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RESUMO

Os farmacos anti-inflamatorios nédo-esteroidais seletivos para inibicdo da ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) foram desenvolvidos para evitar ou mesmo minimizar os efeitos
colaterais dos inibidores nao-seletivos da COX-1. Assim, o presente trabalho tem
como objetivo identificar potenciais candidatos a farmacos com atividade anti-
inflamatdria a partir do celecoxibe através de abordagens de modelagem molecular.
Neste estudo, o PDB 3LN1 foi escolhido como modelo para realizar a triagem virtual
baseada em ligantes nas bases de dados comerciais (Chembridge DIVERSet™-
EXPRESS-Pick™  Collection (DIVERSet™-EXP), DIVERSet CORE Library
(DIVERSet™-CL), ZINC drug database, ZINC natural stock, ZINC Drug@FDA
BindingDB e Maybridge), buscando derivados com similaridade em forma (ROCS) e
potencial eletrostatico (EON). Os perfis farmacocinéticos e de toxicidade dos
compostos foram determinados usando o Qikprop e Derek junto ao Protox (servidor
da web), onde foram entdo filtradas seiscentas moléculas. A avaliacdo dos modos de
ligacdo e o modo de interacao via docking molecular foram realizados em comparacao
ao composto comercial (celecoxibe). A molécula LMQC_01 e a molécula LMQC_02
nas previsbes de propriedades farmacocinéticas estavam dentro da faixa
recomendada, semelhantes a 95% dos medicamentos disponiveis no mercado e sem
alerta de toxicidade. No acoplamento molecular da enzima COX-2, a LMQC 01 tinha
uma afinidade de ligacdo de -10,1 kcal / mol, enquanto a LMQC_02 mostrou uma
afinidade in silico de -10,5 kcal / mol, indicando boa eficiéncia do método de triagem
utilizado. As estruturas selecionadas apresentaram similaridade com o pivo
celecoxibe. Com base na afinidade e nas previsées de ligacdo, as duas moléculas
foram consideradas mais promissoras, podendo ser indicadas como candidatas a

estudos in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Anti-inflamatdério; Inibidores de COX-2; Abordagem de modelagem
molecular



ABSTRACT

Non-steroidal anti-inflammatory drugs are inhibitors of cyclooxygenase-2 (COX-2) and
were developed in order to avoid the side effects of non-selective inhibitors via COX-
1. The present study is thus aimed to identify new selective chemical entities for the
COX-2 enzyme via molecular modeling approaches. In this study was chose Celecoxib
as a template molecule to perform a ligand-based virtual screening in the ChemBrigde
(Chembridge  DIVERSet™-EXPRESS-Pick™  Collection  (DIVERSet™-EXP),
DIVERSet CORE Library (DIVERSet™-CL), ZINC drug database, ZINC natural stock
e ZINC Drug@FDA BindingDB e Maybridge subcollection) database, searching for
derivatives with similarity in shape (ROCS) and electrostatic potential (EON). The
pharmacokinetic and toxicolocity profiles of the compounds were determined using
Qikprop, Derek and Protox webserver, as well as the binding modes and mode of
interaction via molecular docking compared to commercial compound (celecoxib).
Thus, six hundred molecules were filtered based on their pharmacokinetic and toxicity
properties. Inthe molecular docking COX-2 enzyme, LMQC_01 molecule had binding
affinity of —10.1 kcal/mol, whereas and LMQC_02 molecule show in silico affinity of
-10.5 kcal/mol indicating good efficiency of the screening method used. The LMQC_01
and LMQC_02 in predictions for pharmacokinetic properties, were within the
recommended range, similar to 95% of the drugs available on the market and no
toxicity warning. The selected structures presented similarity with the pivot Celecoxibe.
Based on binding affinity and predictions, two molecules were considered more

promising, can be indicated as candidates for studies in vitro and in vivo.

Keywords: Anti-inflammatory; COX-2 inhibitors; Molecular modeling approches.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 INFLAMACAO

A inflamacédo é uma reacdo complexa envolvendo componentes celulares e
moleculares. Sendo uma resposta inespecifica a uma agresséo especifica. O agente
responsavel pela agressao pode ter natureza quimica, fisica ou biol6gica (QUADRO
1) (ZHOU et al., 2007; BARTON, 2008; GUO; CALLAWAY; TING, 2016; ATTIQ et al.,
2018; CHEN et al, 2018).

Quadro 1. Principais fatores envolvidos no processo inflamatério

Fatores nao infecciosos Fatores Infecciosos

Fisico: queimadura, ulceracédo, lesao fisica, | Bactérias
corpos estranhos, trauma, radiacdo de alta

intensidade

Quimico: glicose, &cidos graxos, toxinas, | Virus
alcool, substancias irritantes quimicas
(incluindo  fluoreto, niquel e outros

oligoelementos)

Biolégico: células danificadas Outros microrganismos

Psicolégico: emogdo | -

Fonte: Adaptado de CHEN e colaboradores (2018)

Esta resposta inicial deverd eliminar ou neutralizar o responséavel pela
agressdo. Inicialmente, o organismo aciona 0s mecanismos anti-inflamatorios
enddgenos, responsaveis pela protecdo contra os danos excessivos nos tecidos e
promocao da restauracdo da estrutura do tecido e funcdo (LAWRENCE; GILROY,
2007; BARTON, 2008; ATTIQ et al., 2018). Eventos ordenados fazem parte da
sinalizacao da resposta inflamatoria, que sao regulados por mediadores quimicos pré
e anti-inflamatérios (citocinas, por exemplo, séo liberadas imediatamente apos leséo)
nos tecidos, e, envolvem varias células, dentre elas os leucocitos (BARTON, 2008;
GUO; CALLAWAY; TING, 2016; ATTIQ et al., 2018). Os receptores envolvidos nesta

cascata, sao estruturalmente diferenciados, contudo, transducdo de sinal, € o
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mecanismo similar utilizado com a finalidade de recrutar, em cadeia, proteinas
capazes de regular genes pré-inflamatérios para manter a resposta imune e
inflamatdria (LAWRENCE; GILROY, 2007; GUO; CALLAWAY:; TING, 2016; ATTIQ et
al., 2018).

O acumulo e a ativacdo de leucécitos sao as maiores desordens inflamatorias.
Existe grande distancia entre o controle de eventos pelo mediador quimico endégeno
e a resposta do hospedeiro. Estes pequenos sinais quimicos regulam o trafego de
leucdcitos como os sinais cardinais da inflamacg&o — séo eritema, dor, calor, edema e
por vezes, perda de funcdo da area lesionada. Estes sinais sdo provenientes da
dilatacao de arteriolas e aumento da permeabilidade vascular por acéo de mediadores
inflamatorios. Ha o aumento do fluxo sanguineo na area lesada produzindo calor e
eritema. Com aumento da temperatura, as rea¢cdes metabdlicas ocorrem com maior
rapidez e liberam calor adicional. O edema surge com o aumento da permeabilidade
(VERGNOLLE, 2008; GUO; CALLAWAY; TING, 2016; ROGLER, 2017).

Esses efeitos sdo estabelecidos por eicosanoides classicos, como as
prostaglandinas e leucotrienos, que exercem importantes fungcbes como mediadores
locais e exercem expansivas acdes em reposta de interesse na inflamacéo. Nos anos
recentes, o alcance e o conjunto de mediadores quimicos tém sido identificados
consideravelmente. Esse conjunto inclui mediadores, citocinas (Interleucina 10, fator
de crescimento B), gases (6xido nitrico — NO). (SERHAN; CHIANG, 2004).

Os mediadores da inflamacéo, portanto, sdo substancias formadas e liberadas,
concomitante ou sequencialmente, no local da lesdo. A origem destes mediadores
pode ser plasmatica (fatores do complemento e bradicinina) ou celular (histamina,
serotonina, prostaglandinas, fator ativador plaquetério (PAF), leucotrienos, citocinas,
etc). Os mediadores estdo envolvidos na génese e manutencdo dos eventos
caracteristicos da reacao inflamatoria e se ligam a receptores especificos nas células-
alvo podendo, inclusive, estimular a liberacdo de outros mediadores (ZHOU et al.,
2007).

Além disso, muitos mediadores inflamatérios provocam mudancas na
excitabilidade do neurbnio. Entre os mediadores envolvidos estdo: histamina,
serotonina, adenosina, bradicinina, citocinas (interleucina—1-beta, interleucina—6),
leucotrienos, nervo de crescimentos neural, prostaglandinas, 6xido nitrico e mais
recentemente as serinas proteases. Esses mediadores induzem despolarizagédo da

membrana, diminuicdo na condutancia da membrana, elevacdo da excitabilidade ou
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supressao da hiperpolarizacdo ap0s o0s potenciais de acdo. Os mediadores
inflamatoérios provocam ativacdo direta sobre reflexo os nociceptores periféricos,
causando hipersensibilidade imediata (VERGNOLLE, 2008; CANNON; CANNON,
2012; KAWAHARA et al., 2015).

Os principais componentes para o desenvolvimento da inflamacéo séo: (i)
vasodilatacao; (ii) aumento da permeabilidade vascular; (iii) ativacdo e adeséao celular;
(iv) e coagulagao (SAYERS, 2002; CANNON; CANNON, 2012). O resultado consiste
devido a ativagédo de leucocitos que migram para o tecido e atuam contra estimulos
nocivos. Isto € uma resposta benéfica e essencial para a sobrevivéncia, visto
promover o reparo e restabelecimento do tecido lesado. Os eventos celulares
envolvem a adesdao de leucdcitos a parede do endotélio e subsequente migracéo de
neutréfilos para o interior dos tecidos (SAYERS, 2002; CANNON; CANNON, 2012).

Os efetores da resposta inflamatéria sdo citocinas como o fator de necrose
tumoral a (FNTF-a) e varias interleucinas (ILs). As citocinas sao produzidas por uma
variedade de células envolvidas na resposta inflamatoria, incluindo macréfagos,
neutréfilos de células endoteliais, 0s quais tém uma variedade de efeitos, inserindo
expressdo da molécula de adeséo, quimiotaxia e ativacao de outras vias inflamatorias
(coagulacdo, complemento, cininas e fibrindlise). Esta resposta local é firmemente
controlada pela producdo de interleucinas anti-inflamatérias (IL-10) e antagonista
endégeno (ATTIQ; JALIL; HUSAIN, 2017).

A ativacdo do NF-kB foi relatada para induzir transcricdo de multiplos
mediadores pro-inflamatérios, como o NO, ciclooxigenase-2 (COX-2), TNF-a, e
interleucina 1B (IL-1B), os quais sé&o envolvidos na patogenia da doenca inflamatoria
(HUTTI et al, 2007; ATTIQ; JALIL; HUSAIN, 2017).

Devido a funcgéo critica do fator nuclear kB (NF-kB) na expressdo do gene
inflamatdrio, o NF-kB € alvo corrente no tratamento de varias doencas inflamatorias.
Drogas anti-inflamatorias demonstraram inibicdo da expressdo de citocinas
inflamatorias pela inibicdo da via da ativacdo de NF-kB (HAYDEN; GHOSH, 2004).
Portanto, um inibidor do NF-kB é uma droga terapéutica em potencial na aplicacao
clinica para regular a resposta imune em doenca inflamatéria (HUTTI et al, 2007).

A resposta imune inata, tem o inicio em poucos minutos e esta relacionada a
componentes celulares a exemplo dos macrofagos, células dendriticas, células natural
killer (NK), neutrofilos e alguns mediadores como proteinas do complemento e

elementos da cascata de coagulacdo. A resposta imune adaptativa € uma resposta
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direcionada, e envolve a atuacdo de linfocitos e imunidade celular e humoral. A
inflamacéo pode ser classificada em duas: inflamacdo aguda e inflamacéo crénica
(QUADRO 2) (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; ROGLER, 2017).

QUADRO 2. Caracteristicas dos processos inflamatérios agudos e crbnicos.

INFLAMACAO AGUDA CRONICA
e Falha naresolucéo do
AGENTE e Patogenos, leséo e processo inflamatério
CAUSADOR traumas agudo;
e Reacado Autoimune
CELULAS ¢ Neutrofilos, células e Células mononucleares
mononucleares (mondcitos, macrofagos,
ENVOLVIDAS (monacitos, linfécitos, plasmocitos),
macrofagos) fibroblastos
e Interferon-gama (IFN-y) e
MEDIADORES e Aminas vasoativas, outras citocinas, fatores
QUIMICOS elc_os_an_0|des e de c_resmmentp,Aes_pemes
quimiocinas reativas de oxigénio,
enzimas hidroliticas;
INICIO ¢ Rapido e Tardio
DURACAO e Poucos dias e Meses ou anos
e Resolugéo . :
DESFECHO e Formacio de o Destruicao tecidual
e Fibrose
Abscesso

Fonte: Adaptado de SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; ROGLER, 2017.

1.2 ENZIMAS CICLOOXIGENASES E O PROCESSO INFLAMATORIO

Durante a reacdao inflamatoria, ha liberacdo de enzimas, entre as quais esta a
ciclooxigenase (COX) que realiza a conversdao de acido araquidonico (AA) em
prostaglandinas, resultando no aumento da permeabilidade dos capilares e liberacéao
dos macréfagos para realizar a fagocitose. Através da lipooxigenase, o AA também
pode ser convertido em leucotrieno (FIGURA 1) (AIRES, 2012; GUO; CALLAWAY;
TING, 2016; ATTIQ et al., 2018).
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FIGURA 1. Sintese de prostanoides e receptores prostanoides. O AA é liberado dos
fosfolipidios da membrana pela acao da fosfolipase A,. O AA é entdo convertido em
prostaglandina H2 (PGH2) pela ciclooxigenase (COX-1 ou COX-2), e entédo cada prostanoide
é produzido pela agéo de suas isomerases especificas.

FOSFOLIPIDEOS

9595000800000080009
FOSFOLIPASE A,
"
ACIDO ARAQUIDONICO o
CICLOOXIGENASE
(COX-1/COX2) A ‘0
0" OH
o/
| o
o PGH,
ISOMERASES
PGD, PGF,, PGE, PGl TXA, o
0 oH Oy OH :
HO™ CH,
| HO HO—
| o s y -
0 Y o .
_/\J HC _OH " a2
| o /W - I .
- = 0 . \ HO

Fonte: Adaptado de SMITH et al., 2012; KAWAHARA et al., 2015; HANNA; HAFEZ, 2018.

A principio apenas a forma da ciclooxigenase-1 (COX-1) ou isoforma
“construtiva” (fisiolégica) era conhecida. Porém, entre os anos de 1989 e 1991,
Needleman e colaboradores (1991) postularam a existéncia de uma segunda forma
de enzima COX, denominada de COX-2 que é ativada por estimulos inflamatorios e,
gue apresenta similaridades com a isoforma COX-1. Por apresentarem sua estrutura
composta por 576 e 587 aminoacidos, respectivamente, COX-1 e COX-2, acabam por
compartilhar identidades de sequéncia de 60% a 65%. A diferenca entre elas reside
na substituicdo da isoleucina na posi¢do 523 da COX-1 por uma valina na COX-2,
criando-se uma bolsa interna secundaria no sitio ativo da COX-2, capaz de acomodar

estruturas quimicas maiores, devido ao aumento do volume do sitio ativo em
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aproximadamente 25%, conforme mostra a FIGURA 2 (KNIGHTS; MANGONI;
MINERS, 2010; SMITH et al., 2012).

FIGURA 2. Diferencas estruturais entre as enzimas ciclooxigenase 1 e 2

COX-1 COX-2

Fonte: Adaptado de KNIGHTS; MANGONI; MINERS, 2010; SMITH et al., 2012.

A COX é responsavel pela metabolizagdo do AA, onde o metabdlito resultante
€ a prostaglandina D2 (PGD2), sendo que esta atividade ocorre ndo somente em
decorréncia ao processo inflamatorio, mas também, de forma fisiolégica. Na sintese
dos prostanoides, o primeiro passo é a liberacdo do AA dos glicerofosfolipideos
presentes nas membranas celulares, por acado da fosfolipase A2, a partir desta via
o AA sofre acdo da COX. Ambas ciclooxigenases (COXs), sdo responsaveis pela
sintese de prostanoides: prostaglandinas e tromboxanos (HILARIO; TERRERI;
LEN, 2006; KNIGHTS; MANGONI; MINERS, 2010; HOHJOAL et al, 2014).

A COX-1 estd presente em quase todos os tecidos (vasos sanguineos,
plaquetas, estbmago, intestino, rins) e, é por isso, denominada de enzima constitutiva
estando associada a producdo de prostaglandinas e resulta em diversos efeitos
fisiologicos, como protecdo gastrica, agregacao plaquetaria, homeostase vascular e
manutencdo do fluxo sanguineo renal (HILARIO; TERRERI; LEN, 2006; KNIGHTS;
MANGONI; MINERS, 2010; HOHJOAL et al, 2014).



;

A COX-2 esta presente nos locais de inflamacéo, sendo, por isso, denominada
de enzima indutiva, comprovadamente sendo a primeira expressa por ceélulas
envolvidas no processo inflamatério, como macréfagos, mondcitos e sinovidcitos.
Contudo, essa enzima também se encontra em outros tecidos e 6rgaos, como rins,
cérebro, ovario, Utero, cartilagem, ossos e endotélio vascular. A COX-2 é induzida
pelas citocinas (ILs 1 e 2, e FNT) e outros mediadores nos sitios de inflamacéo (como
fatores de crescimento e endotoxinas). Ha relatos da descricdo da ciclooxigenase-3
(COX-3), porém, ainda, sem maiores esclarecimentos (CHANDRASEKHARAN, 2002;
HOHJOAL et al, 2014; HANNA; HAFEZ, 2018).

1.3 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS

A insercao dos salicilatos na terapéutica por volta de 1860, o desenvolvimento
do Acido Acetilsalicilico em 1890 e as constatacdes dos notaveis efeitos clinicos da
cortisona contribuiram para desenvolvimento das pesquisas de novos farmacos anti-
inflamatdrios. Apés a Segunda Guerra Mundial, estudos conduzidos pelas empresas
Geigy, Merck Sharpe e Dohme, Parke-Davis e Boots Pharmaceutical levaram ao
desenvolvimento da indometacina e ibuprofeno (JONES, 2001; RICHY et al, 2004).

O desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios, marca a classe de
medicamentos mais prescritos mundialmente. Este pode ser agrupado em dois
periodos marcantes: o primeiro periodo que pode ser denominado de periodo pré-
prostanglandina (até o inicio dos anos 70) e, o segundo periodo, onde efeitos sobre a
producao de prostaglandinas faziam parte da triagem no processo de descoberta de
drogas (BECK et al., 2000; CHAN; GRAHAM, 2004; RAINSFORD, 2007; FOUAD et
al., 2010).

Os farmacos anti-inflamatorios podem ser classificados em duas classes
distintas: os esteroidais (cortisol) e os ndo-esteroidais. E, sdo amplamente utilizados
para tratar dor, febre e doencas inflamatérias, incluindo osteoartrite (FLOWER, 2003;
VONKEMA,; VAN DE LAAR, 2010).

1.3.1 Farmacos anti-inflamatorios esteroidais

Os farmacos anti-inflamatoérios esteroidais, também conhecidos como

glicocorticoides pertencem a classe de horménios esteroides que também incluem
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mineralocorticoides, andrégenos, estrogénios, progestagenos e vitamina D, ou seja,
tem em sua estrutura um nucleo esteroide formado por quatro anéis com 17 atomos
de carbono (FIGURA 3A) que remetem ao seu precursor, a molécula de colesterol
(FIGURA 3B) (CHANG, 2014).

Figura 3. Estrutura quimica do anel peridrociclopentanofenantreno (A) e do colesterol (B)

CH4

HaC

CHj

HO

Fonte: Adaptado de CHANG, 2014

Os glicocorticoides foram isolados e, posteriormente, sintetizados pela primeira
vez no final da década de 1930 por Edward Kendall e Tadeus Reichstein e, em 1940,
28 esterodides adrenais ja haviam sido isolados por eles, incluindo cortisona (FIGURA
4A), hidrocortisona (cortisol) (FIGURA 4B), corticosterona (FIGURA 4C) e 11-
deoxicorticosterona (FIGURA 4D). Em 1949, Philip Hench descreveu que a cortisona
possuia extrema eficacia no tratamento de pacientes com artrite reumatoide e, um ano
depois desta descoberta, foi atribuido a Hench, Kendall e Reichstein o Prémio Nobel
de Fisiologia e Medicina (RUBIN, 2007; TORRES; INSUELA; CARVALHO, 2012;
CHANG, 2014).
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Figura 4. Estruturas quimicas da cortisona (A), hidrocortisona (cortisol) (B), corticosterona (C)

e 11-deoxicorticosterona (D).

0]

Fonte: Adaptado de CHANG, 2014.

Em 1950 modificacbes na estrutura do cortisol (FIGURA 3A) levaram ao
surgimento de novos medicamentos, como prednisona (FIGURA 5A) e prednisolona
(FIGURA 5B). As modificagdes estruturais subsequentes dos esteroides sintéticos
aumentaram a poténcia dos glicocorticoides e, consequentemente, aumento do tempo
de duracéo do efeito, obtencdo de farmacos com diferentes afinidades e tempos de

ligacdo ao receptor de glicocorticoides (GR) (CHANG, 2014).
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Figura 5. Estruturas quimicas da prednisona (A) e prednisolona (B)
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Fonte: Adaptado de CHANG, 2014.

No entanto, o uso oral dos GR de forma crénica mostrou-se limitado, uma vez
gue este tratamento induz diversos efeitos colaterais sistémicos severos associados
as acdes catabdlicas dos glicocorticoides em tecidos mesenquimais, incluindo atrofia
da pele, fraqueza muscular e osteoporose (STANBURY; GRAHAM, 1998). Buscando
diferenciar os farmacos esteroidais e nao-esteroidais em 1965 passou-se a utilizar o
termo anti-inflamatorios néo-esteroidais a fim de dissociar os efeitos negativos

provocados pelos glicocorticoides (BUER, 2014).

1.3.2 Farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroidais

Os anti-inflamatorios néo-esteroidais (AINES) séo utilizados globalmente para
o tratamento terapéutico da inflamacéo e da dor, atuando através da inibicdo da COX,
mediando assim, as sinteses pro-inflamatérias. No entanto, o beneficio terapéutico é
frequentemente restringido por efeitos adversos indesejaveis graves a nivel
gastrointestinal, renal e mesmo d&sseo; sendo mais comuns as reacles
gastrintestinais, podendo ocasionar leve lesdo da mucosa até hemorragia (COSTELA-
RUIZ et al., 2019).

A classe dos AINEs pode ser dividida em: ndo-seletivos tradicionais (FIGURA
6) e os inibidores seletivos da COX-2 (FIGURA 7).
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Figura 6. Estruturas quimicas dos principais anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES)

A B. c. 0 D
CH
8 HiC 1 OH
$ o]
>F—NH
OH N CH,
0
N HN
0
(0] Cl cl OH
0 CH, OH
0
c
E. F H

o

CH,

HO HO NH

CH, CH,

CH, CH,

Fonte: Adaptado de RAO; KNAUS, 2008; BACCHI et al., 2012

Figura 7. Estruturas quimicas dos principais anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES)
seletivos para COX-2.

A B. C. D.

H,C

Fonte: Adaptado de RAO; KNAUS, 2008; BACCHI et al., 2012

Esta divisdo considera o mecanismo de acdo, analisando a seletividade de
inibicdo enzimatica, conforme exemplificado no QUADRO 3. No geral, ambos séo
amplamente utilizados por seus efeitos anti-inflamatérios e analgésicos (RAO;
KNAUS, 2008; BACCHI et al., 2012).
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Quadro 3. Classificacdo dos AINEs de acordo com atividade inibitéria sobre as isoformas
COX-1 e COX-2.

Classe Propriedades Exemplos

Grupo 1 AINEs que inibem completamente COX-1 | Aspirina, ibuprofeno, diclofenaco,
e 2 com pequena seletividade indometacina, naproxeno,

piroxicam.

Grupo 2 AINEs que inibem COX-2 com 5-50% de | Celecoxib, etodolac, meloxicam,

seletividade. nimesulida.

Grupo 3 AINEs que inibem COX-2 com | Rofecoxibe

seletividade > 50%.

Grupo 4 AINEs que inibem fracamente ambas as | Acido 5-Aminosalicilico, salicilato
isoformas (COX-1 e 2). de sédio, nabumetona,
sulfasalazina

Fonte: Adaptado de RAO; KNAUS, 2008; BACCHI et al., 2012.

Os farmacos com acdo seletiva sobre a COX-2 inibem a sintese da
prostaglandina Iz, a qual possui acéo vasodilatadora e impede a adesao de leucdcitos
ao endotélio vascular. Contudo, efeitos adversos desses compostos dependem de
diversos fatores, inclusive da acéo relacionada a seletividade sobre as COXs. Efeitos
adversos relacionados ao sangramento do trato gastrointestinal, por exemplo, estéo
mais relacionados a inibicdo predominante da COX-1, enquanto que, a inibicdo
seletiva de COX-2 associa-se ao maior risco sobre o sistema cardiovascular, com
hipertenséo arterial, arritmia cardiaca e trombose cerebral, principalmente quando
utilizado por longos periodos, a exemplo do tratamento de inflamacdo crénica

(FLOWER, 2003; CLARCK; LAYTON; SHAKIR, 2004; BACCHlI et al., 2012).

1.4 CELECOXIBE

A descoberta da isoforma COX-2 em 1991, forneceu o estimulo para
desenvolver farmacos que possam evitar ou minimizar os danos gastrointestinais (GI)
causados devido a inibicdo da COX-1, mantendo os efeitos anti-inflamatorios
benéficos (pela inibicdo da COX-2). Esta acao seletiva prometeu superioridade em

comparacao com o AINEs tradicionais, como ibuprofeno, naproxeno e indometacina,
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gue promovem complicacdes gastrointestinais (HERMANN; RUSCHITZKA, 2006;
MICHAUX; CHARLIER, 2012; DADIBOYENA; HAMME 11, 2012).

As principais empresas farmacéuticas responderam a descoberta da COX-2 e
no inicio dos anos 2000, entdo a primeira geracdo de drogas seletivas para COX-2,
posteriormente denominadas coxibs, foram lancados, projetados especificamente
para bloquear o site ativo de COX-2, mas ndo COX-1. Seus representates inicais
foram o celecoxibe (Celebra) e rofecoxibe (Vioxx) (FIGURA 8) (HERMANN;
RUSCHITZKA, 2006; MICHAUX; CHARLIER, 2012; DADIBOYENA; HAMME 11, 2012).

Figura 8. Estrutura quimica do Celecoxibe (A) e rofecoxibe (B)
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Fonte: Autora da pesquisa, 2020

Os estudos haviam mostrado efeitos anti-inflamatérios semelhantes aos de
outros AINEs e menos efeitos gastrintestinais. Assim como outros inibidores
especificos de COX-2, a especificidade do celecoxibe se da por conta da diferenca de
tamanho do canal que forma o sitio ativo das COXs, os AINEs que bloqueiam COX-2
ndo se encaixam de forma ideal no sitio da COX-1 e desta maneira ndo inibem esta
ultima de forma significativa, consequentemente as prostaglandinas constitutivas
continuam exercendo seu papel de forma ativa (LUO; HE; BOHLIN, 2005).

Mesmo com os beneficios dos AINEs seletivos COX-2, 0 uso em larga escala
acarretou na maior expressdo dos efeitos colaterais, como o0s problemas
cardiovasculares, que resultou, por exemplo, na retirada do farmaco rofecoxibe do

mercado. Apesar das reacdes adversas (cardiovascular, renal, 6ssea e mesmo
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hepatica), o celecoxibe ainda é comercializado devido a menor seletividade por COX-

2 quando comparado aos outros farmacos COX-2-seletivos (THOMAS, 2020).

1.5 QUIMICA MEDICINAL E MODELAGEM MOLECULAR NO PLANEJAMENTO DE
FARMACOS

Desde os primérdios da civilizacdo, a procura de uma terapéutica para as
principais patologias que afetam a humanidade tem sido uma preocupacao constante.
Antigas civilizacbes buscavam a cura através de conhecimento empirico, também
conhecido como conhecimento popular, geralmente, empregando as plantas ou partes
destas como seus remédios. Enquanto o conhecimento e tecnologia eram limitados,
pouco se pbdde planejar estrategicamente. A partir da compreensdo do organismo
humano, o avanco para o tratamento de varias patologias foi significativo (CALIXTO;
SIQUERIA, 2008; PICCIRILLO; AMARAL, 2018).

O processo de planejamento e o desenvolvimento de novos farmacos envolvem
diversas areas do conhecimento e tipos de ensaios, tornando-se complexo. Por este
motivo, 0 espaco quimico precisa ser reduzido (PHRMA, 2011; TERFLOTH,;
SPYCHER; GASTEIGER, 2018). Os altos custos financeiros e o alto tempo
demandado para a producdo de medicamentos séo fatores preocupantes para o
crescimento da indastria farmacéutica, que necessita de investimentos em Pesquisa
e Desenvolvimento (P&D) para a descoberta de novos farmacos com maior eficacia e
seletividade, tornando assim, a descoberta de farmacos uma atividade extremamente
complexa. Estima-se um gasto entre 800 milhdes a 1,4 bilhdes de ddlares e cerca de
12-15 anos para o desenvolvimento de um novo farmaco (GELDENHUYS et al, 2006;
LIMA, 2007; KAITIN; DIMASI, 2011; MORGAN et al., 2011; TERFLOTH; SPYCHER,;
GASTEIGER, 2018).

Assim, com intuito de otimizar o tempo e reduzir 0s custos, novas técnicas séo
fundamentais para a industria farmacéutica, para isso a utilizacdo de inovacdes
cientificas e tecnolégicas, como ferramenta de pesquisa, combinando conhecimentos
multidisciplinares de informatica, biotecnologia, quimica e biologia, refletem no
planejamento de novos farmacos (DREWS, 2000; DREWS, 2003; PICCIRILLO;
AMARAL, 2018).

Ciéncias farmacéuticas, medicina e biologia estdo envolvidas diretamente nos

aspectos da quimica medicinal (QM), visto que, rotineiramente, sdo de sua
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incumbéncia: a descoberta, o planejamento, o desenvolvimento e a identificacdo de
compostos biologicamente ativos, o estudo do metabolismo, interpretacdo do modo
de acdo a nivel molecular e o desenvolvimento de relacdes entre a estrutura quimica
e a atividade biol6gica com énfase em farmacos, resultando em um modelo que se
baseiam no conhecimento de um alvo molecular e planejamento racional de farmacos.
(LIMA, 2007; IMMING, 2008; NOGUEIRA; MONTANARI; DONNICI, 2009 WERMUTH,
2011).

A area de QM tem mostrado cada vez mais trabalhos significativos, os quais
intensificaram-se a partir do ano 2000. Contudo, no periodo de 1950-1980, ja eram
utilizadas estratégias de modificacdo molecular, e, mais precisamente, entre as
décadas de 60 e 70, ocorreram avangos importantes, como a determinacdo de
estruturas protéicas por difracdo de raios-X, producdo do computador com acesso
multiplo (molde do PDB — Protein Data Bank), fortalecimento da farmacologia e
aplicacdo das estratégias de modificacdo molecular, culminando na descoberta do
captopril — primeiro farmaco no qual a estratégia “descoberta baseada na estrutura”
foi empregado (LIMA, 2007 RODRIGUES et al, 2012; BERMAN ET AL, 2013;
PICCIRILLO; AMARAL, 2018).

Além disso, a introducéo de técnicas e recursos computacionais permitiram a
visualizacéo e o estudo de proteinas e ligantes, o que revolucionou todo 0 processo
de planejamento, desenvolvimento e inovagdo de novos farmacos. O conhecimento
da estrutura do alvo molecular ou do complexo ligante-alvo permite o planejamento e
desenvolvimento de inibidores enzimaticos ou agonistas/antagonistas de receptores,
através do processo de complementaridade molecular (estéreo/eletrostatica). Neste
processo, planeja-se um candidato com propriedades estruturais adequadas para o
reconhecimento molecular e aumento da afinidade pelo receptor biolégico, tendo
como grande aliada a biologia molecular para o planejamento e desenvolvimento de
novos farmacos (PANCOTE, 2009; PICCIRILLO; AMARAL, 2018).

A modelagem molecular consiste na investigacdo das estruturas e suas
propriedades, reunindo um conjunto de técnicas computacionais que possibilitam a
construcdo, a visualizacdo, a manipulacédo e a estocagem de modelos moleculares
tridimensionais. A modelagem molecular permite a analise conformacional, o calculo
de propriedades estéreo-eletronicas e a andlise de variagdes estruturais que auxiliam
na interpretacdo das correlagbes entre as estruturas quimicas de uma série de

compostos com a variacdo da atividade farmacoldgica, sendo de grande importancia
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no planejamento de farmacos (YOUNG, 2001; SANT'ANNA, 2002; SANTOS et al,
2014).

Para a producdo e descoberta de novos farmacos, a modelagem molecular é
ferramenta fundamental, bem como na otimizacao de prototipos existentes e desenho
racional de candidatos a farmacos (SANTOS et al, 2014).

Estudos envolvendo a relacdo estrutura-atividade (Structure-Activity
Relationship - SAR) de uma série de compostos s&o essenciais na avaliagdo da
atividade e na seletividade, além de guiar a sintese de novas moléculas, minimizando
0 universo de compostos a serem testados, pois uma vez conhecida a estrutura do
receptor eleito, pode-se planejar uma molécula que seja capaz de interagir com o
receptor. Para as etapas seguintes da P&D de um novo farmaco, parametros
farmacocinéticos como absorg¢ao, distribuicdo, metabolismo, excre¢cdo (ADME) e
toxicolégicos, devem ser considerados na fase preliminar de desenvolvimento de
farmacos e devem ser empregados para eliminar candidatos inadequados, reduzindo
os custos da P&D (YOUNG, 2001; AMARAL; MONTANARI, 2002; SACKS et al.,
2014).

No processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos a taxa de
sucesso de novos candidatos selecionados para desenvolvimento clinico é de
aproximadamente 20%, com a maioria das dificuldades atribuidas a propriedades
farmacocinéticas inviaveis (SACKS et al., 2014; WANG et al., 2015). Propriedades
como baixa taxa de absorgao, altas taxas de extragdo hepatica (EH) e clearance
hepatico (CLH) - que ocasionam baixa e variavel biodisponibilidade; interagdes
medicamentosas e metabolismo realizado por enzimas polimérficas, podem ser
previstas nos estudos de metabolismo in silico, proporcionando direcionamento para
0s posteriores estudos clinicos (MINERS et al., 2004; WANG et al., 2015).

O anti-inflamatorio celecoxibe (FIGURA 9A), é um exemplo de medicamento
originado de estratégias de otimizacdo molecular, visto que com a compreensdo dos
mecanismo envolvidos na descobrimento e caracterizagcdo da isoenzima COX-2 e a
compreensao dos mecanismos envolvidos, possibilitou a insercdo de grupos
sulfonamida ou sulfona e sem um grupamento carboxilico presentes em anti-
inflaméatorios como acido acetilsalicilico (FIGURA 9B) e ibuprofeno (FIGURA 9C)
(FLOWER, 2003; RAINSFORD, 2009; BUSHRA; ASLAM, 2010; BORGES et al.,
2018).
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Figura 9. Estruturas do Celecoxibe (A), Acido Acetilsalicilico (B) e Ibuprofeno (C)
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A descoberta e desenvolvimento de farmacos € um processo dividido em duas
grandes fases: | - Pré-clinica (descoberta ou pesquisa basica) e Il — clinica
(desenvolvimento) (FIGURA 10). As etapas de identificagéo, otimizacéo e estudos de
relacdo estrutura-atividade de moléculas concentram-se na fase pré-clinica (VAN
NORMAN, 2016). A QM é o ponto de intersec¢ao entre planejamento e otimizacao de
novas moléculas com atividade biologica. A partir da quimica medicinal e possivel
explorar o espago quimico delineando o trabalho investigativo na identificacéo,
selecdo e otimizacdo de moléculas aptas a interagir de forma eficaz, com alta
afinidade e seletividade em relacdo ao alvo molecular (GUIDO; ANDRICOPULO,
2008; PICCIRILLO; AMARAL, 2018). Assim, o objetivo € agilizar a descoberta de um
novo farmaco, reduzindo o tempo gastos nas etapas iniciais desse processo
(TERFLOTH; SPYCHER; GASTEIGER, 2018).

Figura 10. Etapas da descoberta e desenvolvimentos de farmacos.
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Fonte: Adaptado de TERFLOTH; SPYCHER; GASTEIGER, 2018.
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1.5.1 PredicOes das propriedades farmacocinéticas

As propriedades farmacocinéticas e a toxicidade dos compostos sdo as
principais razfes para que se encerre o desenvolvimento de candidatos a farmacos,
sendo de suma importancia os parametros de absorcéo, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicoldgico (ADMET) (GUPTA; MOHAN, 2014). Algumas propriedades
farmacocinéticas dos compostos incluem: o peso molecular, a area de superficie polar
(PSA), coeficiente de particdo O/A (logP), coeficiente de particdo cérebro/sangue
(logBB), porcentagem de absor¢ao oral humana (%AO0H), atividade predita no sistema
nervoso central (CNS), permeabilidade aparente em células Caco-2 (modelo de
permeabilidade intestinal). Para diminuicdo de custos e tempo investidos nesse
estagio inicial, requer a utilizacdo de estudos computacionais como um meio de
triagem de moléculas inviaveis para ADMET, restando apenas as mais promissoras
(SCHRODINGER, 2011; WANG et al., 2015).

Com a inclusdo de consideracdes farmacocinéticas em estagios iniciais dos
programas de descoberta de medicamentos (Hodgson 2001; Navia e Chaturvedi
1996), a utilizacdo de métodos baseados em computador esta se tornando cada vez
mais popular visto que as abordagens in silico, apresentam: custo relativamente
menor e diminuicdo do tempo de analise, quando comparada as abordagens
experimentais para avaliacdo dos perfis ADMET (DiMasi et al. 2003; Darvas et al.
2002). Como exemplo, leva apenas um minuto em um modelo in silico para rastrear
20.000 moléculas, mas levam 20 semanas no laboratério para fazer o mesmo
exercicio (Hodgson, 2001).

Um fator de limitacdo no desenvolvimento de novos farmacos esté associado
as propriedades farmacocinéticas (ADME) dos candidatos a farmacos, pois um
medicamento para causar um efeito precisa chegar ao seu sitio de acdo e um fator
gue influencia esta relacionado as suas propriedades farmacocinéticas. A principal via
de administracdo de um farmaco é a oral. No entanto, um medicamento administrado
por via oral encontra mais barreiras para atingir seu objetivo do que aqueles que
utilizam outras vias de administracdo, como a via intravenosa (CUNHA, 2015).

Um medicamento administrado por via oral deve primeiramente atravessar a
barreira estomacal ou intestinal. Se estiver na forma sélida, o medicamento deve ser
dissolvido com a ajuda dos sucos gastricos do estbmago. Segundo o medicamento

deve atravessar a barreira das células epiteliais intestinais para entrar na corrente
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sanguinea. Finalmente, o medicamento livre na corrente sanguinea penetra em varias
camadas da membrana lipidica para atingir seu objetivo. O que pode acarretar em
uma baixa e variavel taxa de biodisponilidade (BASIL; LEVY, 2016).

A “regra dos cinco” de Lipinski fornece uma estimativa da biodisponibilidade
dos compostos selecionados através das propriedades fisico-quimicas. De acordo
com a regra de Lipinski é proposto que um composto para ser administrado por via
oral e ser bem absorvido necessita se adaptar aos seguintes parametros fisico-
guimicos: logP inferior a 5 (cinco), PM (peso molecular) inferior a 500 Da, doadores
de ligacdo de hidrogénio (DLH) inferior a cinco (5) grupos e aceitadores de ligacdo de
hidrogénios (ALH) inferior a dez (10). Sendo parametros que podem ser calculados
utilizando o programa Qikprop, o qual realiza predicbes farmacocinéticas. (LIPINSKI
et al, 2001; WANG et al., 2015).

1.5.2 Predicao de propriedades toxicologicas

O desenvolvimento de novos farmacos através da utilizacdo de técnicas
computacionais, representa uma complementacdo in silico a quimica medicinal
auxiliando no estudo da estrutura, previsdo da atividade biologica de candidatos a
farmacos, pois pode contribuir na diminui¢do no tempo de selecéo de compostos e no
custo (HUANG et al, 2010; ORCHARD et al, 2011; GFELLER et al 2013; WANG et al.,
2015; FOROUZESH et al, 2018).

Como a maioria das moléculas bioativas interagem com proteinas ou outras
macromoléculas e, para uma fracdo significativa deles, o alvo primario permanece
desconhecido € importante que durante a fase de sele¢cdo e desenvolvimento de
novos farmacos seja realizada predicao de atividade bioldgica a fim de se conhecer o
possivel sitio de acdo (HUANG et al, 2010; ORCHARD et al, 2011; GFELLER et al
2013; FOROUZESH et al, 2018). Assim, a atividade biolégica dos compostos pode
ser predita através da utilizacdo de base de dados como por exemplo, Molinspiration
(http: // www. Molinspiration.com), onde as estruturas dos compostos sao comparadas
com as atraves de similaridade das estruturas.

Para predizer a toxicidade de um farmaco, ou ainda, se sofrera algum tipo de
biometabolismo até chegar ao seu alvo receptor, propriedades como absorcéo,
distribuicdo e toxicidade podem ser preditas a partir da triagem em bancos de dados

contendo essas informagdes, as quais sdo computadas para uma grande variedade
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de compostos (TESTA et al, 2005; WINIWARTER et al., 2018). Entre os programas
mais utilizados para esses fins, destaca-se o DEREK.

Este programa faz predi¢cdes de forma qualitativa e, dessa forma, gera alertas
sobre a possivel acdo toxica dos compostos quimicos por ele analisados. O sistema
€ capaz de interpretar subestruturas toxicoféricas presentes nos compostos como
possiveis indutoras de certos tipos de toxicidade, através das regras de correlacao
implementadas no programa, operando em duas linguagens diferentes: na primeira,
gue é mais simples, faz uso do numero de atomos e ligagdes para definir o grupo
toxicoférico; na segunda, que € mais complexa, consegue responder questdes a
respeito da estrutura do grupo quimico analisado (SANDERSON; EARNSHAW,1991;
RINDINGS; BARRATT; CARY, 1996; LHASA LIMITED, 2007).

O programa DEREK pode prever irritagcdo gastrica, hepatotoxicidade,
carcinogenicidade, mutagenicidade e sensibilizacdo da pele para os compostos
investigados (SILVA et al, 2015) e, assim, fornecendo a adocdo de critérios de
exclusdo para substancias potencialmente nocivas que estejam em fase de selecéo
para as sinteses de compostos e ensaios experimentais. Ap0s as varias etapas de
triagem virtual baseado em ligante e baseado em estrutura podem ser analisados.
Como resultado, o programa DEREK indica uma resposta toxica especifica que pode
ocorrer. Este programa nao fornece uma estimativa quantitativa de predicdo, ao inves
disso ele possui algumas regras béasicas que consistem de descricbes das
subestruturas moleculares como se fossem alerta estruturais que estdo associados a
grupamentos toxicos, ou seja, uma vez que uma subestrutura pode existir em uma
variedade de contextos moleculares, as regras basicas ndo sdo quimicamente
especificas, ao invés disso, servem como generaliza¢cdes amplas no que diz respeito
a estrutura quimica. Portanto, o planejamento de farmacos baseado na estrutura do
ligante é realizado através de andlises comparativas de estruturas bioativas como
busca por similaridade, que identificam e classificam compostos como similares ou

diferentes relacionados a um ligante (WILLETT, 2006).

1.5.3 Docking molecular

O estudo de docking é uma das técnicas da modelagem molecular mais
importantes no desenvolvimento de farmacos. Trata-se de um estudo de interacao

energética entre o ligante e o receptor utilizando campo de forca. Entretanto, a
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interacdo do farmaco ao receptor é um problema complexo, visto que, inameras forcas
séo envolvidas, tais como: eletrostaticas, eletrodinAmicas e estéricas, assim como a
interacdo com o solvente e os graus de flexibilidade das moléculas sédo também
fatores importantes a serem consideradas (COHEN, 1990; MCCONKEY; SOBOLEV;
EDELMAN, 2002).

A interacdo do farmaco ao receptor € estereoespecifica, em que o receptor
reconhece determinados grupos do ligante, assim como distancias interatdmicas e
forma molecular. Este tipo de interacdo é determinado por meio do ajuste do ligante
no sitio do receptor via conformacdo de menor energia. Geralmente, o receptor é
mantido rigido enquanto a conformacgéo da molécula € modificada, embora existam
métodos de ligantes rigidos com receptores rigidos. Devem-se considerar todos 0s
graus de liberdade da molécula (rotacionais e translacionais). A conformagéao preferida
€ entdo minimizada, entretanto, esta conformacdo pode ndo corresponder com a
conformacéao bioativa (BURSULAYA et al, 2003; COHEN, 1990).

O processo de docking consiste em trés componentes correlacionados: a
identificacdo do sitio de ligacdo, a pesquisa de um algoritmo eficiente e uma fungéo
de contagem. O sitio de ligacdo pode ser identificado por comparacdo com a proteina
co-cristalizada com ligante diferente (PANCOTE, 2009).

Os algoritmos de pesquisa podem gerar um numero elevado de configuracoes,
as quais sao avaliadas por fungdes de contagem. Os algoritmos de pesquisa incluem:
dindmica molecular (utiliza equacdes de movimento de Newton para calculo de
solucdes); método de Monte Carlo (simula estruturas moleculares por meio de
processos aleatérios e randémicos); algoritmo genético (codifica variaveis de graus de
liberdade, criando populagbes randbémicas, de tamanhos constantes); método
baseado no fragmento (fragmenta o ligante, liga cada fragmento separadamente ao
receptor e liga-os novamente); método de pontos complementares (baseado na
avaliacdo do contorno e/ou da complementariedade quimica entre interacbes
moleculares); método de distancia geométrica (baseia-se nas distancias entra e
intermoleculares); pesquisa Tabu (baseia-se em processos estocasticos nos quais
novas conformacfes randdmicas sdo geradas, partindo de conformacdes iniciais);
pesquisa sistematica (analisa todas as conformacdes possiveis, partindo de modelos
rigidos) (MCCONKEY; SOBOLEV; EDELMAN, 2002; PANCOTE, 2009).

O campo de forca € utilizado para calcular a energia e a geometria da molécula,

a qual é obtida pela soma de todas as intera¢des de forcas envolvidas. Geralmente,
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sdo empregados para gerar previsdes precisas para complexo ligante-receptor por
meio da interpolacédo e extrapolacao relativas a modelos experimentais simples. Os
modelos classicos de campo de forga incluem: AMBER (utilizado especialmente para
macromoléculas bioldgicas), CHARMM (utilizado em dinadmica molecular) e CVFF
(utilizado principalmente em materiais organicos para prever estruturas e energias de
ligacdo) (BISSANTZ; FOLKERS; ROGNAN, 2000; TAYLOR; JEWSBURY; ESSEX,
2002). Vérios programas séo utilizados dentre eles destacam-se Autodock, Dock,
FlexX e Gold (BISSANTZ; FOLKERS; ROGNAN, 2000).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar in silico potenciais candidatos a farmacos com atividade anti-

inflamatoria a partir do celecoxibe.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar a pose da conformacao bioativa do ligante do celecoxibe;

b) Gerar biblioteca de confémeros de 06 (seis) bases de dados comerciais;

c) Executar triagem virtual baseado no ligante do Celecoxibe por similaridade de
forma e potencial eletrostatico nas bases comerciais;

d) Predizer in silico as propriedades farmacocinéticas das estruturas selecionadas
no item “c”;

e) Determinar in silico as propriedades toxicolégicas das estruturas selecionados
no item “d”;

f) Realizar estudos de simulagdo de docking molecular das estruturas

selecionadas no item “e” com a ciclooxigenase-2 em organismo mus musculus;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COMPOSTO TEMPLATE

O banco de dados Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb), € um

repositério mundial online, de livre acesso as estruturas tridimensionais de
macromoléculas, como proteinas, enzimas, cadeias de acidos nucleicos, elucidadas
por estudos de cristalografia de raios-X, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ou
modelagem por homologia, e, foi utilizado para a selecdo do composto template
celecoxibe, depositado com o cédigo PDB 3LN1 (mus musculus), com pose
cristalogréfica ligada a enzima COX-2 para camundongos (cCOX-2) (KIEFER et al.,
2010; BERMAN et al, 2013; GOODSELL, 2016).

3.2 GERACAO DE BIBLIOTECA DE CONFOMEROS

Estudos computacionais de modelagem molecular em larga escala foram
realizados utilizando o OpenEye Scientific Software, em um computador com o
processador Intel Core i7 de 2,4 GHz usando o sistema operacional Windows 7
Professional. Inicialmente, os conjuntos de estruturas moleculares em formato “.sdf’
(site definition file) foi obtido do banco de dados DrugBank. Foi gerada uma biblioteca
de confébmeros para cada molécula dos conjuntos de estruturas das bases de dados
usando o programa OMEGA (verséo 2.1.0). Através de algoritmo, as moléculas foram
fragmentadas e realocadas de forma que puderam gerar varias conformacdes
possiveis, sendo avaliada a energia de forma simplificada — até 9 kcal/mol — e um
desvio médio quadratico da raiz de coordenadas atdmicas (RMSD) de 0,6 A; aqueles
gue se enquadraram nos parametros, foram agrupados. (COSTA et al, 2019; SILVA
et al, 2018). A biblioteca de confémeros foi empregada para inicio dos métodos de

triagem virtual entre o ligante e alvo.

3.3 TRIAGEM VIRTUAL BASEADO NO LIGANTE CELECOXIBE

3.3.1 Similaridade de forma (programa ROCS — Rapid Overlay Chemical Strutures) e
potencial eletrostatico (programa EON)

Neste estudo foram utilizadas seis bases do banco de dados: ZINC Drug
Database, ZINC Natural Stock, ZINC Drug_FDA_ BindingDB (sdo subcolecdes da


http://www.rcsb.org/pdb
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ZINC Database — http://www.zinc.org); Chembridge DIVERSet™-EXPRESS-Pick™
Collection (DIVERSet™-EXP), Chembridge DIVERSet CORE Library (DIVERSet™-
CL) (séo subcole¢cdes da Chembridge); Maybridge. As bases de dados foram usadas

para selecionar as estruturas por meio da triagem virtual, classificando as moléculas
com base na sua similaridade por forma com a molécula de refréncia usando um
algoritmo (funcdes de Gaussian) centrado no atomo para permitir a maximizacao
rapida da sobreposicao molecular (volume e caracteristicas atbmicas), denominado
“ComboScore”, implementado no software ROCS (https://www.eyesopen.com/rocs),
gerando pontuacdes das sobreposi¢cfes tridimensionais do banco de dados com o
composto template, a fim de buscar os melhores compostos para o receptor COX-2.
Para quantificar a similaridade entre duas moléculas o coeficiente de Tanimoto foi
usado para a comparacgao e pode variar de 0,0 a 1,0 — com valor 1,0 representando
uma correspondéncia exata. (NAYLER et al. 2009; MANTOANI et al, 2014; SILVA et
al, 2018; RAMOS et al, 2019; COSTA et al, 2019). E assim, foram obtidas as melhores
estruturas classificadas, “Top2000” de cada base, totalizando 12.000 estruturas.

Os melhores compostos (12.000), com pontuagao Tanimoto maior do que 0,7,
foram reclassificados usando o programa EON designado para calcular correlagdes
eletrostaticas de moléculas pré-alinhadas. A classificacdo das moléculas foi feita
utilizando a “Pontuagcédo Combo eletrostatica Tanimoto” (ET_combo) que é a soma do
“coeficiente eletrostatico de Tanimoto Poisson-Boltzmann” (ET_pb) e a “Forma
Tanimoto” (FT), ou seja, baseada nas pontuagfes eletrostaticas de Tanimoto, que
varia de um (idéntico) a valores negativos resultantes da sobreposicdo de valores
positivos e negativos. Neste estudo, um confémero do celecoxibe de menor energia
foi usado para realizar as comparacdes eletrostéticas (conformagéo mais rigida, com
base na estrutura cristalografica disponivel). No final, somente as "Top100 melhores
moléculas/base” foram selecionadas, totalizando 600 estruturas (OPENEYE
SCIENTIFIC SOFTWARE, 2009; NAYLER et al. 2009; MANTOANI et al, 2014; SILVA
et al, 2018; RAMOS et al, 2019; SILVA et al, 2019).

3.4 PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS E TOXICOLOGICAS (IN SILICO)

Os estudos farmacocinéticos e toxicolégicos foram realizados para compostos
resultantes da etapa de triagem virtual (Top 100) de cada base, com melhores valores

com base no composto Celecoxibe.
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3.4.1 Predicdes farmacocinéticas

As estruturas quimicas das moléculas selecionadas na etapa anterior, foram
submetidas ao software QikProp para obter as propriedades farmacocinéticas: #star,
“Regra dos Cinco de Lipinski — RO5”, (%OAH), QPPCaco-2, QPPMDCK, QPlogPo/w,
CNS e QPlogBB. Apdés este filtro, restaram 220 moléculas de interesse.

O QikProp é um programa rapido e preciso para a predicdo de propriedades
fisico-quimicas como absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Além de
predizer propriedades moleculares, apresenta faixas de comparacdo entre as
propriedades da molécula ou composto que se estd analisando com 95% dos
farmacos conhecidos e utilizados como referéncia. Dentre as propriedades calculadas
pelo programa, pode-se destacar aquelas cujos melhores valores para a penetracao
da barreira hematoencefalica ja foram relatadas na literatura. As propriedades fisico-
qguimicas de interesse sao: peso molecular que deve ser menor do que 450 Da, area
de superficie polar que deve ser menor do que 90A, coeficiente de particdo 6leo/agua
(LogPo/w) de aproximadamente 2,5 e coeficiente de particdo cérebro/sangue (LogBB)
maior do que -0,5 (JEFFREY; SUMMERFIELD, 2010).

Os paramétros gerados pelo software nos permitiram selecionar os candidatos
a farmaco com 95% de aproximacéo das caracteristicas farmacocinéticas do farmaco

ja conhecido e utilizado como referéncia (SILVA et al, 2018). As moléculas

3.4.2 Predic¢des das propriedades de toxicidade

Para identificar quaisquer propriedades toxicas indesejaveis das 220 moléculas
restantes, o servidor de previsao de toxicidade (Protox - http://tox.charite.de/tox/) foi
utilizado neste estudo (DRWAL et al, 2014) Esse servidor baseia-se na similaridade
do grupo funcional para os compostos de consulta com os compostos validados in
vitro e in vivo presentes neste banco de dados. Foram calculadas as propriedades
toxicas como classe de toxicidade, geracdo de fragmentos toxicos, valores de LD50
em mg / kg, metas de toxicidade e propriedades relevantes ao medicamento [c Log P,
Log S (solubilidade)], peso molecular e pontuacéo geral do medicamento (DRWAL et
al, 2014), essa abordagem foi baseada nos estudos de Roy e colaboradores (2015)

O perfil de toxicidade também foi avaliado usando o programa DEREK 10.0.2
(Lhasa Limited, Leeds, Reino Unido). Foram considerados os alertas de toxicidade

envolvendo a espécie humana e, também, classificados como plausivel em
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mamiferos. O programa DEREK pode identificar aspectos relacionados a
carcinogenicidade, mutagenicidade, sensibilizacdo da pele, irritacéo, teratogenicidade
e neurotoxicidade (BORGES,2019).

3.4.3 Estudo de docking molecular

3.4.3.1 Selecédo da estrutura alvo terapéutica e ligante

O processo de selecao da estrutura ciclooxigenase-2 (COX-2), foi proveniente
do banco de dados Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb). Sendo
identificado pelo método de difracdo de raio-X, com o codigo PDB 3LN1 (Mus
musculus) com uma resolucdo de 2,4 A. O ligante utilizado no estudo molecular de
acoplamento foi o Celecoxibe (CONTROLE), que esta no servidor PDB no formato
.sdf, garantindo a conformacéao bioativa. Para o estudo de acoplamento molecular a
estrutura do ligante (CEL) e o alvo biolégico (COX-2) foram preparados utilizando o
software Discovery Studio 4.1, seguindo os protocolos estabelecidos pelo grupo de
pesquisa e os dados da literatura. (RAMOS et al, 2019; SILVA et al, 2019; COSTA et
al. 2019).

3.4.3.2 Docagem molecular usando AutoDock 4.2/Vina 1.1.2 via Interface grafica Pyrx
(Version 0.8.30)

No acoplamento molecular, utilizou-se a estrutura do Celecoxibe ligada a COX-
2 (Mus musculus, PDB 3LN1), usando o software AutoDock 4.2 que é um conjunto de
ferramentas que permitem avaliar a interacdo entre o ligante e a macromolécula, para
identificar combinacdes potenciais através da interface grafica PyRx 0.8 (versao
0.8.30) com parametros padrao de algoritmo genético, seguindo o protocolo descrito
por Padilha et al. (2016) e Pereira et al. (2017).

As coordenadas espaciais X, Y e Z foram determinadas na regido do sitio ativo
de acordo com a interacdo observada entre a enzimas e seu respectivo ligante
cristalografico. As coordenadas usadas para o centro e o tamanho da caixa podem
ser vistas na Tabela 1. As visualizacbes e as medidas de distancia das interacdes
entre os ligantes e enzimas foram realizadas usando o programa Discovery Studio

Visualizer v17.2.



Tabela 1. Dados de protocolos usados na validacao de docking molecular
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Coordenadas do ligante Grid Size
Receptor Ligante do Grid Center (Points)
X = 30.55 X=21
COX2 .
Celecoxibe Y = -21.77 Y =18
(PDB ID 3LN1)
Z=-16.57 Z=19

Fonte: Autora da pesquisa, 2019.

A funcdo de pontuacdo energética foi usada para avaliar a energia livre de
ligagdo (AG) de interagdes entre COX-2 e ligantes em PyRx 0.8.30. Além disso, a

andlise das poses (conformacgéo + orientacdo) dos ligantes foi avaliada levando em

consideracdo a selecdo da melhor energia livre de ligacdo e célculos de afinidade de

ligacdo no AutoDock 4.2 / Vina 1.1.2. A fim de avaliar a seletividade frente aos

compostos organismos mus musculus em funcéo da afinidade de ligacao no receptor

ciclooxigenase- 2 (COX- 2) (COSTA et al, 2018)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises in silico sdo extensivamente utilizadas nas pesquisas de novos
farmacos, pois podem delinear ligacdes e afinidades, bem como, a farmacocinética
das moléculas através da andlise das posicOes entre candidatos a farmacos e
receptores, através de softwares. O celecoxibe, apesar da seletividade, possui
reagOes adversas relacionadas ao sistema cardiovascular, principalmente. Partindo
deste pressuposto, moléculas melhores que o celecoxibe foram selecionadas a

possiveis candidatos a farmacos.

Figura 11. Triagem Virtual
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Partindo da molécula pivd, o celecoxibe, e seus confémeros, foram selecionadas 12.000
moléculas iniciais em 06 bases de bancos de dados, e, apés as etapas de triagem virtual de
modelagem molecular propostas neste estudo, resultaram 02 (duas) moléculas promissoras
candidatas a farmaco, capazes de serem iniciados testes in vitro e/ou in vivo.

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

4.1 TRIAGEM VIRTUAL BASEADA EM ESTRUTURA E LIGANTE

A triagem virtual foi realizada a partir do composto pivd, que possui sua
cristalografia definida para atividade enzimética sobre a COX-2, com PDB 3LN1. O
software ROCS foi projetado para executar buscas em bases virtuais de estruturas
tridimensionais em larga escala, usando o método da similaridade por sobreposi¢céo
baseado na forma do ligante e seus respectivos &tomos maiores, ndo considerando
os hidrogénios. Por meio da triagem virtual ROCS, foram selecionadas as moléculas
com coeficientes de Tanimoto entre 0,0 e 1,0, obteve-se um total de 2000 estruturas

por base, totalizando 12.000 estruturas selecionadas. O combo Tanimoto gerado no
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ROCS deve ser superior a 0,7 para que possam ser selecionadas para a proxima
etapa, e todas as moléculas se enquadraram neste parametro, ver TABELA 2.
(GRANT et al, 1996; MISHRA; BASU, 2013; MANTOANI et al, 2014).

As moléculas selecionadas e preparadas no ROCS, do total de 12.000
estruturas, submetidas a triagem virtual por similaridade baseada na afinidade
eletrostatica com a molécula pivé utilizando o programa EON, resultaram nas
“Top100” por base, ou seja, 600 estruturas, que avancaram para as predicoes
farmacocinéticas e toxicologicas. A combinagcdo ROCS e EON seleciona potenciais
compostos com forma e afinidade eletrostatica semelhantes, onde, a probabilidade de

compartilharem as mesmas propriedades (biol6gicas) com o pivd sado relevantes.

Tabela 2. Pontuacdes ROCS das moléculas selecionadas

Molécula ROCS Shape ROCS Color ROCS Combo EON
Tanimoto? Tanimoto® Tanimoto® Tanimoto®

LMQC_1 0.807 0.350 1.157 0.819

LMQC_2 0.805 0.256 1.061 0.772

a (concordancia de forma) e b (caracteristicas quimicas — &tomos): valor de referéncia de 0.0
a 1.0 — onde, 0.0 sdo compostos totalmente diferentes e 1.0 sdo compostos iguais,
exatamente com o mesmo numero de fragmentos; ¢ (somatéria dos coeficientes de
Tanimoto): valor de referéncia — acima de 0.7; d (score eletrostatico): valor de referéncia — de
1.0 a negativo.

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

4.2 PREDICOES DE PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS E DE TOXICIDADE
4.2.1 Predic6es de Propriedades Farmacocinéticas

Ja no estagio inicial da pesquisa, as 600 estruturas obtidas na etapa anterior
foram submetidas a predicdo de propriedades farmacocinéticas — ADME,
posteriormente, a toxicidade. Essas propriedades visam delimitar que entre as
moléculas selecionadas, apenas as que possuem parametros ao Seu precursor
possam continuar no estudo, afinal, as propriedades ADME s&o identificadas como as
principais causas de falhas no desenvolvimento de novos candidatos a farmacos,
guando fora dos valores de referéncia, e, se realizadas ao final de um estudo, podem
desperdicar o tempo gasto nas etapas anteriores (DIMASI et al. 2003; DARVAS et al.
2002; EGAN, 2010; PRUEKSARITANONT; TANG, 2012; WANG et al., 2015;
WINIWARTER, 2018).
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As propriedades farmacocinéticas séo representadas pelas seguintes etapas:
absorcao, distribuicdo, metabolizacdo e excre¢cdo (ADME), e, varios sédo os fatores
qgue podem influenciar nesse percurso, incidindo diretamente na eficacia do farmaco.
Na Tabela 4, estdo listados os dados de trés descritores moleculares para
analise das duas moléculas selecionadas (LMQC_1 e LMQC_2) durante o estudo de
docking molecular. Esses dados incluem os seguintes parametros: similaridade de
drogas (#star), regra de Lipinski (regra dos cinco — Ro5) e porcentagem de absorcéo
humana (HOA%) (LIPINSKI, 2000; LIPINSKI, 2001);

TABELA 3. Descritores moleculares para avaliagdo da biodisponibilidade.

Compostos #Stars 2 Ro5 P %AO0H © QPlogKhsa ¢

Celecoxibe 0 0 92,389 0,316
LMQC_01 0 0 100 0,416
LMQC_02 0 0 100 0,355

Faixa para 95% dos medicamentos conhecidos: a (similaridade de drogas): de 0 a 5; b
(nimero de violagdes da regra dos cinco de Lipinski): maximo de 4; ¢ (porcentagem de
absorcdo oral humana): >80% - alta e <25% - baixa; d (afinidade de ligacao a albumina sérica):
-1,5a1,5).

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

Os resultados descritos na TABELA 3 para os compostos LMQC _1 e LMQC 2
mostram que nao houve violacao dos descritores analisados: #star e Regra dos Cinco
de Lipinski — Ro05, ou seja, demonstram, teoricamente, boa biodisponibilidade oral.
Além disso, ao avaliar a porcentagem de absorcdo oral humana (HOA%) os dois
compostos apresentaram alta capacidade de absor¢cdo quando comparados com o
celecoxibe (92%) mostrando que podem chegar em concentracdes efetivas na
circulagcao sistémica (LIPINSKI, 2000; LIPINSKI, 2001).

A distribuicdo de um medicamento depende da ligacdo a proteina plasméatica
(PP) e particdo no tecido adiposo e outros tecidos. No plasma, o medicamento pode
estar ou ndo complexado a uma PP, vai depender da afinidade que a droga apresenta
pela proteina plasmética. Se a ligacao as proteinas for reversivel, havera um equilibrio
quimico entre estados ligados e nao ligados. A ligacdo de proteinas pode influenciar
na meia-vida bioldgica do corpo. A porcéo ligada pode atuar como um reservatorio ou
deposito no qual o medicamento € liberado lentamente diferente da forma néo
acoplada. Enquanto a forma n&o ligada sofre metaboliza¢éo e / ou excrecéo do corpo,
a fracd@o vinculada sera liberada para que se mantenha o equilibrio (CUNHA, 2015).
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Ainda na TABELA 3, pode-se observar que os valores do QPlogKhsa de LMQC 1 e
LMQC_2 estdo dentro do preconizado como de referéncia, inclusive bem proximos ao
do celecoxibe, sugerindo equilibrio no processo de distribuicdo, metabolizacdo e
excrecao.

Os compostos administrados por via oral devem ter solubilidade aquosa e
permeabilidade intestinal adequada, de forma a atingir sua concentragao terapéutica
na circulacéo sistémica (BALIMANE et al, 2000; VOLPE; 2011; CUNHA et al, 2015).
Para tanto, a absorcdo dos compostos no trato gastrointestinal foi estimada pela
avaliacdo da permeabilidade celular em células Caco-2 e MDCK (TABELA 4), assim,
as moléculas LMQC_1 e LMQC_2 mostram valores superiores a 500 nm/sec,
parametro considerado como 6timo para permeabilidade. Além disso, apresentaram
valores melhores que o composto celecoxibe.

Os descritores utilizados para a previsdo do transporte passivo devem ter
valores acima de 500 nm/s para serem considerados bons, enquanto valores menores

gue 25 nm/s séo considerados ruins.

Tabela 4. Descritores de permeabilidade

Compostos QPPCaco @ QPPMDCK P QPlogBB © SNC ¢

Celecoxibe 450,968 871,557 -0,717 1
LMQC_01 4727,14 5840,84 0,27 1
LMQC_02 5089,98 10000 0,439 1

Faixa para 95% dos medicamentos conhecidos: a (permeabilidade prevista das células Caco-
2). <5 — baixo e >500 - alto; b (permeabilidade das monocamadas de células rim canino
Madin-Darby): <25 — ruim e >500 - 6timo; c (coeficiente de particdo barreira
hematoencefalica): de -3 a 1; d (atividade no sistema nervoso central): -2 (inativa) a +2 (ativa).
Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

A barreira hematoencefélica é uma estrutura especifica que protege, controla e
regula a homeostase do sistema nervoso central através da separagao entre cérebro
e sangue sistémico. Para um farmaco com atividade biolégica no sistema nervoso
central (SNC), um alto valor de penetracdo é necessario. No entanto, neste estudo
busca-se estruturas sem atividades no SNC, assim, devem apresentar baixos valores
de penetragdo, minimizando os efeitos colaterais (ROJAS; RITTER; PI1ZZOL, 2011,
WANG; HOU, 2009). De acordo com Ma, Chem e Yang (2005) os valores para as

predicdes do Coeficiente de particdo cérebro/sangue (QPlogBB) devem ser menores
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ou igual 1, para moléculas inativas no SNC, assim, as moléculas selecionadas

apresentaram valores dentro da faixa de inatividade para o SNC.

4.2.2 PredicOes de propriedades de toxicidade

A identificacdo de compostos quimicos potencialmente toxicos representa um
problema importante. Esse problema € crucial, por exemplo, nos estagios iniciais da
descoberta de medicamentos. A retirada de uma droga langada do mercado devido a
reacoes adversas a drogas (RAMs) é a falha mais cara de um programa de descoberta
de drogas, frequentemente seguida por anos e anos de acdes judiciais e acordos
caros (DIMASI et al. 2003; DARVAS et al. 2002; EGAN, 2010; PRUEKSARITANONT;
TANG, 2012; WANG et al., 2015; WINIWARTER, 2018.

Portanto, é fundamental que os quimicos medicinais estejam cientes das
possiveis caracteristicas estruturais que podem causar RAMs em doses eficazes.
Outro campo relacionado € a toxicologia ambiental (ou ecotoxicologia), que avalia o
risco ambiental de produtos quimicos produzidos industrialmente. Novamente, 0s
estudos para realizar essa estimativa sdo baseados em experimentos caros e
demorados (DIMASI et al. 2003; DARVAS et al. 2002; EGAN, 2010;
PRUEKSARITANONT; TANG, 2012; WANG et al., 2015; WINIWARTER, 2018

Assim, a identificacdo em fases iniciais permite a selecdo de moléculas com
um melhor perfil de seguranca possam avancar as etapas de desenvolvimento de
farmacos e, assim, evitar sua retirada do mercado ap0s seu lancamento como
aconteceu com o Rofecoxibe. A tabela 5 mostra que os compostos LMQC 1 e
LMQC_2 nédo apresentaram alertas de grupos toxicoféricos quando comparados ao
CEL (DIMASI et al. 2003; DARVAS et al. 2002; EGAN, 2010; PRUEKSARITANONT;
TANG, 2012; WANG et al., 2015; WINIWARTER, 2018.
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Tabela 5. Previséo de toxicidade pela identificagdo de grupos toxicoforos e LD50

Alerta de
Predicao de Classificacéao
(Lhasa Toxicidade [
Prediction)
Hiperplasia
urotelial da bexiga
em camundongos
e ratos
; Carcinogenicidade ARIL- 1
Celecoxibe 9 PLAUSIVEL 1400 \Y
em ratos e SULFONAMIDA
camundongos
Toxicidade ocula
Fototoxicidade
- SEM v
LMQC_01 - 1000
ALERTAS
SEM
LMQC_02 - - 2000 v
ALERTAS

@ \vvalores em mg / kg de peso corporal. P! Classe I: fatal se ingerida (LD50 < 5); Classe Il: fatal
por ingestdo (5 <LD50 < 50); Classe lllI: toxico por ingestdo (60 <LD50 < 300); Classe IV:
nocivo por ingestdo (300 <DL50 < 2000); Classe V: pode ser nocivo se ingerido (2000 <LD50
< 5000); Classe VI: ndo toxico (LD50> 5000).

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

4.3 DOCKING MOLECULAR

O docking molecular desempenha um papel importante na descoberta de
moléculas biologicamente ativas, pois o0s resultados provenientes do docking
permitem analisar diferentes modos de ligacdo de um mesmo ligante ou de ligantes
distintos, além de identificar aqueles com maior probabilidade de interagcdo com a
molécula receptora (COUTINHO, MORGAN, 2007). Assim, a analises de docking
molecular realizada nesse estudo tém por objetivo compreender o modo de interacao
das moléculas selecionadas, apods a utilizacéo dos filtros de predi¢cdo farmacocinética

e de toxicidade.
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4.3.1 Validacéao do docking molecular

A comparagdo entre as conformacdes do ligante cristalografico com os
resultantes do redocking apresentou um valor de RMSD de 0,50, valor dentro do
recomendado pela literatura, que considera valores adequados abaixo de 2
(HEVENER et al., 2009). Assim o redocking foi capaz de reproduzir modos de ligacao
observados experimentalmente, validando o docking. O alinhamento entre a

conformacgao experimental e a computacional pode ser visto na FIGURA 12.

Figura 12. Resultado da validaggo COX-2 (Mus musculus, PDB 3LN1), o ligante
cristalografico celecoxibe (cor vermelha) e a melhor conformacdo predita por docking
molecular (cor verde).

RMSD =05 A

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

Apés a validacao, o docking molecular foi usado para prever a afinidade de

ligacdo de 88 estruturas, obtidas pela triagem virtual e selecionadas ap0s as analises
farmacocinéticas e de toxicidade, para selecionar os candidatos mais promissores.
A TABELA 6 mostra os melhores valores de afinidade de ligacdo, em kcal molt. O
controle CEL apresentou afinidade de ligacdo de — 9.5 kcal.mol. A avaliacdo do
processo de docking molecular foi realizada com base no parametro de afinidade de
ligacdo do ligante CEL experimental (PDB 3LN1) e os valores tedricos, calculados
usando o AutoDock s&o mostradas na Tabela 5 (DOS SANTOS et al., 2020).
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Tabela 6. Comparacéo entre afinidades de ligacao experimental e tedrica

Afinidade de Afinidade
. ~ . ligacédo Ki &l de ligacéo
Enzima  Resolucéo Ligante experimental [ (M) tebrica
(kcal/mol) (kcal/mol)
COX-2
(PDB 2.4 A Celecoxibe 9.5 1x10 7  -10.4
3LN1)

8 Vvalor calculados a partir da constante de inibicdo determinada experimentalmente (Ki),
encontrada no PDB, de acordo com a Equagédo: AG = RTInKi, foram R (constante de gas) =
1.987.102 kcal / (mol K) e T (temperatura ) = 310 K.

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

A ancoragem molecular reproduz a afinidade de ligagcéo tedrica as moléculas
LMQC_01 e LMQC_02 como potenciais candidatos a farmacos. Como parametro de
avaliacdo utilizado foi a afinidade de ligacao tedrica do ligante CEL e o calculo do
desvio (diferenca) entre as afinidades de ligacdo (tedrica e experimental), ver TABELA
6.

Portanto, as moléculas LMQC_01 (AG=-10.1 kcal/mol) e LMQC_02 (AG=-10.5
kcal/mol), mostram valores de afinidade de ligacdo tedrica maiores, quando
comparado ao valor do composto de referéncia celecoxibe (AG= -10.4 kcal/mol),
conforme FIGURA 13.

Figura 13. Valores de afinidade de ligacdo do ligante ao PDB ID 3LN1 da COX-2 (Mus
musculus) obtido por acoplamento molecular

— 157 .
'g == Celecoxib
= = | MQC 1
Q

X 10 == LMQC 2
>

£

% 5

o)

o

£

£

(1] 0 I

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.
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A entrada do sitio € revestida pelos residuos de aminoacidos hidrofilicos Arg-
120, Glu-524 e Tyr-355 e a bolsa lateral com os residuos de aminoacidos His-90, Arg-
513 e Val-523 (ORLANDO & MALKOWSKI; 2016). Os residuos de aminoacidos Arg-
120, Tyr-355, His-90, Arg-513, Val-523, Ser-353 e Glu-124 sdo de suma importancia
para o encaixe do ligante no sitio ativo (WANG et al, 2010).

Nesse estudo a pose cristalografica da enzima COX-2 (3LN1 - PDB) utilizada
apresenta a numeracdo de aminoacidos diferente dos relatados por WANG e
colaboradores (2010), porém os residuos de aminoacidos apresentam-se exatamente
na mesma posicao, onde: cavidade hidrofébica TYR 334, PHE 367, LEU 370, TYR
371, TRP 373, PHE 504, GLY 512, ALA 513 e a cavidade o qual se liga o grupamento
trifluorometil apresenta os aminoacidos MET 99, VAL102, VAL335, TYR341, LEU345,
LEU517 (AZIZIAN et al., 2012; RAZZAGHI-ASL et al., 2018; MACARINI, 2019).

Observa-se que na FIGURA 14, que o oxigénio do grupo sulfonamida do
composto CEL realiza uma interacao do tipo ligacdo de hidrogénio com o residuo de
aminoacido arginina (Arg 499), os hidrogénios ligados ao nitrogénio do grupo
sulfonamida formam ligagBes de hidrogénio com os residuos de aminoécidos serina,
leucina e glicina (SER 339, LEU 338 e GLN178), apresentando similaridades aos
sitios de ligacdo obtidos nos estudos realizados por GHAREB e colaboradores (2017)
e RAZZAGHI-ASL e colaboradores (2019).

Figura 14. Docking molecular do Celecoxibe e interacdes com residuos da enzima COX-2

TRPI73 ALA
/ AS513
GLY

TYR3T AT12

LEUZT0

i TYR
ARG A371
AZ106

VAL SER TRP
- GLN A373
& A338 &178

VAL
A509

[/

LEU
i\ LEU 3
4 A338 L

ARGIDE
WAL335 ARG
A:499

~ ARGIZT Interactions
<

Conventional Hydrogen Bond Alkeyl

Pi-Sigma Pi-Alkyl
GLN17G
~ Amide-Fi Stacked

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.
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Na FIGURA 15 é apresentado o diagrama 2D da molécula LMQC 1, gerado

pelo programa BIOVA Discovery Studio. E possivel identificar uma ligagdo carbono-
hidrogénio do grupamento Metoxi ao residuo de aminoacido tirosina (TYR 371) na
cavidade hidrofébica, uma ligacdo do tipo amida pi-stacked entre o grupamento
metoxi-fenil e o residuo de aminoacido glicina (GLY 512), duas ligacfes do tipo alquila
do anel triazélico com os residuos de aminoacidos alanina (ALA 513) e valina (VAL
335), uma ligacéo ligacdo carbono-hidrogenio do anel triazolico com o residuo de
aminoacido serina (SER 339) e duas liga¢des do tipo pi-sigma do anel piridinico com

os residuos de aminoacidos serina e valina (SER 339 e VAL509).

Figura 15. Docking molecular do composto LMQC _1 e intera¢cdes com residuos da enzima
COX-2

LT GERY
TYR3‘7& PRt
?l ALA
\ AS513
olye13 p
\ { GLY
\ ) A512
= SER339
/ |
 Wa— S " == = = WAL
ALA5‘| 3 . - A \ AS09
SER VAL
4 A339 A335
\
Interactions
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Amide-Pi Stacked
E Pi-Sigma E Pi-Alkyl

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

A FIGURA 16 mostra o diagrama 2D da molécula LMQC 2, gerado pelo
programa BIOVA Discovery Studio. E possivel identificar duas ligagdo carbono-
hidrogénio do grupamento tri-fluorometil e os residuos de aminoécidos tirosina (TYR
341) e arginina (Arg 106), duas ligacdes do tipo pi-sigma entre o anel fluorobenzeno
e os residuos de aminoacidos valina (509) e serina (339), trés ligacdes do tipo pi-
alquila do anel tetrahidrofurano com os residuos de aminoéacidos tirosina (ALA 513),

tripisina (VAL 335) e leucina (LEU 370 ). Também observa-se uma ligacao pi-sigma



39
do anel pirimidinico com o residuo de aminoacido valina (VAL 513) e uma ligacao pi-

alquila do anel pirimidinico com o residuo de aminoécido alanina (ALA 513) .

Figura 16. Docking molecular do composto LMQC_2 e intera¢des com residuos da enzima
COX-2.
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Fonte: Autora da pesquisa, 2020.

Assim ao analisar os resultados de docking obtidos observa-se que Argl06,
GIn178, Phe 504, Ser 516, Arg 106 e Ser 339 sao residuos importantes na
manutenc¢do das conformacdes energéticas dos compostos estudados dentro da sitio
da COX-2, pois estdo envolvidos na ligacdo de hidrogénio e nas interacdes
hidrofébicas com a maioria dos compostos desempenhando um papel importante e
critico na interacdo inibidor-proteina. E de acordo com os resultados obtidos, esses
compostos se apresentam como potenciais inibidores seletivos da COX-2.

Os dados quantitativos dos tipos de interacdes e suas respectivas distancias, e
afinidades de ligacao entre os ligantes e a enzima COX-2 s&o exibidos na TABELA 6.
E verificado que, entre as estruturas, o aumento da diversidade de interacdes com
diferentes aminoacidos pode resultar na diminuicdo dos valores de afinidade de
ligacdo conforme observado com o composto controle CEL, o que indica maior grau

de espontaneidade das interacoes.
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Tabela 7. Interagcdes com residuos de aminoacidos e respectivas distancias entre os ligantes

e enzima COX-2.

Compostos Aminoéacidos Distancia Tipo Energ_ia Li~vre de
A) (IIZ(I:%i(r;r?c?l)
Arg 106 3.53 Lig. de hidrogénio
Glyl78 3.08 Lig. de hidrogénio
Val 335 3.84 Pi-sigma
Leu 338 3.09 Lig. de hidrogénio
Ser 339 3.49 Pi-sigma
Ser 339 3.09 Lig. de hidrogénio
Celecoxibe vs Leu 370 5.20 Alquil 95
3LN1 Tyr 371 4.53 Alquil
Trp 373 4.79 Alquil
Arg 499 331 Lig. de hidrogénio
Val 509 4.56 Pi-sigma
Gly 512 3.88 Amida pi-stacked
Ala 513 4.13 Pi-Alquil
Ala 513 451 Pi-Alquil
Val 335 4.94 Pi-alquil
Ser 339 3,77 Lig.H-C
Ser 339 3.52 Pi-sigma
Tyr 371 2.98 Lig.H-C
LMQCO01 vs 3LN1 Val 509 3,80 Pi-sigma -10.1
Val 509 5.34 Pi-alquil
Gly 512 3.01 Lig.H-C
Ala513 4.38 Pi-alquil
Ala513 4,40 alquil
Arg 106 3.02 Lig.H-C
Val 335 3.65 Pi-sigma
Ser 339 3.60 Pi-sigma
Tyr 341 3.62 Lig.H-C
LMQCO02 vs 3LN1 Leu 370 5.49 Alquil -10.5
Tyr 371 4.85 Alquil
Trp373 5.02 Alquil
Val 509 3.67 Pi-sigma
Ala 513 4.15 Pi-sigma

Fonte: Autora da pesquisa, 2020.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, foi realizada a abordagem de modelagem molecular para a
identificacdo de potenciais compostos candidatos a farmacos anti-inflamatorios
baseados na estrutura do Celecoxibe. Essa abordagem envolveu a triagem virtual
similaridade e estrutura de um total de 238.922 estruturas dispostas previamente em
seis bases de banco dados de compostos comerciais, estudos de predi¢cdes
farmacocinética, toxicidade e de docking molecular.

Ap6s os resultados de docagem molecular para as estruturas bioativas
oriundos de triagem virtual baseado em ligante, é proposto que dois (2) compostos
selecionados neste estudo, poderdo ligar-se ao enzima ciclooxigenase 2 com boa
afinidade de ligacéo, destacando os compostos LMQC 1 e LMQC_2 oriundos da base
de dados, como apresentam as principais caracteristicas dos ligantes importantes na
estrutura do enzima e com melhores propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas e
mais potentes, podendo ser considerados novos candidatos a farmacos com atividade
anti-inflamatoria sobre a COX-2.

Além disso, essas estruturas promissoras podem ser usadas como protoétipos
para o desenvolvimento de farmacos via novas triagens virtuais baseado em estrutura
ou ligantes em diferentes bases de dados para a busca de novos candidatos a
farmacos com atividade anti-inflamatéria sobre a COX-2. e/ou futura aquisicdo e
aplicacdo de protocolo de testes ensaios in vitro e in vivo para atividade anti-
inflamatoria. Estudos futuros de modificacdo molecular das estruturas bioativas
resultantes, também poderdo ser realizados com objetivo de melhorar a afinidade de

ligacdo entre os ligantes e a enzima COX-2.
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