CHa(CL)/ CHg(MO-C3') // 4,147

Phe205

lle345 CH(CP)/ CH5(MO-C3') // 4,724
Tyr348 | AA(CL)/AAC3 // 4942 |AA(CL)/ CH3(MO-C3') // 2,680
Val348 | CHs(CL)/O(AL) // 2,639 CH3(CL)/C=O(AL) // 1,690
GIn349 NH(CL)/H(C7") // 4,953

Leu351 | CHs(CL)/AAC3 // 3,374 CH,(CL)Y/AA(CT) // 2,347
Ser352 | CH(CP)/AACA I/ 2,447 CH(CP)/AA(CT) /i 2,642
Gly353 NH/CH3(SA) // 4,010

Tyr354 | AA(CL)/AA(C4), AL // 4,000 OH(CL)/H(C7) /I 2,487

Leu358 | CHs(CL)/O(AL) // 4,625 CHs(CL)/C=O(AL) // 4,418
Phe380 | AA(CL)/AA(C3) /I 3,922 AA(CL)/O(MO-C4)) // 3,062
Leu383 | CHs(CL)/AA(C3) // 3,848 |CHs(CL)/ CH5(MO-C4') // 2,698
Tyr384 | OH(CL)/AA(C3) // 3,340 OH(CL)/O(MO-C3) // 2,863

Trp386 | AA(CLYAA(C3) // 2,320 |AA(CL)/ CH3(MO-C4') // 2,651

NH(CP)/O(SA) // 2,981(LH) | CHs(CL)/O(MD-C3C4) // 2,601

Fonte: Proprio Autor (2016)

Met512 | CH(CL)/AA(C3) // 2,943 | C=O(CP)/ CHs(MO-C5') // 2,365
Val513 | CH3(CL)/AA(CA4) // 2,651 N(CP)/ CHs(MO-C5') // 2,795
Glus14 O(COO-CL)/H(C7) /I 4,691
Gly516 | CH,(CL)/AA(C3) /I 3,054 CH,(CP)/O(MO-C5') // 2,559
Ala517 | CH(CP)/C=O(AL) // 2,554 CHs(CL)/O(AL) // 2,836
Ser520 | CHo(CI)/C=O(AL) // 3,015 | OH(CL)/ CH3(MO-C3")// 3,192
Leu521 | CH(CL)/C=O(AL) // 3,905 CHs(CL)/O(AL) // 3,231
Leu524 CHs(CL)/O(MO-C3)) // 4,944
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No caso da interagdo com os residuos que formam o bolso hidrofilico do sitio ativo da
COX-2 (His89, GIn191, Arg503, Ala506 e Phe508)*'*™® o grupo metilenodioxi da
deoxipodofilotoxina apresenta interacdes mais fracas que o grupo metilsulfonado rofecoxibe.
Pode-se observar (Tab. 8a) que os atomos de oxigénio do grupo metilsulfona da 2 apresentam
ligacdes de hidrogénio com os residuos Arg503 e Phe508 o que néo é observado com o grupo
metilenodioxi da 3. Embora, sejam observadas interagdes eletrostaticas em ambos as
estruturas com His89, o grupo metilsulfona da 2 apresenta-se bem mais proximo deste residuo
indicando uma interacdo mais forte. Segundo a literatura este modelo de interacdo da 2 com
os residuos situados no bolso hidrofilico sdo importantes para a sua seletividade®”®. O anel
lactdnico da deoxipodofilotoxina interage de maneira mais intensa com os residos préximos
ao MBD (Arg120, Leu351, Ser352, Tyr354, Leu358)*, apresentando distancia menor, que o
anel lactonico do rofecoxibe, para o residuo Arg120*. Residuo este que é importante na
sintese das prostaglandinas a partir do acido aracdénico. Os grupos metoxis da
deoxipodofilotoxina ocupam posicao analoga ao anel aromatico em C3 do rofecoxibe, ambos
apresentam interacdo semelhante com os residuos Phe380, Leu383, Tyr384 e Trp386 situados
proximo ao grupo heme da enzima®. A analise das poses referentes as demais estruturas
ariltetralinicas como 3 indicam que apenas as estruturas 37 e 188 interagem de forma
semelhante a 2 no bolso hidrofilico (Tab. 8b) que é uma regido importante do sitio ativo da
COX-2 para a seletividade dos coxibes.
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Tabela 8b: Interagdes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-2 e as estruturas 37
e 188. Os residuos do bolso hidrofilico estdo assinalados em azul. Residuo/Ligante-(R/L), CP-
cadeia principal do residuo de aminoacido, CL-cadeia lateral do residuo de aminoéacido, Gl-

grupo imidazolico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo Metilsulfona, GG-grupo guanidinico,

AL-anel lactdnico, MO-grupo metdxi, Ar-anel aromético, LH-ligag&o de hidrogénio.

37

188

Residuos

Val 115

Interacdo (R/L)/ Distancia (A)

CH(CL)/O(C=0-AL) // 4,853

Arg120

Val344
11e345
Tyr348

NH(GG)/C=O(AL) // 2,757(LH)

Phe205

AA(CL)/MD(C3'C4") // 4,392

Interacdo (R/L)/ Distancia (A)

CH3(CL)/F(CF3-C4') // 4,948
NH(GG)/C=0O(AL) // 3,869

AA(CL)/CHs(MO-C4) // 3,866

CHs(CL)/CH3(MO-C4) // 3,874

AA(CL)/CH3(MO-C4) // 2,679

Val348
GIn349
Leu351

CH3(CL)/ CHy(AL) // 1,970

C=O(CP)/AA(CT) /I 2,337

CHs(CL)/NH7 // 2,119

C=O(CP)/AA(CT') /I 2,648

Serss2 CH(CP)/AA(C7) /2,492 CH(CP)/AA(CT') /] 3,249
Gly353 CH,/F(CF5-C4") /] 4,387
Tyr3s4 | OH(CL)/NH(N7) // 2,487(LH) AA(CL)/O(AL) /] 2,690
Leu358 CH3(CL)/O(AL) // 3,762 CHa(CL)/CHA(AL) // 3,153
Phe380 | AA(CL)/CH,(MD-C3C4)// 3,321 AA(CL)/CH4(C3) /] 4,116
Leu383 | CHs(CL)/O(MD-C3'C4") // 3,841 CHa(CL)/ CH4(C3) // 3,124
Tyr3s4 | OH(CL)/O(MD-C3'C4)// 3,268 | OH(CL)/O(MO-C4) // 1,797(LH)

Trp386

AA(CL)/MD(C3C4) // 3,021

AA(CL)/O(MO-C3) // 2,257

1le507 NH(CP)/O(MD-C3C4) // 3,529 CHa(CL)/F(CF3-C4') // 2,526

Met512

C=O(CP)/AA(CT') /I 3,100

CH,/ CH3(MO-C2") // 2,832

Val513

CHs(CL)/O(MD-C3'C4) // 3,289

CHs(CL)/AA(CT) I/ 1,777

Glu514

Gly516 CH,/O(MD-C3'C4)) // 2,667 CH,/CH3(MO-C3) // 3,123
Ala517 CH3(CL)/C=O(AL) // 3,920 CH3(CL)/CHT' // 2,957
Ser520 | CH, (CL)/O(MD-C3'C4) //3,301 | OH(CL)/CH3(MO-C4) // 1,633
Leu521 CH3(CL)/C=O(AL) // 4,702 CH3(CL)/ CH, (AL) // 3,843
Leu524 CHa(CL)/CH3(C4) // 3.985

Fonte: Proprio Autor (2016).
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Na estrutura 37 o grupo metilenodioxi em C3’ e C4’ e na 188 o grupo trifluorometil se
comportam de modo anélogo ao grupo metilsulfona do rofecoxibe em relacéo aos residuos do
bolso hidrofilico da COX-2 (Tab. 8b). Assim como 2 e 3, 0 anel lactdnico na 37 e na 188
também interagem com os residuos situados proximos ao MBD, sendo que 37 apresenta
ligacdes de hidrogénio com os residuos Arg120 e Tyr354. Tal como no grupo fenil em C3 no
rofecoxibe, o grupo metilenodioxi em C3 e C4 da 37 e os grupos metoxis ligados em C3, C4 e
C5 de 188 interagem com os residuos proximos ao heme da COX-2, observando-se uma
ligacdo de hidrogénio entre o grupo metoxi em C4 e a cadeia lateral do residuo Tyr384.
Residuo este responsével pela retirada do hidrogénio 13-proS do AA*. A estrutura 17 (Tab.
8c), comporta-se como a deoxidopodofilitoxina, principalmente quando se refere aos residuos
situados no bolso hidrofilico da COX-2. As demais estruturas deste subgrupo apresentam

resultados que diferem do comportamento do rofecoxibe ou da deoxipodofilotoxina.
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Tabela 8c: InteracBes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-2 e as estruturas 3 e
17. Os residuos do bolso hidrofilico estdo assinalados em azul. Residuo/Ligante-(R/L), CP-
cadeia principal do residuo de aminoacido, CL-cadeia lateral do residuo de aminoéacido, Gl-
grupo imidazolico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo Metilsulfona, GG-grupo guanidinico,

AL-anel lactdnico, MO-grupo metdxi, Ar-anel aromético, LH-ligag&o de hidrogénio.

Deoxipodofilotoxina

17

Val 115
Arg120

Residuos

Interacdo (R/L) / Distancia (A)

Interacdo (R/L) / Distancia (A)

I
GGICH,(AL) // 2,963 NH(GG)/C=0 // 3,388
_ C=O(CL)/CH(AL) // 2420 |  C=O(CL)/CH,(MD) // 3281 |

AA(CL)/ CHy(C3) I/ 4,436

Val344 | CHs(CL)/CH5(MO-C3)) // 4,147 CH3(CL)/CH3(C3) // 3,609
11e345 | CH(CP)/CHy(MO-C3') // 4,724
Tyr348 | AA(CL)/CH5(MO-C3)) // 2,680 AA(CL)/CHs(MO-C3) // 2,133
Val348 CH3(CL)/C=O(AL) // 1,690 CH3(CL)/CH,(AL) // 1,520
GIn349 NH(CL)/H(C7') // 4,953 NH(CP)/C7 // 4,804
Leu351 CH,(CL)/AA(CT) /i 2,347 CHy(CLYAA(CT) /I 2,273
Seras? CH(CP)/AA(C7) /I 2,642 CH(CP)/AA(CT') // 3,082
Gly353
Tyr354 OH(CL)/H(C7) /I 2,487 AA(CL)/OH(CT') /I 2,855
Leu358 CH3(CL)/C=O(AL) // 4,418 CH3(CL)/C8 // 4,387
Phe380 | AA(CL)/O(MO-C4) // 3,062 AA(CL)/ CH3(MO-C4) // 2,697
Leu383 | CHs(CL)/CH3(MO-C4') // 2,698 CH3(CL)/MO-C4) // 2,393
Tyr384 | OH(CL)/O(MO-C3) // 2,863 CH(CL)/O(MO-C3) // 2,166
Trp386 | AA(CL)/CHs(MO-C4') // 2,651 AA(CL)/CH,(MO-C3) // 2,792

CH3(CL)/O(MD-C3C4) // 2,601 CH3(CL)/O(MD-C3'C4") // 3,319

Met512 | C=O(CP)/CHs(MO-C5') // 2,365 | C=O(CP)/CHs(MO-C5) /I 2,462
Val513 | N(CP)/CH3(MO-C5') // 2,795 CH(CP)/CH3(MO-C5) // 2,374
Glu514 | O(COO-CL)/H(C7) /I 4,691 COO(CL)/CT' /I 5,000
Gly516 | CH,(CP)/O(MO-C5)) // 2,559 CH,/ CHs(C4) 1/ 2,469
Ala517 CH3(CL)/O(AL) // 2,836 CH3(CL)/C=O(AL) // 2,439
Ser520 | OH(CL)/ CH3(MO-C3)) // 3,192 OH(CL)/ CH3(MO-C3) // 3,467
Leu521 CH3(CL)/O(AL) // 3,231 CH3(CL)/C=O(AL) // 2,834
Leu524 | CHs(CL)/O(MO-C3") /I 4,944 CH3(CL)/CH3(C3) // 4,403

Fonte: Proprio Autor (2016).
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Em relagdo as estruturas dibenzilbutirolactonicas, a partir da 4 até 348, apenas as
estruturas 4, 214, 266, 267 e 348 apresentam resultados de interacdo similares ao rofecoxibe
(Tab.8d).

As estruturas 4 e 266 interagem com os residuos do bolso hidrofilico atraves de seu
grupos metilenodioxi em C3 e C4, as 267 e 348 através de seus grupos imidazolicos em C3 e
C4 e a 214 das hidroxilas em C3’ e C4’, todos de modo semelhante ao grupo metilsulfona do
rofecoxibe, como mostrado na Tabela 8d. Os anéis lactonicos de 214, 266, 267 e 348
interagem com os residuos préximos ao MBD. Em 4 o seu grupo benzilmetilenodioxi em C7
é gue interage com os residuos situados nesta regido do sitio ativo da COX-2. Em relacéo a
regido proxima ao grupo heme do sitio ativo da COX-2 a hinoquinina (4) interage a partir de
seu anel lactdnico, em 214 a interacdo ocorre através de suas hidroxilas em C3 e C4, em 266
através de seu grupo imidazoélico em C3’ ¢ C4’, em 267 pelo grupo metilenodidxi em C3’ e

C4’ e em 348 pelo anel aromatico em C7°.
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Tabela 8d: Interacfes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-2 e as estruturas 4,

214 e 266. Os residuos do bolso hidrofilico estdo assinalados em azul. Residuo/Ligante-(R/L),

CP-cadeia principal do residuo de aminoacido, CL-cadeia lateral do residuo de aminoacido,

Gl-grupo imidazolico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo Metilsulfona, GG-grupo
guanidinico, AL-anel lactonico, MO-grupo metoxi, Ar-anel aromatico, LH-ligacdo de
hidrogénio.
4 214 266
Residuos Interagéo (R/L) / Distancia (A) Interagdo (R/L) / Distancia (A) Interagéo (R/L)/ Distancia (A)

11e345
Tyr348

AA(CL)/ICHT' /I 4,762

AA(CL)/AA(CT) /I 4,562

Val348

CH3(CL)/AA(CT') /] 2,238

CHa(CL)/CH2(AL) // 1,887

CH3(CL)/C=O(AL) // 2,586

CH4(CL)/AA(CT) // 5,000
GG(CL)/O(AL) // 4,598

GIn349 NH(CP)/CH2(AL) // 4,385 NH(CP)/CH2(AL) // 4,905
Leu3s51 CHy(CL)/CHS' /I 2,515 CH,(CL)/CHT' // 2,903 CH,(CL)/CH7 // 3,138
Ser3s?2 CH(CP)/AA(CT) /I 2,322 CH,(CL)/O(AL) // 3,072 CH(CP)/AA(CT) /I 2,137
Gly353 NH/CH?7 // 5,000
Tyr3s4 | AA(CL)/CH,(MD-C3'C4") // 2,698 AA(CL)/O(AL) // 4,093 AA(CL)/CH,(AL) // 2,523
Leu358 | CHs(CL)/O(MD-C3'C4") // 4,125 CHy(CL)/O(AL) // 4,261 CH(CL)/C=O(AL) // 2,586
Phe380 AA(CL)/C=0(AL) // 4,005 AA(CL)/OH(C4) // 3,265 AA(CL)/GI(C3C4) /I 2,890
Leu3s3 CHy(CL)/C=O(AL) // 4,590 CHy(CL)/OH(C4) // 2,734 CHy(CL)/GI(C3C4) /I 3,481
Tyr3s4 OH(CL)/C=O(AL) // 4,259 OH(CL)/AA(CY) I/ 2,972 OH(CL)/GI(C3C4) /I 3,185
Trp386 AA(CL)/O(AL) // 3,909 AA(CL)/OH(C3) // 2,850 AA(CL)/GI(C3C4) /I 2,265

11e507 | NH(CP)/O(MD-C3C4)// 3,069(LH) | NH(CP)/OH(C4) // 2,406(LH) CHy(CL)/O(MD-C3'C4") // 3,097

Fonte: Préprio Autor (2016)

Gly509 NH/CH,(MD-C3C4) // 4,347 NH/CH,(MD-C3'C4") // 4,369?
Met512 CH,(CL)/O(AL) /I 3,371 C=0(CP)/OH(C3") /I 2,092(LH) CH,(CL)/GI(C3C4) /] 3,072
Val513 CH(CP)/O(AL) // 2,606 NH(CP)/OH(C3") // 3,203 CH(CP)/AA(CT) Il 2,734
Glu514 NH(CP)/OH(C3") // 2,659

Gly516 CH,(CL)/C=0O(AL) /I 2,883 CH,/OH(C3") /I 2,659 CH,/GI(C3C4) // 2,818
Ala517 CH3(CL)/O(MD-C3'C4") // 3,170 CH(CP)/CH7 /I 2,891 CH(CP)/AA(C3C4) /] 2,634
Ser520 OH(CL)/AA(CT") /I 2,516 OH(CL)/AA(CT) Il 2,987 OH(CL)/AA(CT) Il 2,704
Leu521 CH3(CL)/O(MD-C3'C4") // 2,495 CH(CL)/CHT7 /I 4,396 CH3(CL)/C=0(AL) // 2,657
Leu524
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Tabela 8d (continuacdo): InteracGes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-2 e
as estruturas do rofecoxibe, 267 e 348. Os residuos do bolso hidrofilico estdo assinalados em
azul. Residuo/Ligante-(R/L), CP-cadeia principal do residuo de aminoacido, CL-cadeia lateral
do residuo de aminoacido, Gl-grupo imidazolico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo
Metilsulfona, GG-grupo guanidinico, AL-anel lactébnico, MO-grupo metoxi, Ar-anel

aromatico, LH-ligac&o de hidrogénio.

267

348

Residuos

Interacdo (R/L)/ Distancia (A)

Interacdo (R/L) / Distancia (A)

CH3(CL)/GI(C3C4) // 5,000 CHa(CL)/GI // 4,509
NH(GG)/O(AL) // 4,301 GG(CL)/CH.(AL) // 4,479

Val 115

Argl120

Phe205

Val344
1le345
Tyr348

AA(CL)/AA(CT') Il 4,427

CH3(CL)/CH3(MO-C3'C4) //

4,842

AA(CL)/CH5(MO-C3'C4") /I
2,740

Val348

CH3(CL)/C=0(AL) // 2,732

CHs(CL)/C=O(AL) // 1,870

GIn349

Leu351 CH,(CL)/C7'H2 // 3,062 CH3(CL)/O(MO-C3'C4') // 2,342
Ser3s2 CHa(CL)/CHA(AL) // 2,571 CH(CP)/C7 /] 2,333
Gly353

Tyr3s4 AA(CL)/CH(AL) // 2,733 OH(CL)/AA(CT7) I/ 3,763
Leu358 CH3(CL)/O(AL) // 4,086 CHs(CL)/O(AL) /] 4,952
Phe380 AA(CLYAA(CT) // 3,854 AA(CL)Y/AA(CT)) 1/ 3,253
Leu383 | CHs(CL)/CH2(MD-C3'C4) //2,830 | CH3(CL)/AA(CT) /I 2,615
Tyr3s4 OH(CL)/AA(CT) /I 2,933 OH(CL)/CH3(MO-C2) /I 2,277

Trp386

AA(CL)/O(MD-C3'C4) // 1,965

AA(CLYAA(CT) 1/ 2,344

11e507 CH3(CL)/GI // 2,825 NH(CP)/N(GI) // 2,950(LH)

Met512

CH,(CL)/CHo(MD-C3C4) // 2,407

CH,(CL)Y/AA(CT) // 2,890

Val513

Glu514

CH3(CL)/GI(C3'C4") // 3,214

CH3(CL)/C8 // 2,340

Gly516 CH,(CL)O(MD-C3C4) // 2,783 CH,/AA(CT") /1 2,503
Ala517 CH(CP)/CT' [I 2,793 CH3(CL)/CH,(AL) /1 2,510
Ser520 OH(CL)/AA(CT") Il 2,516 OH(CL)/CH3(MO) /I 2,848
Leu521 CH3(CL)/C=0(CP) // 2,822

Leub524

Fonte: Proprio Autor (2016)
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5.2. ANALISE SOBRE OS COMPLEXOS LIGANTE-COX-1

As Tabelas 9a e 9b apresentam somente as estruturas que ocupam a mesma regido do
sitio ativo da COX-1 que o rofecoxibe (2) (Tab. 9a) ou que a deoxipodofilotoxina (3) (Tab.9b)

e 0s aminoacidos com 0s quais essas estruturas interagem.

Tabela 9a: Estruturas que ocupam a mesma regido do sitio ativo da COX-1 que 2 e residuos

com 0s quais esses estrutura interagem. R- residuos de aminoacidos, S-substancias (estrutura).
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Tabela 9a (continuacdo): Estruturas que ocupam a mesma regido do sitio ativo da COX-1

, S-

duos de aminoacidos

Ve

- Iesl

iduos com o0s quais esses estrutura interagem. R

que 2 e res

(estrutura).

ancias

subst

Lous34 | | L] |

LeuS31
Ser530

Phes29 | | |
Pro528 | | [ | L]

AlaS27 [ |

Glys26

Met525 Al NN i I | | .
eiiEEEE H BER B EEEN Bl I NN

HeS23
MetS22
aysio [ 1 1 [ [ M|
Phe518
Me517
Ser516

Awmns15 | | [ | ] [ |
His513 [ ]| [ |

CysS12 H B B BN
Trp387
Tyr385
Leu384 [ |
Phe381
L eu3s59
Tyr355
il EENEEEEEE BN EEEEEEE BEEE B REEEEEE
Ser3s3
L eu3s2
Val349
Tyr348
rorill EEEEEE EEEEEEE EEREEEEEEEEENEEEE B
Val344 B B B B [ |

Phe20s | [ I | || IR B B R RN

GIn192 [ |
Argl20
Leul17 ---“------- ANEEEEREEREEEEN
Valllo

Met113 -----““----- ENENEEREENEREEN
Thr94

Lew | | I I I BN

Hix90

R |2 e
on|= ||
Lar1Lanl sl

Fonte: Proprio Autor (2016).

Tabela 9b: Estruturas que ocupam a mesma regido do sitio ativo da COX-1 que 3 e residuos

com 0s quais esses estrutura interagem. R- residuos de aminoacidos, S-substancias (estrutura).

Glu514

Gly470

Phe469

Ser352

Val348

Leul23

Fonte: Proprio Autor (2016).
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As anélises das poses demonstram que o rofecoxibe (2) e a deoxipodofilotoxina (3)
interagem, na sua maioria, com residuos diferentes na COX-1, ocupando diferentes regides,
porém vizinhas, nesta isoforma. Estes resultados podem ser claramente visualizados na
Figural6 e nas Tabelas 9a e 9b. O rofecoxibe interage com os residuos que compdem a
metade superior do canal hidrofébico da COX-1, como os demais AINEs®. A analise
detalhada das interac6es do rofecoxibe (Tab. 10a) com os residuos desta isoforma mostra que
0 grupo metilsulfona interage com os residuos situados no topo do canal hidrofobico préximo
ao grupo heme da enzima, o anel aromatico em C3 interage com 0s residuos proximos ao
MBD, e o anel lactdnico interage com os residuos um pouco acima da entrada do canal
hidrofobico (His89, 11e507 e Phe508).
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Tabela 10a: InteracGes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-1 e as estruturas 2,

37 e 188. Residuo/Ligante-(R/L), CP-cadeia principal do residuo de aminoacido, CL-cadeia

lateral do residuo de aminoacido, Gl-grupo imidazolico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo

Metilsulfona, GG-grupo guanidinico, AL-anel lactdnico, MO-grupo metoxi, Ar-anel
aromatico, ligacdo de hidrogénio.
Rofecoxibe 37 188

Residuos| Interagdo (R/L) / Distancia (A) Interagdo (R/L) / Distancia (A) Interagdo (R/L)/ Distancia (A)
His89 NH(GI)/C=0(AL) // 3.969 GI1/O(MD-C3'C4") /1 2,900 GI(CL)/F(CF3) /1 2,481
Leu92 CH3(CL)/AA(C3) // 4,630

Thr93 CHa(CL)/CH,(MD-C3'C4’) // 4,512 CHa(CL)/F(CF5) // 4,562
Val115 CH3(CL)/AA(C3) // 3,034 CH5(CL)/C=0(AL) // 3,403 CH5(CL)/O(AL) // 3,194
Arg120 GG/AA(C3) // 2,986 GG(CL)/AL /I 2,404 NH(GG)/C=0(AL) // 3,218
GIn191 NH(CL)/O(MD-C3'C4') // 5,000 NH(CL)/F(CFs) // 4,667
Phe205 AA(CL)/CH5(MO-C4) // 4,038
Val344 CH3(CL)/CH3(MO-C4) // 4,019
Tyr348 AA(CL)/O(MS) // 3,735 AA(CL)/O(MD-C3C4) // 4,202 AA(CL)/CH5(MO-C4) // 4,019
Val348 | CHy(CL)/AA(C3), AA(C4) /[ 3,205 CHa(CL)/N7 // 2,226 CHa(CL)/N7 // 2,154
Leu3s1 CHa(CL)/AA(C4) /1 2,729 C=O(CP)/AA(CT') / 2,311 CH,(CL)/AA(CT') // 3,059
Ser352 CH(CP)/O(AL) /I 2,558 C=0(CP)/CH,(MD-C3'C4") // 2,446 CH(CP)/F(CF>) // 2,682
Tyr3s4 AA(CL)/AA(C3) //2,797 OH(CL)/O(MD-C3'C4') // 3,002(LH) OH(CL)/AA(N7) // 2,593
Leu358 CHa(CL)/AA(C3) /] 4,926 CH,(CL)/C=O(AL) // 3,738 CH4(CL)/O(AL) // 3,861
Phe380 AA(CL)/MS // 2,628 AA(CL)/CH,(MD-C3C4) // 3,745 | AA(CL)/CH;(MO-C3) // 3,313
Leu3s3 CH3(CL)/CH5(MS) // 3,001 CH3(CL)/O(MD-C3C4) // 4,722 CH3(CL)/CH3(MO-C3) // 3,924
Tyr384 AA(CL)/MS /] 2,723 OH(CL)/CH,(MD-C3C4) // 3,537 OH(CL)/O(MO-C4) // 3,684
Trp386 AA(CL)/O(MS) // 2,846 AA(CL)/O(MD-C3C4) // 3,384 AA(CL)/O(MO-C3) // 2,653
Ser506 OH(CL)/CH,(MD-C3'C4') // 3,486 CH,(CL)/F(CFs) // 4,093
1le507 CH3(CL)/CH,(AL) // 4,745 CH3(CL)/O(MD-C3C4) // 4,035 CH3(CL)/F(CFs) // 3,111
Phe508 AA(CL)/ICH,(AL) // 2,473 AA(CL)/AA(CT") // 3,070 AA(CL)/CH3(MO-C2) // 2,462
Met512 C=0(CP)/AA(C4) /I 3,019 C=0(CP)/AA(CT' I/ 2,976 C=0(CP)/CH3(MO-C2) // 2,210
1le513 CH3(CL)/O(AL) // 2,507 CH3(CL)/O(MD-C3'C4') // 2,396 CH3(CL)/F(CFs) // 1,857
Gly514

Met515 C=0(CP)/CH5(MS) /I 4,898

Gly516 CH,/CH3(MS) // 2,869 CH,/O(MD-C3C4) // 2,670 C=0(CP)/CH4(MO-C3) // 2,888
Ala517 CHs(CL)/AA(C3) // 3,005 N(CP)/AA(CT) // 3,167 CH4(CL)/CT" /] 2,542
Phe519 CH,/O(MS) // 4,436

Ser520 CH,/O(MS) // 1,283 OH(CL)/O(MD-C3C4) // 2,0942(LH) | OH(CL)/O(MO-C4) // 2,150
Leu521 CH3(CL)/AA(C3) // 2,878 CH5(CL)/C=O(AL) // 3,467 CH3(CL)/CH,(AL) // 3,166
Leu524

Fonte: Proprio Autor (2016).

A deoxipodofilotoxina apresenta o grupo metilenodioxi interagindo com os residuos

Trp82 e Pro83, os grupos metoxi ligados ao anel aromatico em C7 circundados pelos residuos

Leu92, Trp99, Leulll, Leulld e Valll5, o anel lactonico esta proximo aos residuos Arg120

e Tyr354, estes dois residuos encontram-se préximos ao MBD. Observando-se uma ligacéo de

hidrogénio com o residuo Arg120.
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Tabela 10b: Interacfes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-1 e as estruturas 3
e 17. Residuo/Ligante-(R/L), CP-cadeia principal do residuo de aminoécido, CL-cadeia lateral
do residuo de aminoacido, Gl-grupo imidazolico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo
Metilsulfona, GG-grupo guanidinico, AL-anel lacténico, MO-grupo metdxi, Ar-anel

aromatico, ligacéo de hidrogénio.

Deoxipodofilotoxina 17
Residuos Interagéo (R/L) / Distancia (A) Interacdo (R/L) / Distancia (A)
CH4(CL)/O(MD) // 4,436
CH,(CL)/CHy(MD) // 3,811
CH(CP)/CT' /1 3,958
Phe87 Ar(CL)/CH3(MO-C3") // 4,277
1e8s CHa(CL)/AI(C7) /] 2,244 CH4(CL)/C8' // 2,149

Leu9l CHy(CL)/CH3(C4') // 3,568 CHy(CL)/CH,(C4) // 3,718
Leud2 | H(CH,-CL)/O(MD-C3C4) // 2,927 CH3(CL)/O(MO-C5) // 2,832
Leu9s cHycLicHmo-c4) /74774 |G
Trp99 Ar(CL)/CH3(MO-C5") // 3,979 Ar(CL)/CH3(MO-C4) // 3,622
Leulll H(CH5-CL)/O(MO-C5') // 1,969 C=0(CP)/CH3(MO-C5) // 2,642
Met112 NcerycHamo-cs) /4678 |
Leulld C=0(CP)/H(CH,-C7) // 2,390 CH,(CL)/CH3(MO-C5) // 4,419
Valll5 | H(CHs-CL)/O(MD-C3C4)// 2,288 CH3(CL)/CH3(MO-C5) // 2,886
Leull6 N(CP)/H(Ar-C2) // 4,558 I
Val119 CH3(CL)/CH,(AL) // 2,559 CH5(CL)/AN(CT') // 2,663
Arg120 | H(NH-GG)/O(MD-C3C4)// 1,814 NH(GG)/O(AL) // 2,034(LH)
Tyr3s4 | H(Ar-CL)/O(MD-C3C4) // 3,189 Ar(CL)/O(AL) // 3,494
Leu356 CHy(CL)/CH3(MO-C5") // 3,133 CHy(CL)/CH3(MO-C5) // 2,482
116513 | CHs(CL)/CH,(MD-C3C4) // 5,000
Ala517 | H(CH,-CL)/O(MD-C3C4) // 4,917
Leu521 | H(CH,;-CL)/O(MD-C3C4) // 4,793

Fonte: Préprio Autor (2016)

Devido as diferencas entre as configuracdes do rofecoxibe e da deoxipodofilotoxina na
COX-1, dividem-se neste trabalho as estruturas em dois grupos. As que apresentam
comportamento similar ao rofecoxibe e as que apresentam resultados semelhantes a

deoxipodofilotoxina.

As analises detalhadas dos resultados, como mostrados nas Tabelas 10a e 10b,
sugerem que 17 apresenta resultados semelhantes a deoxipodofilotoxina ocupando a mesma

regido na enzima. As estruturas 37 e 188 comportam-se como o rofecoxibe (Tab.10a).
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Figural6: Deoxipodofilotoxina (magenta) e rofecoxibe (azul) interagindo com os residuos

situados no sitio ativo da COX-1.

,_

Fonte: Proprio Autor (2016)

Com respeito as estruturas dibenzilbutirolactdnicas a anélise detalhada das interagGes
com os residuos situados no sitio ativo da COX-1 (Tab.10c) indicam que 4, 266, 267 e 348
interagem de modo semelhante ao rofecoxibe e que 214 apresenta interacbes mais fortes que o
rofecoxibe com os residuos do sitio, portanto apresenta um modelo de interacdo diferente do
rofecoxibe para a COX-1. As demais estruturas desse subgrupo, apresentadas na Tabela 9a,

apresentam modelos de interacGes diferentes do rofecoxibe.



83

Tabela 10c: Interacdes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-1 e as estruturas 2,

4 e 214. Residuo/Ligante-(R/L), CP-cadeia principal do residuo de aminoécido, CL-cadeia

lateral do residuo de aminoacido, Gl-grupo imidazélico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo

Metilsulfona, GG-grupo guanidinico, AL-anel

aromatico, LH-ligacdo de hidrogénio.

lactdnico, MO-grupo metoxi, Ar-anel

Rofecoxibe 4 214
Residuos | Interagdo (R/L) / Distancia (A) Interagdo (R/L)/ Distancia (A) Interacéo (R/L) / Distancia (A)
His89 NH(GI)/C=0(AL) // 3.969 GI(CL)/O(MD-C3C4) // 3,165 NH(GI)/OH(C3) // 2,773(LH)
Leu9? CH,(CL)/AA(C3) // 4,630 CH3(CL)/CH,(AL) // 5,000 CH3(CL)/CH,(AL) // 4,403
Thro3 CH3(CL)/OH(C3) // 4,262
Vall15 CH3(CL)/AA(C3) // 3,034 CH3(CL)/O(AL) // 3,941 CH5(CL)/O(AL) // 4,942
Arg120 GGIAA(C3) // 2,986 GG(CL)/CH,(AL) // 3,339 GG(CL)/CH,(AL) // 2,651
GIn191
Phe205
Val344
Tyr348 AA(CL)/O(MS) // 3,735 AA(CL)/AA(CT') // 3,802 AA(CL)/AA(CT") // 5,000
Val348 | CHy(CL)/AA(C3), AA(C4) // 3,205 CH,(CL)/CT' // 1,919 CH,(CL)/C=O(AL) // 2,938
Leu351 CH3(CL)/AA(C4) /I 2,729 CH(CL)/AA(CT) // 3,139 C=O(CP)/AA(CT) // 3,345
Ser3s2 CH(CP)/O(AL) // 2,558 C=0(CP)/AA(MD-C3C4) // 3,405 CH(CP)/AA(CT) 1l 2,274
Tyr354 AA(CL)/AA(C3) // 2,797 AA(CL)/AA(CT) /i 2,202 AA(CL)/AL // 2,447
Leu3ss CHy(CL)/AA(C3) // 4,926 CHy(CL)/C=O(AL) // 4,908 CH4(CL)/O(AL) // 5,000
Phe380 AA(CL)/ MS //2,628 AA(CL)/O(MD-C3'C4') // 3,730 AA(CL)/OH(C3') // 4,156
Leu383 | CHs(CL)/CH3(MS) // 3,001 | CHs(CL)/CH2(MD-C3'C4") //3,638 |  CHs(CL)/OH(C3) // 3,156
Tyr384 AA(CL)/ MS //2,723 AA(CL)/O(MD-C3'C4" // 3,481 AA(CL)/OH(C4) // 3,045
Trp3s6 AA(CL)/O(MS) // 2,846 AA(CL)/O(MD-C3'C4') // 2,689 AA(CL)/OH(C3)) // 3,006

His503 CH,(CL)/OH(C3) /] 4,057

Ser506 OH(CL)/OH(C3) // 3,056(LH)

lle507 CHy(CL)/CH,(AL) // 4,745 CH4(CL)/O(MD-C3'C4") // 2,634 | NH(CP)/OH(C4) // 2,469(LH)
Phe508 AA(CL)/ICH,(AL) // 2,473 AA(CL)/AA(CT) /I 2,718 NH(CP)/OH(C4) // 2,778(LH)
Gly509

Met512 C=O(CP)/AA(C4) // 3,019 C=0(CP)/CH,(MD-C3'C4') // 3,675 | C=O(CP)/OH(C3') // 2,119(LH)
lle513 CH4(CL)/O(AL) // 2,507 CH,(CL)/O(MD-C3C4) // 3,080 CH4(CL)/C8 / 1,528
Gly514 NH/C8 // 4,964
Met515 C=O(CP)/CHy(MS) // 4,898 | C=O(CP)/CH,(MD-C3'C4") /5,000 | NH(CP)/AA(CT') // 5,000
Gly516 CH,/CH3(MS) // 2,869 CH,/O(MD-C'3C4") // 2,300 CH,/OH(C3) // 2,307
Ala517 CH3(CL)/AA(C3) // 3,005 CH4(CL)/CH2(AL) // 2,750 CHy(CL)/O(AL) // 3,380

Phe519 CH,/O(MS) /I 4,436 CHy(CL)/CH(MD-C3'C4") // 5,000

Ser520 CH,/O(MS) // 1,283 OH(CL)/AA(CT') // 2,316 CH,(CL)/OH(C4") // 3,545
Leu521 CHa(CL)/AA(C3) // 2,878 CHa5(CL)/C=O(AL) // 2,431 CH(CL)/C=O(AL) // 4,610
Leu524 CHy(CL)/AA(CT) /] 4,493
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Tabela 10c (continuacdo): Interacdes detalhadas entre os residuos do sitio ativo da COX-1 e

as estruturas 266, 267 e 348. Residuo/Ligante-(R/L), CP-cadeia principal do residuo de

aminoacido, CL-cadeia lateral do residuo de aminoacido, Gl-grupo imidazolico, MD-grupo

metilenodioxi, MS-grupo Metilsulfona, GG-grupo guanidinico, AL-anel lacténico, MO-grupo

metdxi, Ar-anel aromético, LH-ligag&o de hidrogénio.

Fonte: Proprio Autor (2016)

Composto 266 Composto 267 Composto 348
Residuos | Interacdo (R/L) / Distancia (A) | Interagio (R/L)/ Distancia (A) Interagdo (R/L)/ Distancia (A)
His89 NH(GI)/GI /] 2,246 GI/MD /I 2,128 CH(GI)/NH(GI) // 2,621
Leud2 | CHy(CL)/C=O(AL) // 4,601 CH,(CL)/C=O(AL) // 4,667
Thro3 CHy(CL)/GI /] 4,979 CH,(CL)/O(MD) // 4,848 CHa(CL)/GI(CT7) /I 4,636
Valll5 | CHs(CL)/C=O(AL) // 3,508 CHa(CL)/C=O(AL) // 3,661
Argl20 | NH(GG)/IC=O(AL) // 4,154 NH(GG)/C=O(AL) // 4,137 GG(CL)/CHa(AL) // 2,695
GIn191 C=0(CL)/GI // 3,783 C=0(CL)/CH,(MD) // 3,104 C=0(CL)/GI /I 4,565
Phe205 | AA(CL)/CH,(MD) // 4,762 AA(CL)/GI // 4,189
Val344 C=O(CP)/INH(GI) // 4,344 CHa(CL)/ CH5(MO) // 4,345
Tyr348 | AA(CL)/CH,(MD) // 2,938 AA(CL)/GI /] 2,665 AA(CL)/CH4(MO) / 2,606
Val348 CH5(CL)/O(AL) // 3,301 CH5(CL)/GI /I 2,139 CH5(CL)C7' /I 2,254
Leu351 | CH(CL)/AA(CT)// 2,734 CH(CL)Y/AA(CT) // 2,943 CH(CL)/AA(CT) // 2,813
Ser352 | CH(CP)/AA(CT) /I 2,547 CH(CP)/AA(CT') /] 2,582 CH(CP)/AA(CT) 1/ 2,363
Tyr354 | OH(CL)YAA(CT) /] 2,221 AA(CL)/AA(CT) /] 2,269 AA(CL)/AA(C7)/ 2,419
Leu358 | CHy(CL)/C=O(AL) /I 3,741 CH,(CL)/C=O(AL) // 3,849 CHa(CL)/C=O(AL) // 3,778
Phe380 | AA(CL)/C=O(AL)// 4,313 AA(CL)/GI /] 4,176 AA(CL)/AA(CT") // 5,000
Leu383 | CHs(CL)/AA(CT7) /4,701 CH5(CL)/AA(CT) // 4,800 CH5(CL)/AA(CT") // 4,689
Tyr3g4 | OH(CL)/CH,(C3C4) /I 2,646 OH(CL)GI // 2,801 OH(CL)/CH3(MO) // 2,959
Trp386 | AA(CL)/AA(C3C4)// 3,183 AA(CL)/AA(CT) /1 3,179 AA(CLYAA(CT') I/ 3,634
His503 | CH,(CL)/GI(C3'C4) // 4,928
Asn505 C=0(CP)/CH,(MD) // 4,802
Ser506 | CH,(CL)/GI(C3'C4) /I 2,524 CH,(CL)/CH,(MD) // 2,842 OH(CL)/CH(GI) // 3,187
116507 | CH,(CL)/GI(C3'C4) /i 2,643 NH(CP)/O(MD) // 3,447 NH(CP)/N(GI) // 4,180
Phe508 | AA(CL)/GI(C3'C4) /] 2,648 AA(CLYAA(CT) /] 2,448 AA(CLY/AA(CT) /2,522
Gly509 C=0/CH,(MD) // 4,904
Met512 | C=O(CP)/AA(CT7) // 2,870 C=OIAA(CT) /] 3,288 C=O(CP)/AA(CT") /I 2,545
l1e513 CH,(CL)/GI /] 2,724 CHy(CL)/AA(CT') /] 2,542 CH,(CL)/GI // 2,700
Gly514 NH(CP)/AA(CT") I/ 4,732
Met515 NH(CP)/AA(CT') // 4,890
Gly516 CH./AA(CT) // 3,283 CH,/AA(CT) /I 3,330 CH,/AA(CT") 1/ 2,937
Ala517 | CHs(CL)/CH,(AL) // 2,018 CHa(CL)/CH,(AL) /] 2,272 CHa(CL)/CH,(AL) // 1,194
Pro518 GI(CL)ICT /I 4,890 In(CL)/CH,(AL) // 4,738 GIIC8' /i 4,344
Phe519
Ser520 | OH(CL)/O(MD)// 1,970(LH) | OH(CL)/NH(GI) // 1,983(LH) | OH(CL)/O(MO) // 2,072(LH)
Leu521 CHa(CL)IO(AL) // 3,249 CH,(CL)/C=O(AL) // 2,511
Leu524 CHa(CL)/GI // 4,550
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5.3. ANALISE DOS RESULTADOS COX-1 X COX-2.

Entre as estruturas ariltetralinicas apenas 37 e 188 apresentaram resultados
concordantes ao comportamento do rofecoxibe em termos de regido ocupada e interagdes com
0s residuos de importancia na seletividade para a COX-2. O resultado do docking molecular
realizado para 17 indica comportamento semelhante a deoxipodofilotoxina tanto para a COX-
1 como para a COX-2.

Apenas as estruturas dibenzilbutirolactonicas 4, 266, 267 e 348 apresentam resultados
que sugerem comportamento semelhante ao rofecoxibe tanto para a COX-1 como para a
COX-2. A 214 apresenta interacdo mais forte com os residuos situados na metade superior do
bolso hidrofébico para a COX-1.

Os resultados apresentados sdo concordantes com o observado nas sobreposicoes
mostradas nas Figuras 17 a 19, em que s&o verificadas excelentes sobreposicdes das poses de
37, 188, 4, 266, 267 e 348 com o rofecoxibe e da sobreposicdo entre as poses de 17 e a

deoxipodofilotoxina nas duas isoformas.

Figura 17: Sobreposicdo da estrutura 17 (amarelo) com a deoxipodofilotoxina (magenta) na
COX-1 (a) e na COX-2 (b).

Fonte: Préprio Autor (2016)



Figura 18: SobreposicOes das estruturas 37, 188, 4, 266, 267 e 348 (todos em cinza) com o
rofecoxibe (azul) na COX-1.

188

Fonte: Proprio Autor (2016)

86



87

Figura 19: Sobreposi¢Oes das estruturas 37, 188, 4, 266, 267 e 348 (todos em cinza) com o
rofecoxibe (azul) na COX-2.

Fonte: Préprio Autor (2016)

As demais estruturas analisadas, inclusive todas as estruturas do subgrupo das
dibenzilbutirolactolicas e arilnaftalénicas, ndo apresentaram resultados concordantes com o
rofecoxibe ou com a deoxipodofilotoxina simultaneamente com as duas isoformas. De acordo
com a analise dos resultados essas estruturas apresentam um comportamento semelhante ao
rofecoxibe para uma das isoformas e tambem semelhante a deoxipodofilotoxina para a outra.
Esses resultados fogem a estratégia tracada para alcancar os objetivos deste trabalho, ou seja,
estas estruturas ndo se encaixam exclusivamente em um ou outro modelo aqui estudado.

Desta forma apenas a hinoquinina (4) e as estruturas 17, 37, 188, 266, 267 e 348 (Fig.

20) obtiveram resultados concordantes com os modelos utilizados no trabalho.
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Figura 20: Estruturas que apresentam semelhanca de comportamento com o rofecoxibe ou

deoxipodofilotoxina.

)

O° 37 oy 188

Fonte: Préprio Autor (2016)
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5.4. ANALISE DAS ALTERACOES ESTRUTURAIS NAS LIGNANAS

As Tabelas 11a a 11c mostram um resumo entre os grupos funcionais das estruturas e
as regides do sitio ativo das COXs-1 e 2 com os quais 0s ligantes interagem.

Tabela 11a: Relacdo entre grupos funcionais dos ligantes e regides do sitio ativo da COX-2
para as estruturas que apresentam resultados analogos ao rofecoxibe ou a
deoxipodofilotoxina. MS- grupo Metilsulfona, MD- grupo metilenodioxi, AL-anel lactonico,
Ph- grupo fenil, BMD- grupo benzilmetilenodioxi, Gl-grupo imidazélico, BMO-grupo
benzilmetoxi, MO-grupo metoxi, Ar-anel aromatico, MBD-Dominio de Ligacdo de
Membrana, E-Estrutura, R-Regido do Sitio Ativo.

E R| Bolso Hidrofilico MDB HEME
MS AL Ph(C3)
MD AL MO(3*)
MD(C3C4) MD(C3°C4’) AL
17 MD AL MO(3%)
37 MD(C3°C4’) AL MD(C3C4)
188 CF, AL MO(3%)
214 OH(C3°C4") AL OH(C3C4)
266 MD AL Gl
267 Gl MD AL
348 Gl AL BMO(1*)

Fonte: Préprio Autor (2016)
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Tabela 11b: Relagdo entre grupos funcionais dos ligantes e regifes do sitio ativo da COX-1
para as estruturas que apresentam comportamento analogo ao rofecoxibe. SA- grupo
Metilsulfona, MD- grupo metilenodioxi, AL-anel lactdnico, Ph- grupo fenil, BMD- grupo
benzilmetilenodioxi, Gl-grupo imidazolico, BMO-grupo benzilmetoxi, MO-grupo metoxi,
Ar-anel aroméatico, MBD-Dominio de Ligacdo de Membrana, E-Estrutura, R-Regido do Sitio
Ativo.

E R| His89/Ala507/Phe508 MDB HEME
2 Ph(C3) AL SA
MD(C3C4) AL MD(C3’C4’)
37 MD(C3’C4’) AL MD(C3C4)
188 CF, AL MO(3*%)
214 OH(C3C4) AL OH(C3°C4’)
266 Gl AL e Ar(C7’) AL e Ar(C7)
267 MD e Ar(C7’) AL e Ar(C7’) AL e Ar(C7)
348 Gle Ar(C7) AL e Ar(C7) Ar(C7”)

Fonte: Proprio Autor (2016)

Tabela 11c: Relacdo entre grupos funcionais dos ligantes e regides do sitio ativo da COX-1
para as estruturas que apresentam comportamento analogo a deoxipodofilotoxina. SA- grupo
Metilsulfona, MD- grupo metilenodioxi, AL-anel lactdnico, Ph- grupo fenil, BMD- grupo
benzilmetilenodioxi, Gl-grupo imidazolico, BMO-grupo benzilmetoxi, MO-grupo metoxi,
Ar-anel aroméatico, MBD-Dominio de Ligacdo de Membrana, E-Estrutura, R-Regido do Sitio

Ativo.

E R| Trps2/Pro83 Leu92/Trp99/Leulll/Leulld/Vallls MDB
3 MO(3*%) MO(3*%) MD
17 MD MO(3*%) AL

Nota*> O nlimero entre parénteses significa o nimero de grupos metoxis, ligados ao anel aromatico.
Fonte: Proprio Autor (2016)

Os resultados apresentados nas Tabelas indicam que, as substituicdes realizadas no
anel lactdnico ndo levaram a estrutura com comportamento semelhante ao rofecoxibe ou a

deoxipodofilotoxina nas COX-1 e 2.
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As estruturas arilnaftalénicas, que apresentam maior rigidez em suas estruturas,
também ndo forneceram resultados semelhantes ao comportamento do rofecoxibe ou da
deoxipodofilotoxina nas COX-1 e 2.

Nas estruturas ariltetralinicas 37 e 188 onde houve substituicdo do carbono pelo
nitrogénio na posicdo 7 foi possivel observar semelhanga com as poses do rofecoxibe nas
duas isoformas. Na 17, a inversdo da carbonila do anel lacténico da posi¢do 9’ para a 9
resultou em um comportamento semelhante ao da deoxipodofilotoxina. As demais estruturas
ariltetralinicas ndo conduziram a resultados significativos.

Em relacdo as estruturas dibenzilbutirolactnicas a presenca de ligacdes duplas entre
0s carbonos 7 ¢ 8, ¢ 7° e 8, a substituigdo nos anéis aromaticos em C7 ou C7’ por dois ou trés
grupos metoxi e a inversdo da carbonila do anel lactdnico da posicdo 9’ para a 9 ndo
conduziram a comportamentos semelhantes nem ao rofecoxibe ou a deoxipodofilotoxina.

Os resultados também permitem observar que a interacao entre o bolso hidrofilico na
COX-2e 3,17, 37, 4, 266, 267 e 348 deu-se a partir dos grupos funcionais em C3 e C4, em
C3’ e C4’ ou em C4 (Tab. 11a) e que estes grupos funcionais atuam como aceptores de
prétons, tal como o grupo metilsulfona do rofecoxibe.

A presenca de grupos doadores de protons nas posigoes C3 e C4 ou C3” e C4’, como
hidroxilas, embora permitam um comportamento analogo ao rofecoxibe para a COX-2, o
mesmo n&o se observa para a COX-1, desta forma com um modelo de interagdo diferente do
rofecoxibe paraa COX-1.

Os resultados para as estruturas com grupo carbonila ou &tomo de oxigénio na posicao
7 sugerem que a presenca destes na posicdo 7 ndo altera de modo positivo o comportamento
dessas estruturas em nenhuma das isoformas de forma similar ao rofecoxibe ou a

deoxipodofilotoxina para as duas isoformas das COXs.
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6. DISCUSSAO.
6.1. ANALISE DAS ALTERACOES ESTRUTURAIS NAS LIGNANAS

Segundo a literatura, a menor flexibilidade e tamanho do rofecoxibe séo dois fatores
que contribuem para a sua seletividade em relagdo & COX-2"2. As estruturas arilnaftalénicas
sdo planas e com elevada rigidez, estas duas caracteristicas sdo determinadas pela presenca do
sistema de 3 ciclos envolvendo o anel lacténico e dois anéis aromaticos fundidos, porém sédo
estruturas com volume muito maior do que do rofecoxibe o que provavelmente impede uma
maior interacdo dessas estruturas com o sitio ativo das COXs.

Nas estruturas dibenzilbutirolactonicas que apresentam ligacGes duplas entre os
carbonos 7 e 8 e os carbonos 7’ ¢ 8’, apesar de também serem estruturas rigidas e com
flexibilidade reduzida suas liga¢fes duplas estdo de forma a manter o mais afastado possivel
0s volumosos grupos aromaticos. Isso leva a uma estrutura com tamanho também muito
maior do gque o rofecoxibe afetando a interacdo com o sitio ativo destas enzimas.

As ariltetralinicas apresentam um ciclo em C8 e C8’, porém este ndo é aromatico, o
que permite maior flexibilidade as suas estruturas, quando comparadas as arilnaftalénicas.
Entretanto, a presenca de nitrogénio na posic¢ao 7, nas estruturas 37 e 188, parece ser um fator
determinante para a similaridade do comportamento obtido para essas estruturas em relagéo
ao rofecoxibe.

Diferente do nitrogénio na posicdo 7, a presenca do grupo carbonila ou do atomo de
oxigénio nesta posi¢do ndo permite que estruturas com estas caracteristicas se acomodem nos
sitios ativos das duas isoformas de modo anélogo ao rofecoxibe ou & deoxipodofilotoxina,
talvez pela maior eletronegatividade do 4&tomo de oxigénio ou pela presenca do outro par de
elétrons ndo compartilhados do oxigénio.

O fato de nenhuma das estruturas dibenzilbutirolactolicas terem fornecido resultados
similares em relacédo ao rofecoxibe ou a deoxipodofilotoxina sugere que o anel lactonico para
as estruturas estudadas possui um papel primordial para 0 comportamento observado.

E possivel verificar, com excecdo de 4 e 267, que todas as outras estruturas que
apresentam comportamento semelhante com o rofecoxibe ou a deoxipodofilotoxina na COX-2
interagem com os residuos do canal hidrofobico situados proximos ao MBD (Tab. 11a)
através de seus respectivos anéis lactdnicos. Entretanto, 4 e 267 se ligam a partir dos grupos
metilenodioxi (Tab. 11a). E nesta regido do sitio ativo que se encontram os residuos Arg120 e

Tyr354, e é a partir destes residuos que os AINEs se ligam a metade superior do canal
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hidrofobico? (sitio ativo). Pode-se entdo, sugerir que é através do anel lacténico que 17, 37,
188, 214, 266 e 348 se ligam a metade superior do canal hidrofobico a partir dos residuos
Argl120 e Tyr354.

6.2. ANALISE SOBRE OS COMPLEXOS LIGANTE-COX-2

Em relacdo as estruturas com resultados semelhantes ao rofecoxibe (37, 188, 4, 214,
266, 267 e 348) nota-se que a interacdo destes com o bolso hidrofilico se dao a partir de
elementos altamente eletronegativos (F, O, N) situados nas posi¢des C3 e C4, C3’ e C4’ ou
C4 que permitem a formacdo de ligacdes de hidrogénio com residuos situados no bolso
hidrofilico tal como o rofecoxibe.

Em relacdo as interacGes da deoxipodofilotoxina (3) foi possivel constatar que o grupo
metilenodioxi apresenta distancias maiores entre os residuos de aminoéacidos do bolso
hidrofilico que o grupo metilsulfona do rofecoxibe (Tab. 8a). Esta menor interagdo pode ser
devido ao maior volume dos trés grupos metoxi no anel aromatico em C7’, que, além disso,
também contribui para que esta apresentasse interacfes mais fortes que as do rofecoxibe com
os residuos proximos ao MDB no canal hidrofébico. As mesmas caracteristicas referentes a
deoxipodofilotoxina, discutidas, podem justificar o comportamento de 17, fazendo com que
este se assemelhe, em comportamento, a deoxipodofilotoxina e ndo ao rofecoxibe, para a
COX-2.

As estruturas que apresentaram resultados semelhantes ao rofecoxibe, além de se
comportarem de modo similar a este coxibe em relacdo ao bolso hidrofilico da COX-2
também apresentam comportamento semelhante em relagdo as outras regides do sitio ativo (e.
g. como relativo aos residuos situados préoximo ao grupo heme da enzima). Estes
comportamentos semelhantes podem ser verificados em suas sobreposi¢cGes com o rofecoxibe
(Fig.19) e na Tabela 11a. O fato destas estruturas apresentarem conformacdes semelhantes ao
rofecoxibe na COX-2 podem estar relacionados a natureza e posicao de seus substituintes nos
anéis aromaticos que interagem fortemente com os residuos do bolso hidrofilico e também a
uma maior flexibilidade o que permite um numero maior de interacGes se comparado com as

estruturas maiores e mais rigidas.
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6.3. ANALISE SOBRE OS COMPEXOS LIGANTE-COX-1

Embora sejam verificados comportamentos distintos entre o rofecoxibe e a
deoxipodofilotoxina na COX-2, as maiores diferengas neste comportamento sdo observadas
na COX-1 (Tabs. 9a, 9b, 10a, 10b, 11a, 11b e 11c e Figl6). A diferenga de tamanho entre as
duas moléculas pode ser responsdvel por este comportamento divergente, uma vez que 0
maior tamanho da deoxiodofilotoxina (devido aos trés grupos metoxi em C7’) possa dificultar
sua entrada e acomodacdo no mesmo local do sitio ativo da COX-1 que o rofecoxibe. Além
disso, as interagdes hidrofobicas dos radicais metil destes grupos metoxis com os residuos
apolares (Tab.10b) vizinhos aos residuos situados na metade superior do canal hidrofébico,
provavelmente contribuem para a diferenca de comportamento. As mesmas caracteristicas
presentes também na estrutura 17 podem contribuir para o comportamento semelhante com a
deoxipodofilotoxina COX-1.

As estruturas 37, 188, 4, 266, 267 e 348 apresentam comportamentos semelhantes ao
rofecoxibe. A semelhanca de comportamento pode ser atrubuida a maior flexibilidade dos C7
e C7’ e ao menor impedimento estéreo quando comparado a estrutura da deoxipodofilotoxina.
Esses dois fatores podem contribuir para que os substituintes nos anéis aromaticos em C7 e
C7’ interajam de forma analoga ao grupo metilsulfona do rofecoxibe em relacdo aos residuos
situados na primeira metade do sitio ativo da COX-1 como pode ser observado nas Tabelas
10a, 10c, 11b, 11c e Figura 18. A 214, embora ocupe o sitio ativo da COX-1 de modo analogo
ao rofecoxibe, apresenta interacdes mais fortes com os residuos situados na metade superior
do bolso hidrofébico (Tab. 10c), devido a presenga de hidroxilas nas posi¢des C3 e C4, e C3’
e C4’ que proporcionam um numero superior de ligacdes de hidrogénio do que o rofecoxibe

nesta isoforma.

6.4. ANALISE COX-1 X COX-2

A partir dos resultados observados é possivel sugerir que as estruturas 37, 188, 4, 266,
267 e 348 apresentam resultados semelhantes com o rofecoxibe tanto para a COX-1 como
paraa COX-2, possam inibir de forma seletiva a isoforma 2 da ciclooxigenase.

Ja os resultados obtidos para a deoxipodofilotoxina demonstram que as lignanas
ariltetralinicas (dependendo dos seus substituintes) podem inibir de forma seletiva a COX-2 a

partir de um modelo de interacdo diferente dos coxibes. Além disso, 0s resultados sugerem
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que 17 interage com a COX-1 e 2 de modo similar a deoxipodofilotoxina, portanto é possivel
que atue inibindo a COX-2 seletivamente da mesma forma.

6.5. COMPARACAO COM OS REULTADOS DA LITERATURA

Estudos de modelagem molecular sugerem a existéncia de trés interagcdes chaves para
a inibicdo ndo seletiva dos AINEs; (a) Forte interacdo entre o grupo carboxila (quando
existente) do ligante e a cadeia lateral do residuo Arg120 ou entre o par Tyr384/Ser520; (b)
uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo aceptor do ligante e a cadeia lateral do Ser520 e (c)
uma interacdo entre o anel aromatico do ligante e o bolso hidrofébico onde a Tyr384 esta
localizada’® 7810109,

Os inibidores seletivos da COX-2, como o0s coxibes, apresentam cinética de inibicao
tempo dependente para a COX-2, através da ocupacdo do bolso lateral hidrofilico desta
isoforma, além de um modelo cinético competitivo, reversivel e réapido para a COX-1"%", E
esta diferenca entre 0 modelo cinético dos coxibes em relacdo as COXs que faz com que
apresentem seletividade para a COX-2. O grupo metilsulfonapresente no rofecoxibe interage
fortemente com os residuos presentes no bolso hidrofilico da COX-2, sendo esta interacdo de
importancia fundamental para a cinética tempo-dependente na inibicdo seletiva para a COX-2
deste coxibe ®7 8410112 Esta cinética de inibicdo parece estar relacionada a complexidade de

interacdo do ligante com o bolso hidrofilico da COX-2.

6.5.1. COX-2

Os resultados deste trabalho (Tabs.8a a 8d) juntamente com os apresentados na
literatura® "2 (Tab.12) mostram claramente que as interacGes realizadas pela
deoxipodofilotoxina sdo de menor intensidade que as interacdes realizadas pelo rofecoxibe em
relacdo aos residuos situados no bolso hidrofilico do sitio ativo da COX-2, embora ambas

estruturas sejam consideradas inibidoras seletivas da COX-2 através de ensaios in vitro®>.

Segundo a literatura®’8*110-112

esta forte interacdo dos coxibes com os residuos do bolso
hidrofilico é fundamental para a inibicdo seletiva para a COX-2 desta classe de

medicamentos.
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Tabela 12: Comparagdo entre os tipos e valores de interagcdo com os residuos obtidos neste trabalho e a literatura para o rofecoxibe na COX-

267 11113 Residuo/Ligante-(R/L), CP-cadeia principal do residuo de aminoacido, CL-cadeia lateral do residuo de aminoacido, GI-grupo

imidazolico, MD-grupo metilenodioxi, MS-grupo Metilsulfona, GG-grupo guanidinico, AL-anel lactdnico, MO-grupo metoxi, Ar-anel

aromatico, LH-ligacdo de hidrogénio, LHf-ligacdo de hidrogénio fraca e ll-interacGes ibnicas.

His90 Gin192 Arg513 Ala516 Phe518
Interacio (R/L) // Distancia (4) Interaciio (R/L) / Distancia (A) Interaciio (R/L) / Distancia (4) Interaciio (R/L) Distancia (4) Interaciio (R/L) // Distancia (4)
Rofecoxibe (WN)GLOMS) /f 2,551 C=0(CL)/CH; (MS) // 3,069 NH(GGYOMS) / 2.211(LH) CH5(CLYO(MS) /#/ 2,170 NH{CPYOMS) // 2,152(LH)
3 N(GH/OMD) // 4312 C=0(CL) CH,(AL) // 2,420 NH(GGYOMD-C3C4) // 3,659 | N(CP) CH,{MD-C3C4) // 2,716
4 GI{CLYO(MD-C3C4) // 3,166 C=0(CL)YCH,(AL)// 3.124 NH(GGYOMD-C3C4) // 2.893(LH) NH{CPYOMD-C3C4) // 2.313(LH)
17 GI(CL)YMD(CT’) /4,006 C=0(CLY/CH,(MD) // 3.282 NH(GG)/OMD) // 3,392 CH:(CL)/OQMD) // 4,249 NH(CP)/O(MD-C3'C4") // 4,208
37 GI'OMD-C3C4) // 2,964 C=0(CLYCH,(C3C4) // 3,705 NH(GGYOMD-C3C4) // 2 236(LH) CH;(CLYOMDC3C4) // 2,623 NH(CPYOMD-C3C4) // 3,323
189 GLE(CF3) // 3.398 NH(CLYF({CE3) // 4.093 NH(GG)E(CFs-C4" /2 911(LH) CH5(CL)YF(CF5-C4" // 2,832 NH(CP)/E(CE;-C4") // 2.874(LH)
267 GI'OMD-C3C4) // 3,182 C=0(CLYCH,(MD-C3C4) /2989 | NH(GGYOMD-C3'C4")// 2.778(LH) CH:(CLYOMD-C3'C4" /3,180 | NH(CPYOMD-C3'C4" // 3.110(LH)
268 GUGI(C3C4) // 3,354 C=0O(CLYNH(GI-C3C4) // 3,336 NH(GGYN(GI) // 2,967(LH) CH;(CLYGI // 2,756 NH{CP)YN(GI) // 2,819(LH)
348 N(GLYNH(GL) / 2.082(LH) C=0(CLYGI // 3474 NH{GGYN(GI) // 2.372(LH) CH;(CLYN(GI) // 1,908 NH{CPYN(GI) // 2.236(LH)
Literatura LH/II LH/IT LH/II LHf LH{CP)

Fonte: Proprio autor (2016)
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A deoxipodofilotoxina interage mais fortemente que o rofecoxibe com os residuos
situados proximos ao grupo heme no topo do canal, sabendo-se que estes residuos estdo
implicados na estabilizacdo do produto PGG, durante a formacgo do anel ciclopentano’. O
fato da deoxipodofilotoxina (3) ndo interagir de modo analogo ao rofecoxibe (2) com o bolso
hidrofilico e com os residuos situados no topo do canal hidrofébico demonstra que, embora
iniba seletivamente a COX-2, esta inibicdo ndo ocorre através do modelo de interagdo
necessario aos coxibes e seus derivados.

A estrutura 17 apresenta resultados analogos a deoxipodofilotoxina como comentado
anteriormente. J& as demais estrutura (37, 188, 4, 266, 267 e 348) apresentam resultados
muito proximos ao rofecoxibe tanto para os resultados observados neste trabalho (Tab.8d)

como na comparacgdo com a literatura (Tab.12).

6.5.2. COX-1

Os resultados apresentados na literatura’® %0010

mostram que a deoxipodofilotoxina
ndo difere apenas dos coxibes no modo de ocupacdo do sitio ativo da COX-1, ela difere
também do comportamento dos AINEs classicos, como a indometacina por exemplo, pois
estes AINEs ocupam a metade superior do canal hidrofébico, tal como o rofecoxibe. A
estrutura 17 ocupa a mesma regido do sitio ativo da COX-1 tal como a deoxipodofilotoxina,
diferente dos AINEs classicos e também dos AINEs seletivos ha COX-1 como demonstrado
nas Tabelas 9b e 10b.

As estruturas 37, 188, 4, 266, 267 e 348 apresentaram resultados similares ao

rofecoxibe mesmo quando comparados com os resultados apresentados na literatura®’"#7%10%

112

6.5.3. COX-1x COX-2

Deste modo a partir da analise dos resultados comparativos obtidos através deste
estudo e com dados da literatura é sugerido que 17 apresenta um comportamento similar a
deoxipodofilotoxina (3) para as duas isoformas das COXs, e 37, 188, 4, 266, 267 e 348 a0
rofecoxibe, tanto para a COX-1 como para a COX-2.

Como citado, a causa da inibicdo seletiva dos coxibes para a COX-2 esta relacionada
ao fato desta classe de estruturas apresentarem diferentes modelos cinéticos em relagdo as

isoformas 1 e 2 das COXs. Apesar dos resultados obtidos nesse estudo ndo permitirem uma
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anélise dos modelos cinéticos o fato de 37, 188, 4, 266, 267 e 348 apresentarem modelo de
interacdo similar ao rofecoxibe sugere que estas apresentem um modelo de cinética

semelhante aos coxibes.



100



101

7. CONCLUSAO

A partir dos estudos de docking molecular foi possivel observar que as estruturas
estudadas podem apresentar modelos de interagdo para a inibicdo seletiva para a COX-2
similar ao rofecoxibe ou a deoxipodofilotoxina.

E também possivel sugerir através dos estudos deste trabalho que:

- Estruturas muito rigidas como as arilnaftalénicas e a restricdo no grau de liberdade das
dibenzilbutirolactonas entre os carbonos C7 e C8 ¢ C7” e C8’, ndo contribuem para a
seletividade da COX-2, segundo os modelos estudados.

- A presenca de grupos doadores de prdtons nas posi¢des C3 ¢ C4 ou C3’ ¢ C4’ embora
permitam uma excelente interacdo com os residuos situados no sitio ativo da COX-2,
principalmente com os residuos do bolso hidrofilico, também apresentam forte interacdo com
importantes residuos do sitio ativo da COX-1, como por exemplo 214, indicando que a
presenca de tais grupos ndao conduzem a resultados de comportamento semelhante a nenhuma
das estruturas usadas como referéncia.

- O anel lactdnico é um importante grupo funcional que contribui na seletividade das lignanas
para a COX-2 em comparacdo com os modelos estudados.

- Os grupos metilenodioxi, imidazole e trifluorometil ocupam o bolso hidrofilico da COX-2
de modo muito similar ao grupo metilsulfonado refocoxibe.

- A presenca de grupos aceptores de protons pouco volumosos nas posigdes C3 e C4, C3’ e
C4’ ou C4 forneceram melhores resultados de interacdo com os residuos de importancia do
bolso hidrofilico da COX-2 do que 0s grupos mais volumosos.

- Os atomos de oxigénios do grupo metilenodioxi, como 0s nitrogénios do grupo imidazoélico
e o fldor do grupo trifluorometil, interagem com os residuos situados no bolso hidrofilico da
COX-2 como aceptores de protons, permitindo, assim, a existéncia de ligagdes de hidrogénio
com os residuos Arg503, Phe508, tal como no grupo metilsulfona do rofecoxibe. Esse
resultado indica a importancia dos substituintes nos anéis aromaticos com o bolso hidrofilico
da COX-2.

- A estrutura 17, pela semelhancga de comportamento com a deoxipodofilotoxina, e os 37, 188,
4, 266, 267 e 348, por comportamento analogo ao rofecoxibe serdo alvo de futuros estudos de
dindmica molecular para maior compreensdo do modelo de interacdo dessas estruturas com as
COXs.

- A partir dos resultados obtidos neste estudo serdo sintetizados compostos contendo as

estruturas que apresentaram teoricamente comportamento seletivo para a COX-2. Esses
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compostos serdo avaliados em ensaios biologicos in vivo e in vitro para a determinacdo de

atividade anti-inflamatoria e seletividade para a COX-2.
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8. GLOSSARIO

Proteinas Integrais de Membrana: sdo estruturas que se encontram encaixadas dentro da

membrana de bicamada lipidica.

Reticulo Endoplasmatico: é uma organela exclusiva de células eucariontes. Formado a partir
da invaginacdo da membrana plasmatica, é constituido por uma rede de tubulos e vesiculas

achatados e interconectados, que comunicam com o involucro nuclear (carioteca).

Acido Aracdénico: é um é4cido graxo essencial, da familia dos 6mega-6, formado por uma
cadeia de 20 carbonos com quatro duplas ligacdes (&cido eicosatetraendico) nas posicoes 5, 8,
11e 14.

Prostanodides: sdo eicosanoides (acidos graxos de 20 carbonos) sintetizados via da
ciclooxigenase (COX). Pertencem a este grupo as prostaglandinas (mediadoras do processo
inflamatorio e de reacGes anafilaticas), as prostaciclinas, e os tromboxanos (mediadores da

vasoconstricao).

Prostaglandinas: séo sinais quimicos celulares lipidicos similares a horménios, porém que
ndo entram na corrente sanguinea, atuando apenas na prépria célula e nas células vizinhas

(resposta paracrina).

Tromboxanos: s& membros da familia de lipideos chamada eicosanoides. E produzido nas
plaquetas via tromboxano-A sintase dos endoperdxidos produzidos pela ciclooxigenase a
partir do acido araquiddnico.

Processos Homeostasicos: processo através dos qual um organismo mantém as condicoes

internas constantes necessarias para a vida.

IC49: Concentragdo inibitéria - refere-se a concentracdo na qual uma droga, anticorpo ou
toxina produz uma resposta inibitéria na metade entre a taxa inicial e a maxima ap6s um
tempo especificado de exposicdo. E usada normalmente como medida da poténcia de uma

droga.

ED49: Dose efetiva - refere-se a concentracdo na qual uma droga, anticorpo ou toxina produz
uma resposta efetiva na metade entre a taxa inicial e a maxima ap6s um tempo especificado

de exposicdo. E usada normalmente como medida da poténcia de uma droga.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Organelo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eukaryota
https://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Envolt%C3%B3rio_nuclear
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_graxo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Omega-6
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Fitoestrogenos: sdo estruturas derivadas de plantas que apresentam estrutura quimica
semelhante ao hormdnio estrégeno de mamiferos, embora seu efeito seja mais fraco. Algumas

familias de fitoestrogenos incluem: lignanas e isoflavonas.
CATH: Base de dados utilizada para a classificacdo das proteinas segundo sua arquitetura.

Algoritmos genéticos (AGs): sdo métodos computacionais inspirados na teoria da evolugéo
que permitem o trabalho com ligantes flexiveis. AGs trabalnam com uma populacdo de
individuos onde cada individuo na populacdo representa uma solucéo, ou seja, uma estrutura
tridimensional do complexo ligante—proteina representando um possivel modo de ligagédo

entre o ligante e o receptor™™.

Recombinag&o (reprodugéo): troca de genes entre dois individuos “pais™®,

Mutacdo: mudanca aleatdria nos valores dos genes'®.
Heme: grupo prostético que consiste de Fe** no centro de um grande anel organico
heterociclico.

Grupo prostético: componente de natureza ndo proteica de proteinas conjugadas.

Grupo farmacoforico ou farmacoéforo: em termos de quimica farmacéutica, é a regido da
molécula de um ligante que esta intimamente ligada ao seu receptor. O conhecimento dessa
regido possibilita o planejamento de drogas sintéticas.
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