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Resumo

A ciclooxigenase-2 (COX-2) ¢ uma enzima chave envolvida no processo
inflamat6rio, amplamente reconhecida como um alvo terapéutico relevante na busca por
novos agentes anti-inflamatorios. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
inibitorio de trés constituintes bioativos da Calendula officinalis L. sobre a COX-2,
visando contribuir para a prospeccdo de inibidores naturais dessa enzima e reforgar a
relevancia da Calendula officinalis como fonte de moléculas bioativas. Para isso,
analisaram-se complexos enzimaticos disponiveis no Protein Data Bank para a
constru¢do de modelos farmacoforicos, seguidos de simulacdes de docagem molecular
com escopoletina, faradiol e taraxasterol, a fim de determinar suas afinidades de ligagao
com a proteina-alvo. Os resultados obtidos indicam que, dentre os marcadores avaliados,
a escopoletina apresenta a maior afinidade de ligacdo, sugerindo a formacdo de um
complexo mais estavel com a COX-2. Conclui-se, portanto, que a escopoletina representa
um potencial inibidor seletivo da COX-2, caracterizando-se como um fitoconstituinte

promissor no desenvolvimento de novos farmacos com atividade anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Anti-inflamatérios ndo esteroidais; Modelagem  molecular;

Fitoquimicos.



Abstract

Cyclooxygenase-2 (COX-2) is a key enzyme involved in the inflammatory
process and is widely recognized as a relevant therapeutic target in the search for new
anti-inflammatory agents. This study aims to evaluate the inhibitory potential of three
bioactive constituents of Calendula officinalis L. on COX-2, striving to contribute to the
search for natural inhibitors of this enzyme and reinforce the relevance of Calendula
officinalis as a source of bioactive molecules. To achieve this, enzyme complexes
available in the Protein Data Bank were analyzed to build pharmacophoric models,
followed by molecular docking simulations with scopoletin, faradiol and taraxasterol, in
order to determine their binding affinities with the target protein. The results obtained
indicate that, among the markers evaluated, scopoletin has the highest binding affinity,
suggesting the formation of a more stable complex with COX-2. It is therefore concluded
that scopoletin represents a potential selective inhibitor of COX-2 and is a promising

phytoconstituent for the development of new drugs with anti-inflammatory activity.

Keywords:  Non-steroidal  anti-inflammatory  drugs;  Molecular ~ modeling;

Phytochemicals.



1. Introducio

A COX-2 ¢ uma enzima indutiva da reagdo inflamatoria, uma vez que converte
seu substrato, acido araquiddnico, em prostaglandina Ha, produto que ¢, posteriormente,
metabolizado e convertido em outras prostaglandinas e tromboxano A:, substancias
mediadoras da resposta inflamatéria !> 2. Nesse contexto, a inibicdo dessa enzima por
moléculas bioativas, sintéticas e naturais ocorre devido a sua complexacdo com a
proteina-alvo, e o efeito anti-inflamatdrio resultante estd diretamente ligado a relagdo

estrutura-atividade do composto complexado.

Para analisar o processo de complexacdo farmaco-receptor ¢ necessaria a
elucidagdo estrutural, tanto da molécula bioativa como do sitio de ligacdo, exigindo a
caracterizacdo detalhada das estruturas de ambas as entidades quimicas (molécula
bioativa e alvo molecular), incluindo as distancias entre seus grupos farmacoforicos e

seus angulos de ligacdo e torgdo B,

Dentre as fontes naturais de moléculas bioativas com atividade anti-inflamatoria,
encontra-se a espécie vegetal Calendula officinalis, pertencente a familia Asteraceae,
conhecida popularmente, no Brasil, como caléndula e, internacionalmente, como pot-
marigold. Trata-se de uma planta ornamental que possui uma série de propriedades
medicinais relevantes, sendo aplicada em diversas praticas terapéuticas, incluindo as
medicinas tradicionais ayurvédica, chinesa e europeia ¢l A espécie também integra a
Relacao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (ReniSUS) e consta nas

monografias das farmacopeias brasileira, europeia, alema e canadense (7).

As propriedades anti-inflamatdrias desse vegetal, descritas na literatura, sdo, em
parte, atribuidas a presen¢a de marcadores fitoquimicos como a escopoletina %], o faradiol
Ble o taraxasterol ['% 'l ainda que seus mecanismos exatos de regulacio da atividade
inflamatéria ainda nio estejam bem definidos "%, Evidéncias sugerem a inibicio da
expressao de citocinas pro-inflamatorias e da enzima COX-2 como possiveis mecanismos
de a¢dio desses compostos ® - !, No entanto, a partir dos achados de Salazar sobre a
escopoletina 2], levanta-se a hipdtese de que tais metabolitos também possam inibir
diretamente a atividade da COX-2, representando uma possivel rota adicional de agdo

anti-inflamatoria para a espécie.



Diante disso, este trabalho propde a predicdo do encaixe molecular destes trés
compostos a COX-2, por meio da modelagem molecular direta (docking), método de
ancoragem da molécula bioativa ao sitio de ligagdo da proteina, utilizando parametros
estruturais de complexos previamente elucidados por cristalografia por raios-X !, uma

vez que a estrutura do receptor enzimatico ja ¢ conhecida.

2. Metodologia

As coordenadas atdomicas dos complexos da COX-2 com o salicilato e os acidos
flufendmico, mefendmico e tolfendmico (codigos PDB: 5F1A, SIKV, 5IKR e 5IKT,
respectivamente) foram, inicialmente, extraidas do Protein Data Bank '3 ¢ o mapa 2D
das interagdes intermoleculares de cada complexo, obtido através do programa Discovery
Studio Visualizer v21.1.0.20298 U4l Por outro lado, as caracteristicas dos modelos
farmacoforicos dos farmacos supracitados foram constatadas a partir das interagdes
intermoleculares observadas nos seus respectivos complexos com a enzima COX-2, por

meio do programa Pharmit ('], desconsiderando as moléculas de 4gua do sitio ligante.

Com as informacgdes estruturais obtidas, as simula¢des de docagem foram
realizadas por meio do programa Dockthor 9], Inicialmente, realizou-se a redocagem do
ligante cristalografico do complexo de codigo PDB SIKV e definiu-se como parametro
de sucesso para a reproducdo do modo de ligacdo cristalografico o indice RMSD < 3A.
Os parametros do algoritmo de busca definidos para a reproducdo do modo de ligagao
cristalografico do acido flufendmico incluiram: number of evaluations= 1.000.000;

populations size= 750; initial seed= -1.985; number of runs= 24; soft docking.

Para delimitar o local de realizagao dos calculos, definiu-se como centro do grid
a hidroxila da cadeia lateral do residuo de tirosina n°® 385, considerando as coordenadas
da estrutura proteica como referéncia (X: 161.7430, Y: 181.5590 e Z: 195.0280). A partir
do grid-center, projetou-se um cubo com apétema de 15 A, cobrindo o espaco ocupado
por todos os residuos que compdem a cavidade do sitio ligante da COX-2, e o pardmetro

discretization foi definido em 0,25.

Posteriormente, empregando os mesmos parametros da etapa de redocagem,
realizaram-se as simulacdes de docagem com as moléculas bioativas da Calendula

officinalis L. (escopoletina, faradiol e taraxasterol), cujas estruturas quimicas foram



modeladas através do programa ACD/CHemSketch Freeware Version 'l em formato
mol. Para cada molécula, gerou-se um arquivo de entrada dos ligantes para realizagdo da
docagem, com coordenadas 3D, preparado por meio do programa Discovery Studio
v21.1.0.20298 . J4 0 arquivo de entrada da proteina foi o mesmo empregado na etapa
de redocagem. O ponto de corte do RMSD para o agrupamento de conformagdes foi
definido em 2, obtendo-se, ao final de cada simulacdo, apenas uma pose para cada ligante.
Por fim, as imagens referentes ao posicionamento dos conféormeros no sitio ligante
enzimatico foram construidas com o programa PyMOL 1.1r1 "8 e os mapas 2D,
descrevendo as interagdes intermoleculares, com o programa Discovery Studio

v21.1.0.20298 1141,

3. Resultados e Discussao

A complexagdo ideal entre a COX-2 e os seus inibidores envolve,
majoritariamente, a presenca de grupos farmacoforicos hidrofobicos e aceptores de
ligagdes de hidrogénio nos farmacos complexados ['?! (fig. 1). Essas caracteristicas se
encontram tanto no Acido Araquidonico, substrato da enzima, quanto nos complexos

farmaco-enzima disponiveis na plataforma Protein Data Bank (tab. 1).

SFIA [ SIKT

Fig. (1). Modelos farmacoforicos para acido araquiddnico, 5F1A, 51KT, 5IKR e 51KV,
considerando caracteristicas hidrofobicas em verde e aceptores de ligagdes de hidrogénio

em amarelo.



Codigo Molécula Resolucio das estruturas
PDB Complexada cristalograficas

SIKV Acido Flufenamico 2.50 A

SIKR Acido Mefenamico 234 A

SF1A Acido Salicilico 2.38A

SIKT Acido Tolfenamico 245A

Tab. 1. Complexos entre anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e COX-2

apresentando uma resolugdo < 2.5 A.

O processo de reconhecimento das moléculas bioativas pelo sitio ativo da COX-2
¢ influenciado pelo posicionamento de aminoacidos capazes de realizar, principalmente,
ligacdes de hidrogénio com os grupos aceptores presentes nos firmacos . A disposi¢io
dos aminoacidos enzimaticos que apresentam maior interacdo com os farmacos mostra-
se distribuida, especialmente com LEU384, VAL349 e TYR348 atuando por meio de
contatos hidrofébicos e TYR385 e SER530 através de ligacdes de hidrogénio ['?! (fig. 2).

i
9% O

o
SF1A SIKT a B
p
5
o & 8 P
S el
e G 2 L)
8:381 P a3ds 455 P I R
o o
LEU, 2h
B384 A
& o a2 ® o
) o -
- .
B= ©
& o
- 4 & 8 ®

Fig. 2. Mapa 2D das interagdes entre COX-2 e os farmacos 5SF1A, 5IKT, 5IKR e 5IKV.

Apo6s a andlise e reconhecimento das principais interagdes observadas pelos
inibidores da COX-2, procedeu-se com a realizagdo da docagem, que foi, inicialmente,
validada por meio da reproducdo do modo de ligagdo do acido flufendmico com a

estrutura enzimatica do complexo de codigo SIKV. A conformacdo de menor RMSD



apresentou um desvio de 2,5 A, ao ser comparada com sua respectiva conformagio

cristalografica, demonstrando uma afinidade de liga¢ao simulada de -9,043 kcal/mol.

Fig. 3. Sobreposi¢do da conformacgdo cristalografica do complexo 5IKV (atomos de
carbono do farmaco em azul) e a pose de maior afinidade, obtida por meio de docagem

(atomos de carbono do farmaco em rosa).

Posteriormente, procedeu-se com a realizagdo das simulagdes de docagem com os
fitoconstituintes da Calendula oficinallis L. analisados como potenciais inibidores da
COX-2 (fig. 4), cujos resultados indicaram que, dentre os trés marcadores, a escopoletina
(fig. 5) forma complexos mais estdveis com a enzima, apresentando um valor de afinidade
simulada (-8,408 Kcal/mol) mais préximo ao obtidos para o acido flufenamico quando
comparada ao faradiol e ao taraxasterol (Kd: -5,666 Kcal/mol e Kd: -5.814 Kcal/mol
respectivamente). Assim, sugere-se que ha maior espontaneidade na formagdo do

complexo da escopoletina com a COX-2.




Fig. 4. Comparativo 3D entre o complexo 5IKV e a sobreposicao dos modelos de ligacao
sugeridos para os marcadores escopoletina (carbonos em azul), faradiol (carbonos em

branco), e taraxasterol (carbonos em amarelo)
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Fig. 5. Mapa 2D da interagdo entre COX-2 ¢ escopoletina (Kd: - 8.408 Kcal/mol)

4. Conclusao

Os resultados obtidos nesta pesquisa reforgam o potencial anti-inflamatorio da
escopoletina como inibidor seletivo da COX-2, corroborando os resultados obtidos por
Salazar 2 apontando-a como um fitoconstituinte promissor para o desenvolvimento de
farmacos com atividade anti-inflamatoria. Embora os valores de afinidade obtidos para o
faradiol e o taraxasterol sejam inferiores aos da escopoletina, tal limitacdo pode estar
relacionada a rigidez estrutural do sitio ativo, considerada na simulacdo de docagem 16,
ndo invalidando seus efeitos farmacologicos, previamente demonstrados 1% 11, Assim,
futuros estudos envolvendo simula¢des com receptores flexiveis, bem como andlises
dindmicas e ensaios experimentais, sao recomendados para elucidar, com maior precisao,
o potencial de interagdo desses compostos com a COX-2. Portanto, este trabalho contribui

para o avanco das investigagdes aplicadas a prospecg¢ao de inibidores naturais da COX-2,

fortalecendo a relevancia da Calendula officinalis como fonte de moléculas bioativas.
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