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RESUMO

Devido ao grande nimero de problemas relacionados com reacdes adversas e
intoxicagdes causadas por antiinflamatorios, faz-se necessario cada vez mais o
desenvolvimento de moléculas capazes de interagir especificamente com o seu sitio ativo.
Entre as moléculas de interesse encontram-se os heterociclicos uma classe de substincia que
vem mostrando diversas atividades bioldgicas, dois grandes destaque de heterociclicos sdo os
oxadiazdis e tetrazdis. Diante deste fato, esse trabalho teve como objetivo realizar um estudo
in silico de compostos heterociclico, avaliando o potencial de inibirem a prostaglandina
endoperdxido sintetase I e II. Para desenvolver a abordagem computacional utilizou-se
métodos de docking molecular, o programa escolhido foi o Autodockl.5.6, no qual foi
dimensionada uma grade ctbica de energia de volume 126 x 126 x 126 A. Gerou-se 10
conformagdes raqueadas por energias para cada complexo proteina-ligante. As conformagdes
obtidas foram organizadas, coletadas e analisadas através da opcdo Autodock tools. A
conformagdo de menor energia de cada complexo foi escolhida para analise. Os ligantes
foram obtidos com o GaussView e o receptor obtidos dos arquivos disponiveis no PDB —
(Protein Data Bank), sob os cddigos de acesso 3N8Z (COX-1) e S5F1A (COX-2). Os
resultados encontrados mostraram uma boa interacdo e estabilidade dos complexos proteina-
ligante, pois os andlogos do AAS apresentam o grupo acetil, que € fundamental para essa
interagdo, mostrando-se como possiveis inibidores de PGHSs. Diante deste estudo fica entdo,
o ponto de partida para realizacdo de testes de atividade antiinflamatéria em animais e a

confirmacao de possiveis candidatos a novos farmacos.

Palavras chave: Compostos heterociclicos, Atividade antiinflamatoria, Simulacdo de

docking.



ABSTRACT

Due to the large number of problems related adverse reactions and intoxications
caused by anti-inflammatory drugs, increasingly it is necessary the development of molecules
capable of interacting specifically with its active site. Among the molecules of interest,
heterocyclic are a substance class which has been showing several biological activities, two
large prominent heterocyclic are oxadiazoles and tetrazoles. In view of this fact, this study
aimed to carry out a study in silico of heterocyclic compounds, evaluate the potential of to
inhibit prostaglandin endoperoxide synthetase I and II. To develop computational approach
was used the molecular docking methods, the selected program was Autodock1.5.6, which
has been dimensioned a cubic volume grid power 126 x 126 x 126 A. It was generated 10
stolen information for energy for each protein-ligand complex. The conformation obtained
was organized, collected and analyzed by AutoDock tools option. The lowest energy
conformation of each complex was selected for analysis. The linkers were obtained with
GaussView and receiver obtained from the files available on the PDB - (Protein Data Bank)
under the 3N8Z access codes (COX-1) and SFIA (COX-2). The results found a good
interaction and stability of complex protein-ligand, for AAS analogues have the acetyl group,
which is essential for this interaction, showing up as possible PGHSs inhibitors. In view of
this study is so starting point for conducting anti-inflammatory activity in animal testing and

confirmation of possible new drug candidates.

Keywords: Heterocyclic compounds, anti-inflammatory activity, docking simulation.
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1 INTRODUCAO

No Brasil a automedica¢do é uma pratica amplamente difundida, que pode acarretar
efeitos indesejdveis, ocasionando desde o mascaramento de sintomas e doengas, até o
surgimento reacdes adversas (SOUZA; MARINHO; GUILAM, 2008). Dentre todas as
classes de medicamentos, os antiinflamatérios possuem as maiores utiliza¢des
indiscriminadas, por serem utilizados no alivio da dor, de ficil aquisi¢do e em grande parte de
venda livre (TIERLING et al., 2004). Esses medicamentos, quando administrados de forma
inadequada podem ocasionar diversos transtornos, reacdes adversas ou efeitos colaterais. Os
antiinflamatdrios apresentam esse grande potencial, dada sua toxidade sobre vérios sistemas
(ABRAAO; SIMAS; MIGUEL, 2009). Sendo assim, devido a capacidade desses
medicamentos de causar reagOes adversas, faz-se necessirio o desenvolvimento de agentes
mais seguros, que sejam capazes de agir especificamente no seu sitio de agdo.

Diante deste contexto a quimica medicinal vem ganhando um lugar especial no
desenvolvimento de novos agentes, sendo capaz de sintetizar e investigar moléculas que
podem ser fortes candidatos a farmacos. Uma classe de bastante interessante nessa drea sao os
compostos heterociclicos, pois estdo envolvidos em diversos processos bioquimicos.

Compostos heterociclicos t€m sido alvo de diversos estudos farmacoldgicos. Pode-se
inferir sobre a existéncia de uma série ilimitada de diferentes estruturas com intimeras
diferencas em suas propriedades tais como reatividade e estabilidade. Alguns compostos
demonstram bons resultados farmacocinéticos e farmacodindmicos por apresentarem boa
resisténcia a hidrélise e aumentada estabilidade metabdlica (LOPES et al., 2005). A maioria
dos produtos farmacéuticos que imitam os produtos naturais com atividade bioldgica sdao
heterociclicos. A maioria dos avancos significativos no desenvolvimento de novos farmacos
contra os diversos tipos de doengas envolve compostos heterociclicos (MARTINS et al.,
2008).

Dentre estas classes de compostos heterociclicos, encontra-se os oxadiazdis que t€ém
demonstrado uma grande versatilidade farmacoldgica (OLIVEIRA et al., 2012). Entre os
isdmeros constitucionais, os 1,3,4-oxadiazol-2,5-dissubstituidos apresentam um papel
importante na constru¢cdo e desenvolvimento de farmacos, por apresentarem um amplo
espectro de atividade, como: antiinflamatéria, diurética, citotoxica, analgésica, etc. Além de
resultados promissores frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos

leveduriformes
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O grupo tetrazol também vem despertando crescente interesse na sintese de novos
farmacos. Atualmente, um alto percentual de substincias do arsenal terapéutico pertence a
classe desse heterociclico, dentre elas encontram-se trés tetrazois: o Losartan e o Valsartan
(anti-hipertensivos) e o Pranlukast (antiasmédtico). Encontram-se também descritos na
literatura inimeros trabalhos de sintese de tetrazdis, os quais demonstraram atividades
bioldgicas, tais como: acdo sobre o Sistema Nervoso Central, antibidtica, antiinflamatéria,
dentre outras (COURI et al., 2006).

Diante da grande capacidade dos anatiinflamatérios disponiveis no mercado de
provocar reacdes adversas, o presente trabalho aborda os compostos heterociclicos oxadiazol
e tetrazol por meio de modelagem molecular, sendo esta importante no desenvolvimento de

novas moléculas, que sejam possiveis candidatos a farmacos antiinflamatorios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver modelos estruturais semelhantes ao Acido Acetilsalicilico, capaz de inibir
receptor da Prostaglandina endoperdxido sintetase I e II (COX-I e II), baseados em

metodologias computacionais.

2.2  Especificos

. Modelar o complexo proteina-ligante, utilizando os derivados tetrazol e oxadiazol, por
meio de dindmica molecular;

. Caracterizar os complexos: abordagem computacional por simulagdes de docking
molecular dos complexos proteina-ligante;

. Analisar os efeitos de estabilidade e energia de interacdo dos complexos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Heterociclicos

Os heterociclicos constituem uma classe de compostos de grande importancia para a
vida, pois mais da metade de todos os compostos conhecidos sdo desta classe, com destaque
para os farmacos, vitaminas e principios ativos em plantas e organismos marinhos. Pensando
apenas nos farmacos, poderiamos definir a histéria da quimica medicinal pelos heterociclicos
(SILVA, 2006).

Alguns heterociclicos (Figura 1) sdo comercializados como farmacos, tais como:
losartana  (anti-hipertensivo), fluconazol (antifingico), dipirona (antiinflamatério e

analgésico), oxolamina (antiinflamatodrio) e a acivicina (antitumoral) (ALVES, 2011).

Figura 1 - Farmacos que contém heterociclicos de cinco membros em suas estruturas.

N—nN
C
N
Losartana Fluconazol ) Acivicina
(anti-hipertensivo) (antifungico) % (antitumaral)
é N/
" N ) _ N N 0
O (O e
- N
N— / © g
Oxolamina Dipirona
(antiinflamatorio) {antiinflamatcnio e analgesico)

Fonte: ALVES, 2011.

Compostos heterociclicos de cinco membros t€m sido bastante estudados, devido as
suas inimeras aplicagdes biologicas (ALVES, 2011). Dentro desta grande classe, alguns dos
anéis de heterociclicos de cinco membros mais estudados sdo os tretrazois, isoxazois e
oxadiazdis. Estas classes de compostos tém despertado muito interesse por apresentarem uma

vasta aplicabilidade na inddstria farmacéutica e na agroinddstria (MELLO et al., 2006).
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3.2 1,3,4-oxadiazol

O 1,3,4-oxadiazol € um composto heterociclico contendo um dtomo de oxigénio e dois
atomos de nitrogénio em um anel carbdnico de cinco membros. Ele é derivado de um furano
substituido por dois metilicos (=CH) com dois tipos de nitrogénios pirrolicos (-N=)
(NAGARAJ et al., 2011).

Além do 1,3,4-oxadiazol, outros trés isdmeros constitucionais sao encontrados com
esta estrutura (Figura 2). Para nomear os oxadiazdis, numera-se o anel heterociclico pela
designacdo dos heterodtomos, recebendo oxigénio o menor nudmero, seguido pelos
nitrogénios. Depois, acrescenta-se a palavra oxadiazol para elucidar o anel (BEZERRA,

2007).

Figura 2 - Estrutura quimica dos isdmeros oxadiazdis.
N N
/R 7\ 7\ N—N
N N N. _N [ \
0 40 el e o)
1,2,3- 1,2,4- 1,2.5- 1,3,4-

Fonte: FILHO, 2002.

De acordo com Hill e colaboradores (1996) o 1,3,4-oxadiazol é uma molécula
aromatica, ciclicamente conjugada e tecnicamente estavel. Outros sistemas completamente
conjugados de estrutura similar (figura 3) sdo: o cation 1,3,4-oxadiazodlico (1), o mesoidnico

1,3,4-oxadiazodlico (2) exociclicamente conjugado e 1,3,4oxadiazolimas (3).

Figura 3- Derivados de 1,3,4-oxadiazol.

R® X© ® R R
N-N g N-N NN
oo I i‘ ;'_.!-
1 2 3
Y=0, 5, NR'

Fonte: OLIVEIRA, 2013.
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3.3  Sintese de 1,3,4-oxadiazol

Algumas metodologias relatadas na literatura para a prepara¢do de 5-substituido-2-
amino-1,3,4-oxadiazol (4) estd esbocada na figura 4. O intermedidrio acilhidrazidas (5) reage
facilmente com brometo de cianogénio (6) ou com di(benzotriazol-1-il)metanoimina (7) para
formar 5-substituido-2-amino-1,3,4-oxadiazol (4). A desidratacdo de acilsemicarbazida (8)
também tem sido bastante usada na sintese do composto 4, embora condi¢cdes mais rigorosas
sejam necessdrias, finalmente os intermedidrios aciltiosemicarbazida (9) e (10) tem sido usada
em diferentes rotas para obtencdo do heterociclico desejado, por meio de reagdes de
ciclizacdo oxidativa com iodo e elevadas temperaturas ou com derivados de carbodiimidas.
Além disso, semicarbazonas sdo facilmente ciclizadas ao correspondente oxadiazol com

bromo em 4acido acético (OLIVEIRA, 2013).

Figura 4 — Anilise retrosintética de 5-substituido-2-amino-1,3,4-oxadiazol.
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Fonte: OLIVEIRA, 2013.

Usando a abordagem da figura 4 Patel e Patel (2010) sintetizaram os derivados 5-aril-
2-amino-1,3,4o0xadiazol (11) com rendimentos de 62% e 70%, respectivamente (Figura 5).
Estes compostos foram usados como intermedidrios na sintese de novos derivados de
quinazolinonas. Kerimov e colaboradores (2012) sintetizaram uma serie de 2-amino-1,3,4-
oxadiazois (13) contendo o nucleo benzoimidazol a partir da reagdo entre 2-(2-(4-
substituidofenil)-1H-benzo[d]imidazol-1-il)acetohidrazina (12) e CNBr, obtendo-se

rendimentos de 33-60% respectivamente (Figura 5).
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Figura 5 — Compostos 5-aril-1,3,4-oxadiazol-2-amino obtidos a partir de acilhidrazidas e

brometo de cianogénio.
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Fonte: OLIVEIRA, 2013.

Rostamizadeh e Ghamkhar (2008), utilizaram o P,Os na cicliza¢do de acilhidrazinas,
pelo motivo desta substancia possuir alto poder de desidratacdo. Foi elaborada uma sintese em
condi¢des de temperatura ambiente utilizando a acetonitrila como solvente, porém foram
obtidos baixos rendimentos. Dessa forma foi planejada uma sintese one-pot a qual se
conseguiu obter rendimentos expressivos em torno de 87-97% com tempos de reacionais

reduzidos na ordem de 10 4 15 minutos (Figura 6).

Figura 6 - Utiliza¢do do P202 em uma tnica etapa.
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Fonte: SANTOS, 2015.

O uso do POCIl; na ciclizagao do 1,2-diacilhidrazina foi estudado por Patel e Patel
(2010), quando introduziu o nicleo quinazolin-4(3H)-ona devido as suas intimeras
propriedades bioldgicas, em derivados do 1,3,4-oxadiazol, com o objetivo de estudar o
comportamento destes derivados acerca da atividade microbiana (GEORGEY; ABDEL-
GAWAD; ABBAS, 2008).
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Stolle (1899) obteve o heterociclico 1,3,4-oxadiazol por meio da desidratacdo de
diferentes diacilhidrazinas em condi¢des vigorosas, desde entdo esta metodologia tornou-se a
mais utilizada nesta sintese, dentre os métodos existentes até os dias atuais. Vdrios agentes de
desidratacao foram desenvolvidos na busca de melhores condicdes reacionais.

Dentre as escolhas destes agentes na aplicacdo da ciclizacdo de 1,2-diacilhidrazina
para obtencdo do niucleo 1,3,4-oxadiazol o cloreto de fosforila (POCls) foi 0 que mais se
destacou (SANTOS, 2015).

A introducdo do cloreto de fosforila (POCIl3) nesta sintese houve uma discordancia em
relacdo ao seu mecanismo até o ano de 1969, pois imaginava-se que a obtencdo do produto
desta sintese, o 1,3,4-oxadiazol, ocorreria através do intermedidrio o,0’-dicloroazina (II)
(Figura 7), sendo que, neste mesmo ano Levin e Skorobogatova (1969) descartaram esta ideia,
pois prepararam este intermedidrio dissolvendo-o em POCI; e trataram-no com 4gua, ndo

formando o produto esperado obtiveram o dcido correspondente (OLIVEIRA, 2013).

Figura 7 - Obtencao do 1,3,4-oxadiazol pelo intermedidrio

o,0’-dicloroazina (II).
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Fonte: SANTOS, 2015.

3.4  Atividades bioldgicas de 1,3,4-oxadiazdis

O anel 1,3,4-oxadizol tem sido reportado como uma fun¢do farmacoférica, estando
listado na Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como: Tiodazosin® e Nesapidil® (agentes
anti-hipertensivos); Furamizole® (antibidtico), Zibotentan® (antineopldsico) e também o
Raltegravir® como inibidor da HIV integrase e da angiogénese ( Figura 8) (BOSTROM et al.,
2012).
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Figura 8 - Formas estruturas de Tiodazosin® (14), Nesapidil® (15), Furamizole® (16),
Zibotentan® (17) e Raltegravir® (18).
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Fonte: OLIVEIRA, 2013.

3.4.1 Atividade Anti-inflamatoria 1,3,4-oxadiazol

O uso de substancias quimicas capazes de tratar a dor e a inflamagdo € uma das
necessidades mais antigas da humanidade.

O 4cido acetilsalicilico conhecido como Aspirina® apresentou efeitos anti-
inflamatdrios e foi introduzido na Medicina em 1899 por Dresser. Porém, devido a sua
toxicidade, principalmente intolerancia gastrointestinal, se procurou sintetizar outras
substiancias com menores efeitos adversos (SANTOS, 2015). Novos farmacos acidicos ou
ndo, passaram a ser sintetizados, buscando obter mais eficicia e menos efeitos indesejaveis,
principalmente gastrointestinais. Dentre eles, estdo: naproxeno, cetoprofeno, ibuprofeno,
fenbufeno, piroxicam, tenoxicam, meloxicam, diclofenaco, aceclofenaco, sulindaco,
nimesulida, fentiazaco, e muitos outros (MONTEIRO et al., 2008).

Estudos realizados por Husain e colaboradores (2009) mostrou que substituir o acido
carboxilico do grupo do fenbufeno por um heterocicliclo, o 1,3,4-oxadiazol minimizou os
efeitos adversos. (Figura 9).

Figura 9 - (a) fenbufeno e (b) andlogo do fenbufeno.
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O andlogo do fenbufeno com o substituinte 3,4-dimetoxfenil demostrou possuir
atividade antiinflamatéria similar ao diclofenaco e superior ao fenbufeno (Figura 10),

atingindo menos efeitos ulcerogénicos (HUSAIN et al., 2009).

Figura 10 - Composto oxadiazélico com efeito superior

a do fenbufeno.
H 3CO o
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Fonte: SANTOS, 2015.

3.5 Tetrazois

Tetrazo6is sdo heterociclicos nitrogenados em que o anel de cinco membros possui
quatro dtomos de nitrogénio e um dtomo de carbono, sendo classificados como um nucleo 67-
azapirrdlico. Nesse sistema, dois dos seis elétrons m necessarios para que a regra de Hiickel
seja respeitada sdo provenientes do par de elétrons livres de um nitrogé€nio e os outros quatro
elétrons 7 pertencem aos demais dtomos do anel aromatico (AMARAL, 2014).

A sintese de tetrazoéis foi realizada pela primeira vez pelo quimico suico J. A. Bladin
quando, em 1885, realizava estudos relacionados a reatividade da dicianofenilhidrazina.
Apesar dos mais de 100 anos, o interesse nesses heterociclos foi renovado recentemente
devido a descoberta de suas potencialidades, principalmente na drea da quimica farmacéutica
(KOLDOBSKII; OSTROVSKII, 1994).

Os tetrazois S-substituidos sdo planares e possuem duas formas tautoméricas em

equilibrio (Figura 11) e ambas sdo consideradas bioisésteros nao-cldssicos do grupo acido

carboxilico (HERR, 2002).

Figura 11 - Formas tautoméricas apresentadas pelos tetrazéis: 1 H-5-substituido e 2H-5-

substituido.
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Fonte: HERR, 2002.
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Sadlej-Sosnowska (2001) aplicaram andlise de orbital de ligacdo natural calculada
para uma série de tetrazdis 5-substituidos e determinaram que os tautdmeros 2H sdo os
isOmeros mais estdveis, embora demonstre ter um maior grau de deslocalizacio de elétrons do
que os tautomeros 1H. Esta consideragdao, em combinag¢do com fatores estéricos, pode ter
algum comportamento sobre a observacdo que N-alquilagdo de 4cidos tetrazolicos
assidualmente colocam o substituinte na posi¢do N2 . Em geral, os &cidos tetrazdlicos
apresentam caracteristicas fisicas similares aos 4cidos carboxilicos e sdo altamente
influenciados pelo efeito dos substituintes na posicdo do Cs (BUTLER, 1984).

Um outro fator que indica o tetrazol como substituto dos acidos carboxilicos € o efeito
da deslocalizacdo da carga negativa ao redor do anel tetrazol. A distribui¢do da carga sobre
uma extensa drea superficial molecular pode ser vantajoso para uma interagdo substrato-
receptor, ou pode complicar o contato, dependendo do local da densidade da carga disponivel

na interface (MODERHACK, 1998).

3.6 Sintese Tetrazois

Os tetrazois S-substituidos sdo preparados pela rota mais utilizada, uma reagdo entre a
adicdo do anion azida (N3) com uma nitrila (Figura 12). Altamente sensivel a natureza do
cation (M+), a reacdo desenvolve-se mais satisfatoriamente em solventes polares apréticos

(N,N-dimetilformamida) e com grupos elétron-retiradores (-R) (SANTOS, 2006).

Figura 12 - Reacdo de formagao do anel tetrazdlico.
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Fonte: SANTOS, 2006.

O mecanismo, fundamenta-se no ataque nucleofilico do fon azida sobre o carbono do
grupamento nitrila, seguido da ciclizacdo da iminoazida para a formagao do anel tetrazdlico
(cicloadi¢ao 1,3—dipolar). Aparentemente, o estabelecimento de uma carga residual (+), sobre

o atomo de carbono faz-se necessdria, tendo em vista a observagao de que o incremento de tal
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carga resulta em sensivel aumento na velocidade reacional (FINNEGAN; HENRY;
LOFQUIST 1958).

Outro método empregado € a utilizagdo de azida de sddio e cloreto de amdnio (NH4CI)
em DMF, mediante aquecimento a 220 °C, com irradiacdo por micro-ondas que leva a sintese
de vérios tetrazdis de forma eficiente e com bons rendimentos. Este método foi utilizado para
sintetizar o inibidor da protease do HIV-1 (19), partindo da nitrila (20) (Figura 13)
(ALTERMAN; HALLBERG, 2000).

Figura 13 - Sintese de tetrazol partindo de uma nitrila.
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A preparacdo de tetrazois 1,5-di-substituidos pode ser feita de forma eficiente,
promovendo a ciclo-adi¢do 1,3-dipolar de nitrilas com azidas organicas na auséncia de
solvente, a temperaturas elevadas. A reacdo das azidas organicas (21) com a nitrila (22), é
efetuada em tubo selado e na auséncia de solventes, obtendo-se os tetrazéis (23) com
rendimentos elevados (Figura 14) (DEMKO; SHARPLESS, 2002). Este tipo de metodologia
pode ser muito util para a obten¢do de derivados tetrazdlicos, que apds clivagem do grupo

CH:R dard origem a 1H-tetrazdis substituidos na posi¢ao 5 (LOPES, 2002).

Figura 14 - Reacdo de azidas orgénicas para obtencdo de tetrazois.
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3.7  Atividades bioldgicas de tetrazéis

Grande parte de derivados de tetrazdis apresenta atividade bioldgica. O dindmico
desenvolvimento da quimica do tetrazol nos ultimos 20 anos pode ser atribuido as suas
amplas aplicacdes na medicina, bioquimica, agricultura, explosivos, entre outros (MOLIN,
2003).

Estudos de atividade bioldgica de tetrazdis 5S-substituidos sdo baseados nas
propriedades desses compostos uma delas é o anel tetrazdlico (-CN4H) que representa o
andlogo formol nitrogenado do grupo carboxilico (-CO2H) incorporando o comportamento
acido caracteristico. Em geral, o anel tetrazdlico apresenta maior estabilidade no sistema
metabodlico comparado ao similar dcido carboxilico (BUTLER, 1977).

O exemplo mais conhecido e melhor sucedido do uso do grupo tetrazol é o Losartan
(24), um farmaco lancado em 1994, utilizado na prética clinica para o tratamento da
hipertensdo. Os isémeros (25) e (26) sdo ambos ativos através de inje¢do intravenosa em ratos
hipertensos, infelizmente o efeito € minimizado quando administrado oralmente. Na procura
de compostos mais ativos, a equipe de investigacdo preparou vdarios isOsteros do acido
carboxilico. Assim, quando o grupo tetrazol foi introduzido na posicdo C-2, observaram uma
melhoria acentuada na afinidade com o receptor e na atividade deste composto quando
administrado por via oral. Os autores acreditam que a melhoria na ligacdo ao receptor é
devida a grande capacidade do heterociclico para a distribuicdo da carga negativa em pH
fisiologico originando uma melhor interacdo com a carga positiva do receptor. O aumento da
atividade por via oral deve-se a maior lipofilicidade do composto (24) em relacao aos

compostos (25) e (26) (Figura 15) (AULAKH; SODHI; SINGH, 2007).

Figura 15 - Estrutura do Losartan e correspondentes acidos carboxilicos.
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A atividade  bioldgica  observada em = vdrios  4cidos  carboxilicos
substituidos pode ser esperada também em seu correspondente  tetrazol
substituido, com maior durag¢do da atividade. Os tetrazdis apresentam atividade (Figura 16)

anti-inflamatdria, antibidtica, antialérgica, anti-hipertensiva e no combate ao

colesterol (BUTLER, 1977).

Figura 16 - Tetraz6is com atividade bioldgica.
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Fonte: SINGH et al., 1980.

3.7.1 Atividade anti-inflamatéria tetrazol

O grupo tetrazol possui um 4dtomo de hidrogénio acidico que se compara com o do
grupo carboxilico, o que levou aos quimicos medicinais a substituir o grupo carboxilico em
compostos biologicamente ativos por grupos tetrazol. Uma série de 5-(2-anilino-fenil)
tetrazdis foram sintetizados como andlogos do 4cido flufenadmico, o tetrazol mais ativo
encontrado foi o 5-[2-(-trifluotometil-anilino)fenil]tetrazole (27), foram sintetizados também
andlogos da indometacina e o composto mais ativo encontrado foi o 1-(4-clorobenzoilo)-3-

(tetrazol-5-il-metil)indol (28) (Figura 17) (SINGH et al., 1980).



30

Figura 17 - Andlogo do 4cido flundmico - 5-[2-(-trifluotometil-anilino)fenil Jtetrazole (26), e andlogo

da indometacina 1-(4-clorobenzoilo)-3-(tetrazol-5-il-metil)indol (27).
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Fonte: SINGH et al., 1980.

Um acoplamento da carboxiamina ao nitrogénio indol parece ser essencial para a
atividade anti-inflamatodria, a substituicdo do anel benzeno na posi¢do 2 do ntcleo indol
forneceu para as combinacdes baixa atividade. Um grupo metileno entre o anel tetrazol e
indol € essencial para uma atividade Otima, assim como um 4tomo de hidrogénio livre
também € necessdrio para uma atividade significativa. Vdarios 2-fenil-3-mercaptoindol que
contém o grupo tetrazol foram sintetizados e testados para a atividade anti-inflamatoria, e
somente a combinagdo 2-fenil-3-(tetrazol-5-il-metil) indol (29) (Figura 18), exibiu atividade

analgésica notdvel (SINGH et al., 1980).

Figura 18 - 2-fenil-3-(tetrazol-5-il-metil)indol.
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3.8  Quimica computacional

A disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos de dados em
rede sdo, atualmente, ferramentas fundamentais para a descoberta e planejamento de

farmacos. Estas informagdes permitem uma andlise rapida da atividade bioldgica versus
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propriedades fisico-quimicas de uma série de moléculas de interesse. Novos agentes
terapéuticos podem ser desenvolvidos pela andlise de dados tedricos de estrutura-atividade de
forma tridimensional, obtidos por técnicas recentes de modelagem molecular (CARVALHO
et al., 2003).

Os computadores podem ser usados no planejamento molecular em uma das seguintes
situagdes: (i) sistemas de informagdo quimica; (ii) quimica computacional; (iii) quimica
combinatdria, diversidade molecular, similaridade molecular; (iv) modelagem molecular; (v)
geracdo farmacoforica; (vi) predi¢do de propriedades; (vii) correlagdes estrutura-propriedade,
QSAR 2D, QSAR 3D, CoMFA; (viii) planejamento de sintese, banco de dados em reacdes
quimicas, entre outras (MONTANARI, 2000).

Modelagem molecular, segundo a IUPAC, € a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de visualizacdo
grifica, visando fornecer uma representacdo tridimensional, sob um dado conjunto de
circunstancias (SANT'ANNA, 2002). O planejamento de farmacos auxiliado por computador
(CADD “Computer-Assisted Drug Design”) ¢ descrito em diversas pdginas da Internet e
auxilia, com tutoriais, a investigacdo das interagdes quimicas de um ligante com o seu
receptor e exploracdo dos fatores estruturais relacionados ao efeito biolégico. Como
consequéncia, a elucidacdo dos mecanismos envolvidos nas a¢des moleculares dos farmacos
pode ser compreendida pela integracdo de conhecimentos fundamentais de Quimica Orgéanica,
Bioquimica, Biologia Molecular e Farmacologia (CARVALHO et al., 2003).

Metodologias computacionais que ancoram moléculas de baixo peso molecular em
alvos macromoleculares € medem a complementaridade nos sitios de ligacdo (docking
molecular) sdo amplamente utilizadas na identificacdo e otimizac¢dao de substancias bioativas.
Existe um consideravel nimero de farmacos que tiveram suporte nos estudos computacionais
em alguma etapa de seu desenvolvimento, como planejamento baseado na estrutura da enzima
ou estratégias de screening, como inibidores de protease (KITCHEN et al., 2004).

O docking molecular objetiva prever o modo de ligacio com o qual uma pequena
molécula na regido de ligacdo de um alvo molecular. Neste processo de reconhecimento, tanto
a enzima quanto o inibidor sofrem mudancas conformacionais ocorrendo um grande niimero
de interacdes entre eles. O docking também & responsavel por classificar diferentes modos de
ligacdo do ligante ou para determinar, entre ligantes distintos, aqueles com maior afinidade de
ligacdo com a molécula receptora para isto, o docking quantifica a afinidade entre a enzima e

o inibidor (FERREIRA, 2015).
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Diversos programas de desenho de moléculas bidimensionais sdo disponiveis e de
facil utilizacdo, como ChemWindow, Isis Draw e ChemDraw. Eles permitem a elaboracdo de
figuras e diagramas com qualidade e exatidio desejadas e facilitam o trabalho de
documentacdo e comunicacdo cientifica. Alguns programas permitem o cdlculo e a
representacdo de vdrias propriedades moleculares, incluindo férmula e massa moleculares,
massa exata e andlise tedrica elementar (BRUNO et al., 2002).

Indimeros processos sdo utilizados na obtengdo de novos farmacos, sendo a
modificagcdo molecular, auxiliada por ferramentas computacionais um dos principais. O
conhecimento do sitio de interacdo do farmaco ao receptor possibilita o planejamento de
estruturas de novas substancias e candidatas a protétipos de novos farmacos. A fim de atender
a demanda por compostos bioativos inovadores por parte das industrias farmacéuticas, tornou-
se crescente a busca por softwares modernos para auxiliar nos processos de modificacao
molecular, visando a obtenc@o de moléculas potentes no combate a inimeras doengas (CERA;

PANCOTE, 2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparacio do receptor

As estruturas da COX-I e COX-II foram obtidas a partir das coordenadas atdmicas
dos arquivos disponiveis no PDB — (Protein Data Bank) (Figura 19), sob os c6digos de acesso
3N8Z e SF1A (Figura 20).

Figura 19 — Banco de dados de proteinas.
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Figura 20 - Estrutura tridimensional da COX1 (esquerda) e COX2 (direita).

Fonte: PROTEIN DATA BANK.

A preparacdo do receptor foi feita no Autodock 1.5.6 (Figura 21), mediande a funcao
autodock tools (ADT), onde os residuos e moléculas de 4gua foram removidos, pois

dificultam a precis@do do mecanismo de interagdo entre receptor e ligante. As moleculas de
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hidogénio adicionados as proteinas, os arquivos .pdb foram convertidos para .pdbqt

parametros de carga Kollman (WEINER et al., 1984) foram assinalados.

Figura 21 — Programa computacional autodock 1.5.6.
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Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

4.2  Preparacao dos ligantes

Dois compostos andlogos ao dcido acetil salicilico foram escolhidos como ligantes

(Figura 22). As estruturas .pdb para estes ligantes foram obtidas com o GaussView

(DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2009).

Figura 22 - Estrutura dos ligantes a serem utilizados no docking.
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Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.
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Os ligantes foram assinalados com parametros de carga Gasteiger (GASTEIGER;

MARSILI, 1980) e seus arquivos convertidos para .pdbqt.

4.3  Simulacgoes de docking

A simulac¢do de docking se refere a determinacdo da conformacdo que os ligantes
ocupam no receptor, sendo por meio deste a possivel caracterizacdo dos complexos.

Teoricamente a melhor conformacido que ocupa um ligante em seu receptor serd a de
menor energia, as que apresentam interagdes no interior receptor-ligante suficientes para
manter uma conformacdo estdvel, e aquelas que ndo se deslocam para outro sitio do receptor
quando ocorre a rotagao.

Os experimentos de docking foram realizados no programa Autodock1.5.6 (MORRIS
et al., 2009). As conformacdes obtidas foram organizadas, coletadas e analisadas por meio da
op¢ao (ADT).

Depois de preparado o ligante e receptor, o espago tridimensional e os pardmetros de
pesquisa em que o processo ird ocorrer foi definido, como mostram as figuras 23 e 24

respectivamente.

Figura 23 — Ferramenta da op¢do Autodock tools, utilizada para a determinacdo do espaco

tridimensional.
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Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.
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Figura 24 — Ferramenta da op¢do Autodock tools, utilizada para definicdo dos pardmetros de pesquisa.
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Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

No presente trabalho o espagco 3D foi dimensionada uma grade cibica de energia de
volume 126 x 126 x 126 A, que foi centrada no receptor. Foi utilizado o algoritmo genético
Lamarckiano (LGA) e os pardmetros de simula¢do foram de 10.000 réplicas, com andlises de
energia a cada 1.500.000 e 27.000 geracgdes. O tamanho populacional foi mantido em 150 e as
taxas de mutacao e de crossing-over foram de 0.02 e 0.8 respectivamente. Foram geradas 10
conformagdes ranqueadas por energia (Figura 25) para cada complexo proteina-ligante. A
conformacdo de menor energia de cada complexo foi escolhida para anélise (MORRIS et al.,

2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes computacionais com os dois compostos objeto do trabalho foram realizados
utilizando o programa AutoDock para calcular a energia livre de uma determinada
conformagdo de um possivel inibidor numa estrutura macromolecular. Os dados que o
programa fornece sdo: o Escore (pontuacdo de acordo com a complementaridade geométrica e
os complexos sdo escolhidos de acordo com este pardmetro); a Area (drea de interface do
complexo; ¢ a ACE (Atomic Contact Energy-Area de Contato Atdomica). Os dados foram
coletados e organizados em tabelas, onde foi selecionado para uma posterior caracterizacao os
complexos que apresentaram um maior escore, pois complexos com maior escore, apresentam
baixa energia de interacdo, e consequentemente uma boa estabilidade. Os complexos diferem
entre si, em relacdo ao sitio de ligacdo, sendo que o programa seleciona os 10 complexos que
obtiveram uma melhor interag@o nos sitios dos receptores de PGHS’s

A tabela 1 mostra os dados obtidos dos complexos formados entre a molécula A

(tetrazol) e a COX-I.

Tabela 1 - Dados obtidos dos complexos formados entre a molécula A e a COX-IL.

Complexo Escore Area ACE
1 3910 462.70 -209.75
2 3892 444 .80 -215.94
3 3800 446.00 -216.25
4 3780 441.00 -210.30
5 3722 422.10 -207.14
6 3688 424.10 -209.46
7 3686 424.00 -221.66
8 3652 424.40 -209.20
9 3642 425.80 -198.65
10 3606 411.70 -213.28

Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

Entre os complexos obtidos formados entre o composto tetrazol e a COX-I, o
complexo 1 foi o que paresentou o maior escore, sendo este selecionado para otimizacao.

Entdo, o complexo 1 estd representado na figura 25 abaixo.
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Figura 25 - Complexo 1: (A) Composto A e COX-I; (B) Residuos de aminoacidos a um raio

de 4 angstrons do ligante tetrazol.
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Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

A tabela 2 mostra os dados obtidos dos complexos formados entre a molécula B

(oxadiazol) e a COX-I.

Tabela 2 - Dados obtidos dos complexos formados entre a molécula B e a COX-1.

Complexo Escore Area ACE
1 4228 479.80 -198.11
2 4202 480.10 -213.76
3 4068 463.20 -211.90
4 4008 450.20 -205.36
5 4002 453.60 -208.69
6 3980 452.80 -201.40
7 3958 446.80 -179.48
8 3916 471.00 -195.23
9 3900 455.20 -167.40
10 3872 447.10 -196.83

Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

Diante dos resultados encontrados entre os complexos formados pela molécula
oxadiazol e COX-I, o complexo 1 foi o que apresentou uma maior escore, € entdo selecionado

para a caracterizagdo do sistema. Entdo, o complexo 1 esta representado na figura 26 abaixo.



Figura 26 - Complexo 1: (A) Composto B e COX-I; (B) Residuos de aminoacidos a um raio
de 4 angstrons do ligante oxadiazol.

Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.
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A tabela 3 mostra os dados obtidos dos complexos formados entre a molécula A e a

COX-IL

Tabela 3 - Dados obtidos dos complexos formados entre a molécula A e a COX-IL.

Complexo Escore
1 3600
2 3482
3 3446
4 3442
5 3432
6 3422
7 3422
8 3412
9 3394

10 3378

Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

Area

410.90
398.50
398.90
387.30
386.00
384.10
378.80
393.00
381.70
371.90

ACE

-181.41
-182.77
-101.00
-200.02
-164.71
-110.26
-226.35
-100.44
-151.08
-214.85

O complexo escolhido para caracterizacdo também foi o complexo 1, que mostrou o

melhor escore entre os complexos formados. Entdo, o complexo 1 estd representado na figura

27 abaixo.
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Figura 27 - Complexo 1: (A) Composto A e COX-II; (B) Residuos de aminoécidos a um raio
de 4 angstrons do ligante tetrazol.
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Fonte: RQUIVOS DA AUTORA, 2016.

A tabela 4 mostra os dados obtidos dos complexos formados entre a molécula B e a

COX-IL

Tabela 4 - Dados obtidos dos complexos formados entre a molécula B e a COX-II.

Complexo Escore Area ACE
1 4056 453.20 -196.82
2 4048 453.20 -171.10
3 3924 455.10 -181.76
4 3885 451.10 -186.09
5 3854 431.10 -189.22
6 3836 441.40 -175.88
7 3804 429.20 -119.05
8 3796 451.60 -176.96
9 3786 440.80 -99.58
10 3782 438.00 -98.09

Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

De acordo com os resultados encontrados, o complexo selecionado para otimizac¢do do

sitema fo1l o complexo 1. Entdo, o complexo 1 esta representado na figura 28 abaixo.
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Figura 28 - Complexo 1: (A) Composto B e COX-II; (B) Residuos de aminoacidos a um raio
de 4 angstrons do ligante oxadiazol.
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Nos estudos realizados as duas moléculas testadas conseguiram formar complexos
efetivos com a COX-I e COX-II, e diante dos resultados encontrados, tanto o composto A
(tetrazol) quanto o composto B (oxadiazol) t€ém a capacidade de interagir com sitios das
enzimas PGHS-I e PGHS-II (COX-I e COX-II). Desta forma, foi realizada uma otimizacao do
sistema para mostrar as possiveis interacdoes entre residuos de aminodcidos e partes

especificas da molécula. Os resultados obtidos estdo mostrados nas figuras abaixo.

Figura 29 - Intera¢des entre o composto tetrazol e a COX-I
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Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

A figura 29 mostra que as pricipais interagcdes entre o composto tetrazol e a COX-I sdo
através dos residuos de Leucina 152 (LEU152), Glutamina 44 (LLN44) e Acido glutdmico
465.
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Figura 30 - Intera¢des entre o composto oxadiazol e a COX-1.

Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

A figura 30 mostra que as pricipais interagdes entre o composto oxadiazol e a COX-I

sao através dos residuos de Tirosina 130 (TYR130) e Prolina 153 (PRO153).

Figura 31 - Interagdes entre o composto tetrazol e a COX-IL

k4
~ LEU152

Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

A figura 31 mostra que as pricipais interacdes entre o composto tetrazol e a COX-II
sao através dos residuos de Leucina 152 (LEU152), Glicina 45 (GLY45), Arginina 44
(ARG44) e Acido glutimico 465 (GLU465).
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Figura 32 - Interagdes entre o composto oxadiazol e a COX-II
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Fonte: ARQUIVOS DA AUTORA, 2016.

A figura 32 mostra que as pricipais interagdes entre o composto oxadiazol e a COX-II
sdo através dos residuos de Glicina 45 (GLY45), Tirosina 130 (TYR130) e Acido glutdmico
465 (GLU465).

Lages e coladoradores (1998) avaliaram a interagdo que ocorre nos receptores COX-I
e COX-II, e evidenciaram que os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINE’s) classicos,
bloqueiam o acesso do 4cido araquidonico ao sitio ativo por ligar-se a regido superior deste,
proximo ao residuo de Tirosina, preenchendo todo o canal. Foi proposto que o dacido
araquidonico penetra no canal cicloxigenase em conformacao dobrada que permite que o seu
grupo carboxilato interaja com a Arginina. A maioria dos AINE’s, tendo como exemplo o
flurbiprofeno e a indometacina, possuindo um grupo carboxilato livre, interage por ligacdo
ionica com um dos nitrogénios guanidinicos presentes na Arginina, em analogia ao proposto
para o 4cido araquidonico resultando na inibi¢do competitiva. Adicionalmente, foi observada
a interacdo por ligacdo de hidrogénio entre um dos oxigénios do grupamento carboxilato do
flubiprofeno e a hidroxila fendlica presente no residuo Tirosina, que contribui para que a
cavidade inferior do sitio cicloxigenase (delimitado por ARG e TYR) adote,
preferencialmente, conformacao fechada.

Diante disto fica evidenciada a importancia dos residuos ARG e TYR na ligagdo de
antiinflamatério ndo esteroidal ao sitio ativo cicloxigenase da PGHS-1. Entre os complexos
obtidos no estudo, o complexo B-COX-I apresenta interacdo com o residuo tirosina presente
no receptor de COX-I.

Loll et al. (1996) em estudo sobre a interacdo da PGHS-2 com dois inibidores potentes
e seletivos, o derivado pirrdlico andlogo a tolmetina e o derivado piridazindnico, foi

observado o modo de ligacdo ao sitio ativo da PGHS-2 e comparado com aquele relativo a
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interacdo do flurbiprofeno com a PGHS-1. Foi possivel evidenciar que estes compostos
ocupam basicamente o0 mesmo ambiente no sitio ativo. O residuo 4-clorobenzoila parece
interagir com a Tirosina em analogia a interacdo feita por um dos anéis aromdticos do
fluorbiprofeno, o 4tomo de oxigénio carbonilico do grupamento benzoila distante 3,2 A da
hidroxila da Serina interage através de ligacdes de hidrogénio. A ARG e a TYR também
interagem, respectivamente, com o nitrogénio e o oxigénio do grupo acil-sulfonamida, de
maneira andloga a do carboxilato presente na maioria dos AINE’s cléssicos.

O GLU interage com ARG, tanto na PGHS-1 como na PGHS-2. Na regido do sitio
cicloxigenase da PGHS-2 detectou-se que a ARG, a TYR e o GLU participam de uma rede de
ligacdes.

Diante disto, e dos resultados encontrados, tanto o complexo A-COX-II, quanto B-
COX-II apresentaram interagdes importantes, sendo o complexo A-COX-II capaz de interagir
com os residuos de arginina e dcido glutamico, enquanto o complexo B-COX-II interage com
os residuos de tirosina e dcido glutamico, sendo estas interacdes importante para a inibi¢ao da
prostaglandina endoperoxidase sintetase.

Os resultados obtidos nesse trabalho confirmam a possibilidade dos compostos A e B
serem possiveis inibidores das enzimas COX-I e COX-II, o que faz com que essas moléculas
sejam possiveis candidatos a farmacos antiinflamatdrios.

Estudo semelhantes com resultados positivos como o de Biava e colaboradores (2008)
que avaliaram os derivados 1,5-diarilpirrolicos quirais (Figura 33) mostraram as interagoes,
em computador, desses compostos, com a COX-I e COX-II. E a potencialidade como
inibidores desses enzimas foi confirmada pela realizacdo de testes in vitro, bem como in vivo,
utilizando ratos como cobaias. Neste estudo, foi demostrado que um dos derivados

apresentava seletividade pela COX-II.

Figura 33 - Derivados 1,5-diarilpirrélicos quirais.
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Fonte: BIAVA et al., 2008.
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Yadav; Singh; Tewari (2014) também realizaram um estudo de docking com
derivados benzofuranicos (Figura 34) e verificaram em estudos in silico que os mesmos
tinham a capacidade de se complexar com a COX-II. Posteriormente, avaliaram a atividade
antiinflamatodria dos referidos compostos em ratos utilizando o modelo da carragenina. Alguns

dos compostos testados mostraram atividade comparavel a da Nimesulida.

Figura 34 - Derivados benzofuranicos
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Fonte: YADAV; SINGH; TEWARLI, 2014.
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O composto A utilizado nesse trabalho é um bioiséstero do dcido acetilsalicilico
(AAS) e o composto B foi obtido por uma interconversao de sistemas heterociclicos a partir
do composto A, mas manteve em sua estrutura o grupo acetil. O AAS € um antiinflamatorio
ndo-esteroidal que possui mecanismo de acdo bem elucidado. O AAS € um inibidor ndo-
seletivo de PGHS (COX) e o mecanismo de inibi¢ao se dé pela reacdo de transacetilacdo entre

o grupo acetil do AAS e uma hidroxila da Serina 530 do sitio ativo das COXs (Figura 35).



46

Figura 35 - Representac¢do esquemdtica do mecanismo de inibi¢do da PGHSs pelo AAS.
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Fonte: BARREIRO; ELIEZER. J, 2008.

Entdo, como os compostos A € B possuem a capacidade de se complexar com a COX-
I e COX-II e possuem o grupo acetil em sua estrutura, sendo asssim a probabilidade dessas
moléculas serem possiveis inibidores dessas enzimas € fortemente promissor. Fica como
perspectiva deste trabalho a realizacdo dos testes de atividade antiinflamatéria em animais

para a confirmacdo de possiveis candidatos a novos farmacos.
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CONCLUSAO

O estudo computacional dos andlogos do 4cido acetilsalicilico, o oxadiazol e tetrazol,
mostrou resultados relevantes e de grande potencial para candidatos a farmacos, apos
modelar os complexos eles apresentaram uma boa probabilidade de inibi¢ao do
receptor prostaglandina endoperdxido sintetase I e II;

Foi observado claramente uma boa interagdo entre os complexos proteina-ligante,
tanto do composto oxadiazol quanto do tetrazol, e consequentemente uma maior
estabilidade dos mesmos;

Fica entlo, o ponto de partida para estudos mais aprofundados, capazes de determinar
o possivel mecanismo de acdo, assim como seletividade e efeitos indesejaveis de
candidatos a farmacos. Sendo este o primeiro passo para o desevolvimento de novos

medicamentos.
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