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RESUMO

Os anti-inflamatérios ndo esteroides estdo entre os medicamentos mais comumente
usados no mundo. O presente estudo trata-se de uma pesquisa basica e teorica, de
carater exploratorio, de natureza observacional e abordagem quantitativa com
procedimento experimental “in silico”. O objetivo geral foi comparar a afinidade e
seletividade de antiinflamatoérios pelas isoformas de ciclooxigenase através de
calculos computacionais. Foi realizada a andlise de correlacdo linear entre os
valores experimentais de inibicdo de cada isoforma, e os valores de energia livre
determinados in silico pelo método de docking molecular. Através do programa ADT
foram retiradas as moléculas de agua, cadeias proteicas desnecessarias, bem como
os ligantes complexados. Foram adicionados os hidrogénios polares (essenciais
para as interacdes hidrofilicas) e salvo o arquivo nomeado como coxl.pdb e
cox2.pdb. Os arquivos cox*.pdb. foram entdo utilizados para os célculos de DM
utilizando-se o software GROMACS. Nele foi utilizado o campo de forca CHARMM36
all-atom force field, o modelo de solvatacdo tip3p, preparada a célula unitaria em
formato cubico e ao final gerado o arquivo cox* solv.gro. Em sequéncia foram
adicionados ions sodio ou cloreto para equilibrio de cargas através do arquivo de
parametros ions.mdp (com o parametro coulombtype = cutt-off e nstlist= 10) e apds
o comando genion o arquivo cox* solv_ions.gro foi visualizado no Pymol para
conferéncia. Como resultados os dados de raz&o cox-2/cox-1 relacionados ao
método de docking flexivel mostram que os 22 compostos com resultados acima de
1,0, e que assim deveriam identificar compostos cox-2 seletivos, 6 apresentam de
fato esta seletividade de acordo com os dados experimentais e apenas 3 sdo na
realidade cox-1 seletivos. Podemos entdo apontar uma melhor tendéncia do método
flexivel em promover a triagem de ligantes Uteis quando comparado ao método
rigido.
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1. INTRODUCAO

No Brasil os medicamentos da classe de anti-inflamatérios podem ser
adquiridos nas farméacias sem grades obstaculos, até mesmo aqueles que possam
ocasionar toxicidade e outros eventos adversos aos seus usudrios. Sua utilizacédo
geralmente é para o tratamento da dor, febre e demais lesdes e séo utilizados por

grande parte da populacéo (SILVA et al., 2019).

No entanto, seu uso cronico esta associado a diversos efeitos colaterais, em
particular aqueles envolvendo o sistema gastrointestinal, como destacado pela
retirada relativamente recente de certos agentes seletivos da ciclooxigenase 1
(COX-1), ciclooxigenase 2 (COX-2) criando subgrupos de anti-inflamatérios seletivos
e nao seletivos para COX-2 (DANTAS, 2019).

O tamanho do mercado global de anti-inflamatérios deve chegar a nove
bilhbes de dblares nos proximos 5 anos, por conta do aumento dos investimentos no
desenvolvimento de produtos biolodgicos para o tratamento de doencas inflamatorias
autoimunes. Os medicamentos anti-inflamatérios ajudam a reduzir a inflamacéo no
corpo e a tratar problemas de saude como artrite, asma, artrite reumatoide, sinusite
e outros (SILVA et al., 2019).

Os anti-inflamatoérios néo esteroides (AINES) sdo os medicamentos mais
prescritos em todo o mundo. Estima-se que 30 milhdes de pessoas por dia em todo
o mundo realizem a utilizacdo de AINEs. Essas drogas sao utilizadas por seus
efeitos de analgesia, anti-inflamatorio e antipirético (SILVA et al., 2019).

A inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX), que participa da biossintese das
prostaglandinas (PGs) e do tromboxano (TX), € o mecanismo de acdo dos AINEs.
Prostaglandinas e Tramboxanos sdo mediadores importantes de febre, dor e
inflamacgéo, que tem um papel importante na fisiopatologia de varias doencas. Os
AINEs afetam a sintese e a acdo de mediadores inflamatorios, incluindo PGs,
peptideos derivados da cascata de coagulacéo, interleucina (IL) -2, IL-6 e fator de
necrose tumoral (TNF) (SYLVESTER, 2019).



O acido araquiddnico existe principalmente como fosfatidilcolina esterificada e
formas de fosfolipidios de fosfatidiletanolamina nas membranas. E liberado da
membrana celular pela fosfolipase A2 (PLA2), que é a etapa geral de limitacdo da
taxa de eicosandides. Existem duas isoformas de PLA2 classificadas como
secretora e citoplasmatica (MONTEIRO et al., 2008).

Esta existéncia de multiplas isoformas permite varias respostas bioldgicas
para diferentes tecidos. As isoformas de PLA2 podem ser estimuladas por TNF-q,
fator estimulador de col6énia de granuldcitos-macrofagos, interferon (IFN) e varios
fatores de crescimento, como proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) e
fosfoquinase C. As enzimas COX convertem acido araquidénico em PGs,
prostaciclinas e TXs. O primeiro membro desta cascata comeca com a formacéo de
PGG2 e depois PGH2. PGH2 é convertido em varias isoformas de PG, como PGE2,
PGD2, PGF2alfa, PGI2 ou TXA2 por meio de isomerases especificas de tecido. Em
outra via, o acido araquiddnico € convertido em leucotrienos por trés formas de
lipoxigenases (SYLVESTER, 2019). Vérios tipos de 6rgdos produzem leucotrienos,
incluindo mastocitos, glébulos brancos (leucocitos, que ddo aos compostos seus

nomes), cérebro, pulmao, baco e coracdo. (MONTEIRO et al., 2008).

A COX-1 desempenha um papel importante nos estdgios iniciais do
desenvolvimento da lesdo no modelo de nocaute apoE da aterosclerose, por
exemplo e atua prevenindo a formacdo de lesdes grosseiras em face de lesao
vascular continua e inflamacéo. Apesar da inibicdo da prostaciclina, a inibicdo da
COX-2 nao tem efeito no desenvolvimento da lesdo ou nas interagdes entre as
plaguetas e a parede dos vasos (SYLVESTER, 2019).

As PGs foram encontradas em muitas regibes do cérebro. Os AINEs tém
efeitos antipiréticos e analgésicos em humanos e animais. Acredita-se que essas
atividades sejam o resultado da inibicdo da formagcdo de PG no sistema nervoso
central (SNC). A maior parte da COX-1 esta na microglia, embora também tenha
sido encontrada no hipocampo e nos neurbnios corticais cerebrais, embora seja
claro que a COX-3 é expressa abundantemente no cortex cerebral, sua atividade
enzimatica ainda néo foi elucidada. Em contraste com a maioria dos tecidos, a COX-
2 induzivel também é expressa constitutivamente nas sec¢des cervicais lombares da

medula espinhal e varias regides do cérebro, como o cértex cerebral, hipocampo e
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amigdala em populacdes discretas de neurénios, mas nao na glia. A expressao da
COX-1 no nivel espinhal ndo é ampla e esta localizada no citoplasma das células
gliais (MONTEIRO et al., 2008).

Acredita-se que os AINEs retardem o inicio da doenca de Alzheimer, pois a
inibicdo da COX-2 interfere com a cascata B-amiloide que medeia a supressédo da
memoria e da plasticidade sinaptica. De acordo com os dados, os inibidores
seletivos de COX-2 podem ter efeitos protetores contra a doenca de Alzheimer,
reduzindo a resposta de PGE2 nas sinapses devido a inibicdo de COX-2
(SANDOVAL et al., 2017).

Dessa forma, todo medicamento, inclusive os AINES, para ser comercializado
deve passar por um processo de longo prazo que custa bilhdes. Em 2019 o custo
era de estimado em US $ 2,6 bilhGes e essa probabilidade de falha de descoberta e
desenvolvimento de medicamentos € alta, podendo chegar a 90% dos
medicamentos que entram em testes clinicos, ndo obtendo assim a aprovagéo para
chegar ao mercado (SYLVESTER, 2019).

Aproximadamente 75% do custo é devido a falhas que acontecem ao longo
da descoberta e design de drogas. Em experimentos de triagem de alto rendimento
mais rapidos, que podem testar milhares de moléculas com automacéao robética, o
trabalho humano associado a triagem de compostos ndo € mais necessario. No
entanto, ainda é caro e requer muitos recursos de alvos e ligantes. Esses recursos
frequentemente ndo estdo disponiveis em ambientes académicos (SILVA et al.,

2019).

Além disso, muitas empresas farmacéuticas estdo procurando maneiras de
evitar a triagem de ligantes que ndo tém possibilidade de apresentar sucesso.
Portanto, as ferramentas de descoberta de medicamentos auxiliada por computador
estdo recebendo muita atencdo na industria farmacéutica, utilizando-se dessas
tecnologias que séo ferramentas poderosas para reduzir o numero de ligantes que

precisam ser avaliados em ensaios experimentais (SANDOVAL et al., 2017).

O docking é um arcabouco atraente para entender as interacfes
biomoleculares de farmacos para o desenho e descoberta de farmacos racionais,
bem como no estudo mecanistico, colocando uma molécula (ligante) no local de
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ligacdo preferido da regido especifica alvo do DNA com proteina (receptor)
principalmente de uma maneira ndo covalente para formar um complexo estavel de
eficcia potencial e mais especificidade. As informacgdes obtidas com a técnica de
docking podem ser usadas para sugerir a energia de ligagédo, energia livre e
estabilidade dos complexos. Essa técnica de acoplamento € utilizada para prever 0os
parametros de ligacdo provisérios do complexo ligante-receptor de antemao
(MAGALHAES et al., 2012).

O principal objetivo do docking € atingir o complexo ligante-receptor com
conformacao otimizada e com a intencdo de possuir menos energia livre de ligacao.
A energia livre de ligagdo prevista liqguida é revelada em termos de Varios
parametros, ligacdo de hidrogénio, eletrostatica, energia livre de torcdo, dispersdo e
repulsdo, dessolvatacdo, energia interna total e energia do sistema nédo ligado.
Portanto, um bom entendimento da ética geral que governa a energia livre de
ligacdo prevista fornece pistas adicionais sobre a natureza de varios tipos de

interacOes que levam ao docking (SANDOVAL et al., 2017).

A aplicacéo prética do docking requer banco de dados para a busca do alvo
com o formato do Protein Data Banking PDB adequado e uma metodologia para
preparar o ligante como um arquivo PDB. Para fazer isso, existem varios softwares
disponiveis de onde o ligante pode ser feito no formato PDB. Essas ferramentas
fornecem a organizacéo para ligantes com base em sua capacidade de interagir com
determinadas proteinas / DNA alvo. O acoplamento molecular de pequenas
moléculas a um alvo inclui uma amostragem predefinida de uma possivel
conformacdo do ligante no sulco especifico do alvo, a fim de estabelecer a
conformacao otimizada do complexo. Isso pode ser possivel usando a funcédo de
pontuacéo do software (MAGALHAES et al., 2012).

O termo ensaios clinico in silico refere-se ao uso de simulagdo de computador
individualizada no desenvolvimento ou avaliacdo regulatéria de um produto
medicinal, dispositivo médico ou intervencdo médica. Embora a simulacdo por
computador seja amplamente usada para o desenvolvimento e eliminagao de riscos
de uma série de produtos de missao critica, como aeronaves civis, usinas nucleares,
etc., o desenvolvimento e a avaliagdo de produtos biomédicos ainda sé&o

predominantemente baseados em experiéncias experimentais em vez de simulagbes
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por computador abordagens. A necessidade de experimentos longos e complexos in
vitro, em animais e, em seguida, em pacientes durante os testes clinicos eleva os
custos de desenvolvimento a niveis insustentaveis, sufocando a inovacdo e

elevando o custo da prestacao de cuidados de saude a niveis sem precedentes.

As ciclooxigenases (COX) ou prostaglandina endoperoxido sintases (PGHS)
séo as principais enzimas na sintese das prostaglandinas, os principais mediadores
da inflamacdo, dor e aumento da temperatura corporal (hiperpirexia). As
prostaglandinas sédo formadas a partir de seu precursor, o acido araquidénico. O
acido araquidénico é clivado dos fosfolipidios da membrana celular pela fosfolipase
A2. O &cido araquidbénico em endoperoxidos instaveis PGG2 e PGH2. Depois disso,
PGG2 e PGH2 sédo metabolizados por sintases em prostaglandinas priméarias PGD2,
PGE2, PGF2a, TXA2 (tromboxano A2) e PGI2 (prostaciclina) (BOTTING, 2006).

As prostaglandinas (PGs) sao os mediadores lipidicos produzidos pela
maioria das células do corpo, exceto pelos glébulos vermelhos, e liberados sob
quase qualquer tipo de estimulo quimico ou mecéanico. As duas isoformas
definitivamente conhecidas de COX, chamadas COX-1 e COX-2, apresentam
padrbes de expressao distintos e atividades bioldgicas distintas. A COX-1 é formada
em muitas células diferentes para criar prostaglandinas usadas para mensagens
basicas de "manutencdo” em todo o corpo. A COX-1 € uma proteina expressa
constitutivamente, responsavel pela producao fisiolégica de prostaglandinas. A
proteina variante COX-1, denominada COX-3, é sensivel a inibicdo com paracetamol
(GOODSELL, 2000).

7

A COX-2 é formada apenas em células especiais e € usada para sinalizar
tanto a dor quanto a inflamacao. Esta isoforma também é chamada de isoforma
induzivel da enzima COX. Em processos inflamatoérios, a COX-2 € superexpressa.
Os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) sao inibidores da COX e previnem a
sintese de PG, exibindo acbes analgésicas, antipiréticas e antiinflamatorias. No
entanto, os AINEs apresentam uma série de efeitos adversos, principalmente por
causa de sua inibicdo da isoforma constitutiva da COX. Os principais efeitos
adversos dos AINEs sdo os efeitos gastrotdéxicos (por exemplo, danos da mucosa
gastrica, sangramento gastrico e Ulceras gastroduodenais), aumento da tendéncia

ao sangramento e retardo do processo de parto (SELINSKY et al., 2001).
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Existem dois tipos de inibidores de COX, ndo seletivos, isto &, inibidores de
COX-1 e COX-2, e inibidores de COX-2 predominantemente seletivos, tais como 0s
"coxibs". Uma vez que os inibidores seletivos da COX-2 nédo inibem a isoforma
constitutiva da COX-1, eles ndao apresentam efeitos adversos gastrointestinais. No
entanto, publicacbes recentes sugeriram que os inibidores da COX-2, como o0
rofecoxib e o celecoxib, podem ser pro-trombéticos e aumentar o risco de enfarte do
miocardio ) (BOTTING, 2006).

Consequentemente, a sintese de novos AINEs, com potente acdo anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética, mas sem efeitos adversos, é altamente
desejada. Sintetizamos seis acidos [B-hidroxi-B-arilalpropandico que sao
estruturalmente semelhantes aos inibidores COX: acido p-isobutilfenilacético
(ibufenac), acido 4-bifenilacético (felbinac), acido a- (4-isobutil-fenil) propandico
(ibuprofeno), acido a- (6-metoxi-2-naftil) propandico (naproxeno). Ao introduzir a
oxofuncionalidade na posicdo gama, em relacdo ao grupo carboxilico no acido 4- (4'-
bifenil) butandico, pode-se notar um aumento em sua atividade anti-inflamatéria
(fenbufen). Os acidos [-hidroxi-B-arilalquilpropandico pertencem a classe de
compostos de &cido aril- ou cicloalquilpropandico, estruturalmente semelhantes aos
NSAIDs comercialmente disponiveis (SELINSKY et al., 2001).

O objetivo geral do presente artigo foi comparar a afinidade e seletividade de
antiinflamatérios pelas isoformas de ciclooxigenase através de calculos
computacionais, e 0s objetivos especificos foram conceituar o processo inflamatorio
e a eficiéncia dos anti-inflamatério; compreender o papel fisiolégico das isoformas de
ciclooxigenase e analisar a eficiéncia dos métodos computacionais no

desenvolvimento de novas terapias farmacolégicas.

A tecnologia faz parte do cotidiano das pessoas e do mundo, e vem tomando
conta de todos os setores incluindo a farmacologia. Portanto, como os métodos
computacionais podem contribuir e determinar a afinidade e seletividade de anti-
inflamatorios pelas isoformas de ciclooxigenase através de calculos

computacionais?
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2. METODOLOGIA

O presente estudo trata-se de uma revisdo bibliogréfica, de carater
exploratorio, de natureza observacional e abordagem quantitativa com procedimento
experimental “in silico”. As simulagbes computacionais, bem como outros
procedimentos prévios a esta estdo representados resumidamente através do

Workflow construido ao final deste topico.
2.1 Hardware empregado no estudo:

Os procedimentos de simulacdo computacional foram realizados em uma
estacdo de trabalho com as seguintes configuragdes: Processador Intel© Core™ i7-
10700K CPU 4.80GHz x 8, 16 Gigabytes de memodria RAM DDR4 e GPU dedicada
AMD RX580 com 08 Gigabytes de memdria de video.

2.2 Softwares empregados no estudo:

O sistema operacional onde as simulacbes foram realizadas foi o sistema
Linux Mint 19.3, com kernel 5.4.0-56-generic, no qual foram instalados os softwares

listados na Tabela 1.

Tabela 1. Softwares usados na pesquisa.

Nome Versao Finalidade
Visualizagdo 3D de ligantes;
Avogadro 1.2.0 Insercéo de Hidrogénios ionizaveis a pH 7,4;

Célculos de minimizacdo de energia de ligantes por DM;

GROMACS 2019.3  Calculo de minimizacdo de energia da proteina por DM;

GRACE 5.1.25  Visualizacéo gréafica da energia do sistema submetido a DM;
Retirada de moléculas de agua, cadeias e outros ligantes da
AutoDockTools 15.7rcl proteina-alvo;
(ADT) = Obtencdo dos arquivos. pdbqgt/.gpf/.dlg entre outros usados

para o Docking;

Converséo do formato de arquivo de listas de ligantes;

Raccoon 1.0 VS usando o AutoDock4
AutoDockVina 112 Realizacao do Docking Molecular ligante-proteina
(ADV) o Obtencéo das energias livres para avaliacdo da afinidade;
Visualiza¢do 3D do complexo ligante-proteina e interacoes;
Pymol 1.8.4 Reposicdo de aminoacidos perdidos;
Obtencao de imagens;
xed 183 Visualizacdo de informacdes contidas textualmente no arquivo;

Desenvolvimento de scripts;

14



2.3 Critérios de selecao, obtencéao e preparo da molécula alvo:

As biomacromoléculas-alvo séo ciclooxigenases nas isoformas 1 e 2
complexadas com ligantes inibidores de sua funcdo enzimética com reconhecida
seletividade. As estruturas 3D de ambas proteinas foram obtidas através de um
banco de dados mundial de proteinas (Protein Data Banking) onde se armazenam

mais de 146.000 estruturas macromoleculares biolégicas (BERMAN et al, 2000).

Inicialmente foi realizada uma busca de cédigos PBD ID Uteis presentes no
site (www.rcsb.org) utilizando como descritores as palavras: Rofecoxib and COX-2 e
Flurbiprofen and COX-1. Aplicou-se filtros para estruturas depositadas nos ultimos
10 anos, obtidas por técnica de difracdo de raios X, com resolucdo inferior a 3
Angstrons, e que estejam complexadas ao ligante inibidor, a fim de que se determine
a localizacédo do sitio ativo das enzimas. As figuras 1 e 2 mostram os dados das

macromoléculas selecionadas.

Figura 1. Dados do complexo COX-2 com Rofecoxibe.

The Structure of Vioxx Bound to Human COX-2
pdb_id = 5KIR

Experimental Data Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 2.70 A

Publicagdo: ORLANDO & MALKOWSKI, 2016.

Figura 2. Dados do complexo COX-2 com Flutbiprofen.

Crystal Structure of Cyclooxygenase-1 in Complex with Flurbiprofen:
pdb_id = 3n8z

Experimental Data Method: X-RAY DIFFRACTION

Resolution: 2.90 A

Publicagao: SIDHU et al., 2010.

Através do programa ADT foram retiradas as moléculas de agua, cadeias
proteicas desnecessarias, bem como os ligantes complexados. Foram adicionados
os hidrogénios polares (essenciais para as intera¢des hidrofilicas) e salvo o arquivo

nomeado como cox1.pdb e cox2.pdb.
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Os arquivos cox*.pdb. foram entdo utilizados para os calculos de DM
utilizando-se o software GROMACS. Nele foi utilizado o campo de forca CHARMM36
all-atom force field, o modelo de solvatacdo tip3p, preparada a célula unitaria em
formato cubico e ao final gerado o arquivo cox*_solv.gro. Em sequéncia foram
adicionados ions sédio ou cloreto para equilibrio de cargas através do arquivo de
parametros ions.mdp (com o parametro coulombtype = cutt-off e nstlist= 10) e apds
0 comando genion o0 arquivo cox*_solv_ions.gro foi visualizado no Pymol para

conferéncia (Figura 3).

Figura 03. COX-1 e ions soédios, utilizados no equilibrio de cargas, contidos na célula unitaria. As

moléculas de solvente foram omitidas nessa visualizagao.

Um novo arquivo de parametros chamado em.mdp (com o parametro
coulombtype = PME) é criado no xed e sO0 entdo executados os comandos gmx
grompp e gmx mdrun para o célculo de minimizacédo de energia, obtendo-se ao final

de 889 etapas a energia potencial do sistema (Figura 4) e o0 arquivo cox*_em.gro
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contendo a proteina em sua conformacédo minimizada (ABRAHAM, 2015; LEMKUL,
2018).

Figura 4. Gréfico da energia potencial obtido apés a etapa de minimizacao de energia.
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Através do programa Pymol toram abertos oS arquivos cox*_em.gro e
retiradas as moléculas de agua (HOH), ions sédio (NA) e outros artefatos gerados
no procedimento (como fragmentos de cadeia duplicadas e deslocadas) para so

entdo serem salvos os arquivos cox*_em.pdb.

Foi novamente utilizado o programa ADT para desta vez abrir o arquivo
cox*_em.pdb e estabelecer o “GRID”, ou seja, a regido do espacgo onde as tentativas
de encaixe dos ligantes se dardo na etapa de Docking Molecular. O arquivo foi salvo
como protein.pdbqt, formato de entrada no qual o Docking Molecular pode ser

realizado no programa AutoDock Vina.

2.4  Selecao, obtencéo e preparo dos ligantes:
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O estudo experimental desenvolvido em cultura de células sanguineas

humanas, por Warner e Colaboradores em 1999, foi utilizado como referéncia para a

selecdo dos ligantes, tendo em vista sua citacdo por importantes livros-texto que
abordam o tema dos antiinflamatérios (BRUNTON, 2012). No estudo de Warner 45

compostos foram avaliados quanto a concentracdo inibitéria em 50% (ICso) € a

concentracgéo inibitéria em 80% (ICso) sobre as isoformas COX-1 e COX-2. Foram

utilizados dois tipos de ensaio, Human Whole Blood Assay (WBA) e William Harvey

Human Modified Whole Blood Assay (WHMA). Os dados foram posteriormente
plotados em uma razao de ICso de COX-1 por ICso de COX-2 (em WBA) e ICso de
COX-1 por ICso de COX-2 (em WHMA), bem como, ICg de COX-1 por ICgo de COX-
2 (em WBA) e ainda ICso de COX-1 por ICs de COX-2 (em WHMA). Ao final foi

possivel gerar um ranking de seletividade pela COX-2 proposto na Tabela 2.

Tabela 2: Concentrag@es inibitérias, razdes e ranking proposto por Warner e colaboradores, 1999.

Ranking at
COX-1 WBA-COX-2 WHMA-COX-2 ICsp ratios ICgo ratios ICsp ratios
ICsq, ICsp, 1Csq, ICsp, ICsg, ICsp, WBA WHMA WBA WHMA  WBA  WHMA
Compound M M M M M M COX-1 COX-1 COX-1 COX-1 COX-1 COX-1
6MNA 42 130 146 580 n.d. n.d. 35 n.d. 45 n.d. 27 n.d.
Aspirin 1.7 8.0 =>100 =100 7.5 30 =>100 4.4 =100 38 34 23
Carprofen 0.087 19 4.3 75 n.d. n.d. 50 n.d. 39 n.d. 25 n.d.
Diclofenac 0.075 1.0 0.038 0.27 0.020 0.23 0.5 0.3 0.27 0.23 10 9
Fenoprofen 3.4 23 41 100 59 24 12 1.7 43 1.0 26 18
Flufenamate 3.0 80 9.3 79 n.d. n.d. 3.1 n.d. 1.0 n.d. 13 n.d.
Flubiprofen 0.075 1.0 55 24 0.77 51 73 10 24 51 31 27
Ibuprofen 7.6 58 7.2 67 20 150 0.9 2.6 12 2.6 14 20
Indomethacin 0.013 0.46 1.0 5.0 0.13 2.0 80 10 11 4.3 29 24
Ketoprofen 0.047 1.0 2.9 22 0.24 6.0 61 51 22 6.0 31 25
Ketorolac 0.00019 0.0034 0.086 4.0 0.075 1.0 453 395 1176 294 33 28
Meclofenamate 0.22 3.0 0.7 8.0 0.2 1.0 32 0.91 27 03 22 11
Mefenamic acid 25 =100 2.9 >100 1.3 >100 0.11 0.049 - - - -
Naproxen 9.3 110 28 260 35 330 3.0 38 2.4 3.0 18 22
Niflumic acid 25 77 54 35 11 74 0.22 0.43 0.45 1.0 12 16
Piroxicam 24 15 7.9 31 0.17 7.0 33 0.1 21 0.47 17 13
Sulindac sulphide 19 38 55 100 1.21 11 29 0.64 26 0.29 20 10
Suprofen 11 3.0 8.7 56 8.3 100 7.7 7.3 19 33 30 26
Tenidap 0.081 5.0 2.9 13 n.d. n.d. 352 n.d. 26 n.d. 21 n.d.
Tolmetin 0.35 5.0 0.82 43 1.3 13 23 3.8 8.6 2.6 28 21
Tomoxiprol 7.6 35 20 84 0.32 13 2.7 0.042 24 0.37 19 12
Zomepirac 0.43 2.0 0.81 6.0 0.096 2.0 1.9 0.22 3.0 1.0 23 17
Celexocib 1.2 28 0.83 6.0 0.34 3.0 0.7 0.3 0.21 0.11 8 7
Etodolac 12 69 22 8.0 0.94 3.0 0.2 0.1 0.12 0.043 6 5
Meloxicam 5.7 22 2.1 7 0.23 2.0 0.37 0.040 0.32 0.091 11 6
Nimesulide 10 41 1.9 7.0 0.39 7.0 0.19 0.038 0.17 0.17 7 8
Diisopropyl
fluorophosphate =100 =100 0.76 4.0 017 5.0 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 1= 1=
1.745.337 >100 >100 8.6 41 1.3 17 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 1= 1=
NS398 6.9 65 0.35 1.0 0.042 1.0 0.051 0.0061 0.015 0.015 5 4
Rofecoxib 63 =100 0.84 6.0 0.31 5.0 0.013 0.0049 <0.05 <0.05 4 3
SC58125 =>100 =>100 2.0 10 n.d. n.d. =>0.01 n.d. <0.01 n.d. 1= n.d.
5-Aminosalicylic
acid 410 >1000 61 >1000 n.d. n.d. 0.15 n.d. n.d. - n.d.
Ampyrone 55 270 203 1000 85 670 37 1.5 3.7 25 24 19
Diflunisal 113 530 8.2 140 134 400 0.1 1.2 0.26 0.75 9 14
Nabumetone 460 >1000 =>1000 =>1000 290 =>1000 - - - - -
Paracetamol =100 =100 49 =100 64 =100 - - -
Resveratrol 30 >100 39 >100 n.d. n.d. 1.3 n.d. n.d.
Salicin =100 =100 =100 =100 n.d. n.d. - n.d. n.d.
Salicylaldehyde >100 >100 >100 >100 n.d. n.d. - n.d. - - - nd.
Sodium salicylate 4956 49000 34440 101000 482 45000 6.9 0.10 21 092 16 15
Sulfasalazine 3242 6400 2507 8300 n.d. n.d. 0.8 n.d. 13 n.d. 15 n.d.
Sulindac =100 >100 =100 =100 58 =100 - - - - - -
Tamoxifen 15 =100 95 =100 n.d. n.d. 6.4 n.d. n.d.
Ticlopidine 52 >100 47 >100 n.d. n.d. 0.9 n.d. - n.d.
Valeryl salicylate 42 =100 23 =100 n.d. n.d. 0.053 n.d. n.d. n.d.

Fonte: WARNER et. Al, 1999.
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Os dados obtidos de IC80 pelo método WBA mostram que dos 45 compostos
avaliados, os 10 com maior seletividade pela isoforma 2 foram: Diisopropyl
fluorophosphate, L745,337, SC58125, Rofecoxib, NS398, Etodolac, Nimesulide,
Celexocib, Diflunisalm, Diclofenac. Do mesmo modo, os dados obtidos pelo método
WHMA, mostram um resultado de seletividade muito semelhante, alterando-se
apenas 0 resultado inconclusivo do composto SC58125 e incluindo o Sulindac
sulphide em 102 colocacéo.

De forma oposta os dados obtidos de IC80 pelo método WBA mostram que
dos 45 compostos avaliados, os 10 com maior seletividade pela isoforma 1 foram:
aspirina, cetorolaco, cetoprofeno, flurbiprofeno, suprofen, indometacina, tolmetin,
6MNA, fenoprofeno e carprofeno. J& no método WHMA, em funcdo de muitos
resultados inconclusivos, a ordem se altera para: cetorolaco, flurbiprofeno, suprofen,

cetoprofeno, indometacina, aspirina, naproxeno, tolmetina, ibuprofeno e ampyrone.

Todos os arquivos de ligantes utilizados nos céalculos foram obtidos do banco
de estruturas ChemBL pertencente ao National Institutes of Health (NIH). Eles foram
obtidos no formato .sdf, e convertidos para o formato .pdb através do programa

Avogadro.
2.5 Célculo de afinidade por Docking Molecular:

No programa ADT os arquivos de todos os 45 ligantes foram abertos e
definido o nimero de pontos de torsdo a serem considerados nos célculos de
ancoragem. Em seguida, foi salvo um novo arquivo em formato .pdbqt para ser

empregado na etapa sequinte de Docking Molecular.

Antes da realizacdo do Docking foi formatado um arquivo de texto chamado
de conf.txt no qual estiveram contidas todas as informacdes necessérias para que 0
programa de Docking identifique qual o ligante e qual a proteina alvo, aléem de
estabelecidas as coordenadas do GRID BOX, caixa tridimensional pré-definida no

ADT e na qual deve estar contido o sitio catalitico das enzimas.

A afinidade dos diversos ligantes em estudo pelo sitio do alvo enzimatico
testado foi determinada pelo programa ADV. Para isso funcdes de score presentes

no programa calcularam a energia livre gerada apds o ancoramento enzima-ligante
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em diferentes conformacgdes do ligante de acordo com os pontos de torsdo pré-
definidos. Quanto maior for a energia livre liberada com a interacdo do ligante ao
sitio catalitico da enzima maior sera sua afinidade. De posse das tabelas de energia
livre geradas no AutoDock Vina foram selecionados os ligantes de maior afinidade
(TROTT, 2010).

Dentre os dados gerados no docking molecular, os mais importantes sao os
resultados de afinidade, porém, como parametro de avaliacdo e andlises dos
resultados, deve-se levar em consideracdo também o RSMD (desvio quadréatico
meédio da raiz), onde valores abaixo de 2 mostra que a ligacdo entre a proteina e o
ligante foi correta (PHILOT, 2010).

2.6 Analise de dados

Foi realizada a andlise de correlacao linear entre os valores experimentais de
inibicdo de cada isoforma, e os valores de energia livre determinados in silico pelo
método de docking molecular. Caso esta correlacdo mostre-se estatisticamente
significativa (r2 > 0,3), poderiamos afirmar que o método computacional demonstrou
uma boa capacidade preditiva dos resultados experimentais, e recomendar seu
emprego na prospeccdo de bioatividades de outros ligantes e biomacromoléculas-

alvo que possam ser terapeuticamente Uteis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagéo dos residuos de aminoé&cido no sitio de interagéo

Através do programa UCSF ChimeraX versdo 0.91 foram identificados os
aminoacidos das ciclooxigenases que estavam envolvidos no sitio de interacdo com
o AINE complexado, ou seja, aqueles que estavam a menos de 4 Angstrons de

distancia.

Figura 5. Representacdo 3D da molécula de rofecoxib rodeada pelos residuos de aminoéacidos
envolvidos no sitio catalitico da enzima ciclooxigenase 2. Destacados em roxo estdo 0os aminoacidos:
ARG513, HIS90, PHE518, GLN192, SER353, TYR355, LEU352, VAL349, LEU531, SER530 e
VAL523

Figura 6: Representacdo 3D da molécula de flurbiprofeno rodeada pelos residuos de aminoacidos
envolvidos no sitio catalitico da enzima ciclooxigenase 1. Destacados em roxo estdo 0os aminoacidos
ARG120, SER530, TYR355, ILE523, LEU352, VAL349, TYR385 e TRP387.
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3.2 Resultados do docking molecular:

As simulacfes de ancoragem molecular, pelos métodos rigido e flexivel, dos

45 antiinflamatérios, sobre as duas isoformas da ciclooxigenase, gerou valores de

energia livre de interacdo que estdo organizados nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 As simulagdes de ancoragem 1 de

Docking Rigido COX-1

DOCKING RiGIDO COX-1

Substancia | Valor
Piroxicam -10.1
Sulfasalazine -9.4
Tomoxiprol 9.4
Carprofen -9.2
Flubiprofen -9.1
Sulindac -9.1
L745337_Thioflosulide -9.0
Celexocib -8.8
Niflumic_acid -8.7
Naproxen -8.6

DOCKING RiGIDO COX-1

Substancia Valor

Flufenamate -8.5

Diflunisal
Ketoprofen
Fenoprofen
6MNA
Mefenamic_acid
Tenidap
Tolmetin
Nimesulide
Resveratrol
Rofecoxib
Ketorolac
Nabumetone
SC58125
Sulindac_sulphide
Zomepirac
Salicin

Suprofen
Tamoxifen
Ampyrone

-8.5
-8.5
-8.3
-8.2
-8.2
-8.2
-8.2
-8.1
-8.1
-7.9
-7.8
-7.8
-7.8
-7.8
-7.8
-7.7
-7.7
-7.7
-7.4
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Indomethacin -7.4
Meloxicam -7.4
Ibuprofen -7.2
Valeryl_salicylate -7.1
Aspirin -6.8
Meclofenamate -6.8
NS398 -6.8
Etodolac -6.6
Diclofenac -6.4
Paracetamol -6.4
Sodium_salicylate -6.4
Ticlopidine -6.4
5-Aminosalicylic_acid -6.3
Salicylaldehyde -6.1
Diisopropyl_fluorophosphate -5.5
DOCKING FLEXIVEL COX-1
Substancia Valor
Piroxicam -10.1
Sulfasalazine -9.8
Celexocib -9.4
SC58125 -9.4
Tomoxiprol -9.4
Carprofen -9.2
L745337_Thioflosulide -9.1
Meclofenamate -9.1
Zomepirac -8.9
Ketoprofen -8.8
Mefenamic_acid -8.8
Sulindac_sulphide -8.8
DOCKING FLEXIVEL COX-1
Substancia Valor
Flubiprofen -8.7

Tabela 4 As simulagbes de ancoragem

molecular r2

DOCKING RiGIDO COX2

Substancia | Valor
SC58125 -11.0
Sulfasalazine -10.0
Tomoxiprol -9.6
Flufenamate -9.3
Mefenamic_acid -8.8
Niflumic_acid -8.8
Carprofen -8.5
Ketoprofen -8.4
Tolmetin -8.4
Sulindac -8.3

DOCKING RiGIDO COX2

Substancia Valor
Ketorolac -8.2
6MNA -8.1
Celexocib -8.0

Niflumic_acid
Rofecoxib
Diflunisal
Flufenamate
Ketorolac
Tenidap
Meloxicam
Nabumetone
Naproxen
Suprofen
Diclofenac
Tolmetin
Resveratrol
Sulindac

6MNA
Ticlopidine
Fenoprofen
Ibuprofen
Indomethacin
Nimesulide
Salicin

Tamoxifen
Ampyrone

NS398

Etodolac

Aspirin
Valeryl_salicylate
Sodium_salicylate
Salicylaldehyde
Paracetamol
5-Aminosalicylic_acid
Diisopropyl_fluorophosphate

Diclofenac
Nabumetone
Nimesulide
Diflunisal
Indomethacin
Suprofen
Piroxicam
Sulindac_sulphide
Resveratrol
Flubiprofen
Meloxicam
Ibuprofen
Rofecoxib
Tamoxifen
Fenoprofen
L745337_Thioflosulide
Valeryl_salicylate
Ampyrone
Naproxen
Tenidap

-8.7
-8.7
-8.5
-8.5
-8.5
-8.5
-8.4
-8.4
-8.4
-8.3
-8.2
-8.2
-8.1
-8.1
-8.0
-8.0
-7.9
-7.8
-7.8
-7.7
-7.7
-7.7
-7.4
-7.4
-7.2
-6.9
-6.6
-6.4
-6.1
-6.0
-5.8
-5.0

-8.0
-8.0
-8.0
-7.9
-7.9
-7.9
-7.8
-7.8
-7.7
-7.6
-7.6
-7.4
-7.4
-7.4
-7.3
-7.2
-7.2
-7.0
-7.0
-7.0



Aspirin -6.9 Sulindac_sulphide 9.1

Salicin -6.9 Mefenamic_acid -9.0
Meclofenamate -6.8 Nabumetone -8.8
Ticlopidine -6.8 Tolmetin -8.6
Zomepirac -6.8 Salicin -8.5
NS398 -6.7 Sulindac -8.4
Etodolac -6.6 Tenidap -8.4
Paracetamol -6.4 NS398 -8.3
5-Aminosalicylic_acid -6.2 Suprofen -8.3
Sodium_salicylate -6.2 Ketoprofen -8.2
Salicylaldehyde -5.7 Naproxen -8.2
Diisopropyl_fluorophosphate -5.6 Indomethacin -8.0
Zomepirac -8.0
DOCKING FLEXIVEL COX2 Ampyrone -7.8
Substéncia Valor Ibuprofen -7.7
Celexocib -11.8 Meloxicam -7.7
Sulfasalazine -11.5 Piroxicam -7.7
Ketorolac -10.2 L745337_Thioflosulide -7.6
Tomoxiprol -9.8 SC58125 -7.6
Niflumic_acid -9.7 Meclofenamate -7.5
Flufenamate -9.6 6MNA -7.4
Carprofen -9.5 Valeryl_salicylate -7.4
Diclofenac -9.4 Etodolac 7.1
Resveratrol 9.4 Nimesulide -6.8
Diflunisal -9.2 Aspirin -6.5
Fenoprofen -9.2 Paracetamol -6.4
Ticlopidine -6.4
5-Aminosalicylic_acid -6.2
DOCKING FLEXiVEL COX2 Sodium_salicylate -6.2
Substancia Valor Diisopropyl_fluorophosphate -6.0
Rofecoxib 9.2 Salicylaldehyde -5.5
Tamoxifen -9.2
Flubiprofen 9.1

Para analise dos dados os 45 compostos foram distribuidos em 3 grupos de

seletividade de acordo com os dados experimentais:

1. Seletivos COX-1: Foram considerados seletivos COX-1 aqueles cuja
razéo entre a 1Cs0-COX-2/1C50-COX-1 e 1Cg0-COX-2/ICg0-COX-1 em ambos ensaios
(WBA e WHMA) forneceu valores acima de 2. O que quer dizer que a concentracao
necessaria para inibir em 50 ou 80% a atividade da COX-2 € maior ou igual ao dobro

da necesséaria para inibir em 50 ou 80% a atividade COX-1.

2. Seletivos COX-2: Foram considerados seletivos COX-2 aqueles cuja
razéo entre a 1Cs0-COX-2/IC50-COX-1 e 1Cg0-COX-2/ICg0-COX-1 em ambos ensaios
(WBA e WHMA) forneceu valores abaixo de 0,5. O que quer dizer que a
concentragéo necessaria para inibir em 50% ou 80% a atividade da COX-1 é maior

ou igual ao dobro da necessaria para inibir em 50% ou 80% da atividade COX-2.



3. N&o Seletivos ou Inconclusivos: Foram considerados ndo seletivos
aqueles cuja razdo entre a ICs0-COX-2/ICs50-COX-1 e [ICg0-COX-2/ICg0-COX-1 em
ambos ensaios (WBA e WHMA) forneceu valores entre 0,5 e 2. Foram considerado
inconclusivos aqueles em que um ensaio mostrou maior seletividade por COX-1
(Razéo > 2) enquanto o outro mostrou por COX-2 (Razéo < 0,5) ou quando a IC de

algum dos ensaios nao p6de ser determinada (valor n.d.).

O agrupamento resultante esta descrito nas tabelas a seguir:

Tabela 5: Razao dos valores de ICsp COX-2 (WBA e WHMA)/COX-1. Quanto maior o valor de razao
maior serd a concentracao necessaria para inibir 50% da COX-2 em relacdo a COX-1 e assim maior
seletividade pela COX-1.:

Razao IC50 COX-

2/COX-1

GRUPO 1 WBA WHMA MEDIA
Ketorolac 453 395 424
Indomethacin 80 10 45
Flubiprofen 73 10 41,5
Ketoprofen 61 51 33,05
Suprofen 7,7 7,3 7,5
Naproxen 3 3,8 3,4
Tolmetin 2,3 3,8 3,05

Tabela 6: Raz&o dos valores de ICgo COX-2 (WBA e WHMA)/COX-1. Quanto maior o valor de razdo
maior sera a concentracdo necessaria para inibir 80% da COX-2 em relacdo a COX-1 e assim maior
seletividade pela COX-1:

Razdo 1C80 COX-2/COX-1

GRUPO 1 WBA WHMA MEDIA
Ketorolac 1176 294 735
Flubiprofen 24 51 37,5
Suprofen 19 33 26
Ketoprofen 22 6 14
Indomethacin 11 4,3 7,65
Tolmetin 8,6 2,6 5,6
Ampyrone 3,7 2,5 3,1
Naproxen 2,4 3 2,7

Tabela 7: Razéo dos valores de ICso COX-2 (WBA e WHMA)/COX-1. Quanto menor o valor de razdo
menor serd a concentracao necessaria para inibir 50% da COX-2 em relagédo a COX-1 e assim maior
seletividade pela COX-2:



Razdo IC50 COX-

2/COX-1

GRUPO 2 WBA WHMA
Rofecoxib 0,013 0,0049
Diisopropyl fluorophosphate 0,01 0,01
L745,337 0,01 0,01
NS398 0,051 0,0061
Mefenamic acid 0,11 0,049
Nimesulide 0,19 0,038
Etodolac 0,2 0,1
Meloxicam 0,37 0,04
Niflumic acid 0,22 0,43

Tabela 8: Razdo dos valores de ICso COX-2 (WBA e WHMA)/COX-1. Quanto menor o valor de razédo

menor serd a concentragdo necessaria para inibir 80% da COX-2 em relacdo a COX-1 e assim maior

MEDIA
0,00895
0,01
0,01
0,02855
0,0795
0,114
0,15
0,205
0,325

seletividade pela COX-2:

Razao 1C80 COX-

2/COX-1
GRUPO 2 WBA WHMA
Diisopropyl fluorophosphate 0,01 0,01
L745,337 0,01 0,01
NS398 0,015 0,015
Rofecoxib 0,05 0,05
Etodolac 0,12 0,043
Celexocib 0,21 0,11
Nimesulide 0,17 0,17
Meloxicam 0,32 0,091
Diclofenac 0,27 0,23

MEDIA
0,01
0,01

0,015
0,05

0,0815
0,16
0,17

0,2055
0,25

Ficaram entéo definidos os composto do Quadro 1 a seguir como aqueles que

apresentaram seletividade de acordo com os dados experimentais:

Quadro 1. Substancias que apresentaram seletividade

GRUPO 1 GRUPO 2
Ketorolac Diisopropyl
fluorophosphate
Flubiprofen L745,337
Suprofen NS398
Ketoprofen Rofecoxib
Indomethacin Mefenamic acid
Tolmetin Etodolac
Ampyrone Celexocib




Naproxen Nimesulide
Meloxicam
Diclofenac

4. ANALISE ESTATISTICA
O calculo de regresséao linear foi aplicado no cruzamento entre os valores

experimentais de concentracao inibitdria nos métodos WBA e WHMA (ICso e ICso em
[1IM) e os valores de energia livre de interagéo geradas nas simulagdes por Docking
rigido ou flexivel(JG em kJ/Mol). Ao final se estabeleceu o coeficiente de correlagcéo
de Pearson (R) para cada cruzamento. Em sua quase totalidade, os valores de R
estiveram abaixo de 0,3, podendo ser interpretados como despreziveis (MUKAKA,
2012).

O grafico 1, em que se estabeleceu a Unica correlacdo acima de 0,3 (R =
0,313), entre os dados de ICso para a COX-2 e o Docking Flexivel, & considerada
fracamente positiva e podemos notar no grafico que a inclinacdo da reta é
praticamente imperceptivel. E possivel em fim interpretar que as variacbes dos
valores de energia livre, determinados por docking, ndo apresentam correlacédo
linear estatisticamente valida com os dados experimentais de ICso e ICso dos
compostos testados. Desse modo a simples observacao do valor de energia liberado
no docking nao tera valor na avaliacdo de afinidade e consequente prospeccéo de

novos ligantes inibidores.

Grafico 1: Célculo de correlagéo linear entre os valores de ICso para a COX-2 e de energia livre no
Docking Flexivel. Os dados de IC acima de 20 foram suprimidos para melhor visualiza¢do da area

com maior numero de pontos.
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Dentre os fatores que podem ter contribuido para o resultado insatisfatério
estédo o fato de que nem todos os ligantes interagiram de forma restrita na regido do
espaco determinada no grid (Figura 7). Isso ficou evidenciado pelos elevados
valores de desvio quadratico médio Além disso temos que considerar que moléculas
maiores podem apresentar maior energia de interacdo, que assim esta relacionada a
area de superficie de contato e ndo necessariamente a complementariedade e

afinidade ao sitio.

Figura 7: Docking flexivel da COX-2 com o Rofecoxibe. Aminoacidos flexiveis do sitio catalitico sdo

mostrados em verde, conformagdes do ligante que interagem com o sitio destacados em vermelho e

conformagdes fora do sitio em laranja.

Tabela 10. Tabela com os ligantes antiinflamatérios testados dispostos por ordem decrescente da
razao entre a energia de docking rigido ou flexivel para cox-2 dividida pela energia de docking na cox-
1. Estédo destacados em verde aqueles que, de acordo com os dados experimentais, apresentaram-
se seletivos pela enzima cox-2 (Grupo 2) e destacados em laranja aqueles cuja seletividade nos

resultados experimentais apontavam para a cox-1 (Grupo 1). Todos os demais encontram-se sem

destaques.
Docking Rigido Docking Flexivel
Compostos: Razao Compostos: Razao
5-Aminosalicylic acid 1,0891 Diflunisal 1,1735
6MNA 1,0638 5-Aminosalicylic acid 1,1683
Tamoxifen 1,0469 Niflumic acid 1,1000
Tenidap 1,0313 6MNA 1,0851
Suprofen 1,0303 Fenoprofen 1,0588
Ampyrone 1,0213 SC58125 1,0575
Zomepirac 1,0182 Suprofen 1,0562
Sulfasalazine 1,0147 Sodium salicylate 1,0460
Aspirin 1,0109 Ampyrone 1,0460
Sulindac 1,0000 Meloxicam 1,0455
Sulindac sulphide 1,0000 Diisopropyl fluorophosphate 1,0455
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Ticlopidine 1,0000 Zomepirac 1,0455

Meloxicam 0,9873 Sulfasalazine 1,0440
Nabumetone 0,9872 Celexocib 1,0435
Tomoxiprol 0,9841 Rofecoxib 1,0426
Indomethacin 0,9756 Aspirin 1,0353
Ketoprofen 0,9756 Diclofenac 1,0345
Meclofenamate 0,9753 Flufenamate 1,0333
Naproxen 0,9744 Etodolac 1,0330
Niflumic acid 0,9744 lbuprofen 1,0319
Rofecoxib 0,9730 Ketorolac 1,0164
SC58125 0,9722 Salicylaldehyde 1,0118
Sodium salicylate 0,9718 Nimesulide 1,0000
Tolmetin 0,9688 Paracetamol 1,0000
Carprofen 0,9670 Valeryl salicylate 1,0000
Celexocib 0,9670 Tenidap 1,0000
Diisopropyl fluorophosphate 0,9655 Tolmetin 1,0000
Etodolac 0,9651 Tomoxiprol 1,0000
Fenoprofen 0,9647 Resveratrol 1,0000
Ibuprofen 0,9639 Salicin 1,0000
Ketorolac 0,9634 Sulindac 0,9881
L745,337 0,9634 NS398 0,9877
Mefenamic acid 0,9630 Tamoxifen 0,9877
Paracetamol 0,9610 L745,337 0,9872
Diflunisal 0,9545 Naproxen 0,9870
Flubiprofen 0,9529 Nabumetone 0,9750
Nimesulide 0,9487 Sulindac sulphide 0,9747
NS398 0,9487 Piroxicam 0,9744
Piroxicam 0,9481 Carprofen 0,9740
Salicin 0,9459 Flubiprofen 0,9697
Salicylaldehyde 0,9459 Meclofenamate 0,9625
Diclofenac 0,9444 Indomethacin 0,9610
Flufenamate 0,9412 Ticlopidine 0,9595
Resveratrol 0,9351 Mefenamic acid 0,9444
Valeryl salicylate 0,9344 Ketoprofen 0,9420

De acordo com os valores descritos na tabela 10 é possivel aferir que o
docking rigido ndo apresentou capacidade preditiva Gtil para identificar a seletividade
dos agentes antiinflamatérios tendo em vista que os resultados acima de 1,0
deveriam estar relacionados a compostos com maior tendéncia a seletividade por
cox-2. Contudo observamos que dos 9 compostos com valores de razédo cox-2/cox-1
acima de 1,0 nenhum deles se enquadrava como cox-2 seletivo de acordo com os

dados experimentais.

Ja os dados de razdo cox-2/cox-1 relacionados ao método de docking flexivel
mostram que os 22 compostos com resultados acima de 1,0, e que assim deveriam

identificar compostos cox-2 seletivos, 6 apresentam de fato esta seletividade de
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acordo com os dados experimentais e apenas 3 sdo na realidade cox-1 seletivos.
Podemos entdo apontar uma melhor tendéncia do método flexivel em promover a

triagem de ligantes Gteis quando comparado ao método rigido.

CONSIDERACOES FINAIS

E importante ressaltar que as técnicas de CADD devem ser encaradas como
auxiliares e otimizadoras do processo de desenvolvimento de novos farmacos. Elas
podem apontar para ligantes mais promissores, dentro de bibliotecas de milhdes de
compostos, 0S quais seriam inviaveis de serem submetidos aos ensaios
experimentais in vitro e in vivo tradicionais. Deste modo, a técnica flexivel se
mostrou com utilidade na realizagdo da triagem de compostos com promissora
bioatividade, contudo, ndo poderiam por si sO atribuir tais atividades estando sempre

ao final vinculados a necessidade de dados experimentais

O estudo apresentado tem como beneficio a busca de uma melhor
compreensdao do emprego de técnicas computacionais de desenvolvimento de
farmacos e principalmente de suas limitacdes. A melhor tendéncia encontrada no
método de docking molecular flexivel parece apontar para o potencial promissor
desta técnica na triagem de bibliotecas de ligantes, contudpo necessita ser
aperfeicoada até que possa corroborar com confiabilidade e precisdo resultados de

bioensaios experimentais.
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