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RESUMO 

 

Os triterpenoides ácidos oleanólico (AO) e ursólico (AU) mostraram atividade anti-

inflamatória não-seletiva in vitro por inibição da ciclooxigenase (COX), relacionada a processos 

fisiológicos e patológicos como a inflamação. Os testes in vitro de inibição das isoformas COX com 

AO e AU mostraram a inibição, por esses ligantes, de COX-1 (IC50 380µM e 210µM, 

respectivamente) e COX-2 (IC50 295µM e 130µM, respectivamente), sugerindo que a inibição de 

ambos sobre COX-2 é levemente favorecida, apesar de não serem seletivos. Com o intuito de 

determinar o modo de interação entre AO e AU e as isoformas COX, e explicar a atividade 

inibitória observada experimentalmente, submeteu-se as conformações 3D de AO e AU 

minimizadas por AM1 ao docking (AutoDock 4.0) com 9 estruturas cristalográficas das isoformas 

COX-1 ovina e COX-2 murina, complexadas a diferentes ligantes, que previamente foram 

submetidas ao docking com seus ligantes cristalográficos minimizados para validar a metodologia. 

Os complexos de AO e AU no sítio ativo das isoformas COX com diferentes orientações 

denominadas 1 e 2 foram selecionados para dinâmica molecular (GROMACS 4), utilizando campo 

de força GROMOS96 versão 45A3 e atribuição de cargas Hartree-Fock/6-31G calculadas com 

auxílio do programa Gaussian 03W após minimização de energia pelo referido método. Os 

complexos finais da DM, obtidos após 15,2 ns de simulação, mostraram que a orientação 2 de AO 

em COX-2 é mais favorável e que, em ambas as isoformas, os grupos carboxilato dos ligantes 

interagiram por ligação de hidrogênio com Arg120, Tyr355, Tyr385, Ser530, enquanto as hidroxilas 

em C-3 o fizeram com Tyr385, Ser353, Tyr348. Algumas dessas interações foram mediadas por 

água, que se mostrou importante em todos os complexos. Em alguns deles, os grupos carboxilato 

dos ligantes, passíveis de modificação por semi-síntese, aproximaram-se de resíduos da cavidade de 

seletividade, mais acessível em COX-2, o que é importante para o planejamento de inibidores 

COX-2-seletivos. Os resultados obtidos neste trabalho forneceram subsídios importantes para a 

determinação do modo de inibição das isoformas COX, principalmente a COX-2, por AO e AU. 
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ABSTRACT 

 

Oleanolic acid (OA) and ursolic acid (UA) triterpenoids have shown a non-selective anti-

inflammatory activity in vitro by inhibiting cyclooxygenase (COX), related to physiological and 

pathological processes such as inflammation. Tests in vitro inhibiting COX isoforms with OA and 

UA have shown COX-1 (IC50 380µM and 210µM, respectively) and COX-1 and COX-2 (IC50 

295µM and 130µM, respectively) inhibition by these ligands, suggesting the inhibition of both is 

slightly favored when compared to COX-2, although they are not selective. With the purpose of 

determining the interaction among OA and UA and COX isoforms, and explaining the inhibitory 

activity observed experimentally, 3D conformations of both OA and UA minimized by AM1 have 

been submitted to docking (AutoDock 4.0) with 9 crystallographic structures of ovine COX-1 and 

murine COX-2 isoforms, complexed to different ligands, which have previously been submitted to 

docking with its crystallographic ligands minimized to validate the methodology. OA and UA 

complexes in the active site of COX isoforms with different orientations denominated 1 and 2 have 

been selected for the molecular dynamics (GROMACS 4), using a GROMOS96 force field, version 

45A3 and charge attribution Hartree-Fock/6-31G calculated using Gaussian 03W program after 

energy minimization by the method referred to previously. Final DM complexes, obtained after 

15.2 ns of simulation, have shown that OA orientation 2 in COX-2 is more favorable and that, in 

both isoforms, ligand carboxylate groups interacted by hydrogen bonding with Arg120, Tyr355, 

Tyr385, Ser530, whereas hydroxyls in C-3 have done it with Tyr385, Ser353, Tyr348. Some of 

these interactions have been mediated by water, which was shown to be important for all 

complexes. In some of them, ligand carboxylate groups, liable to modifications through semi-

synthesis, approached residues of selectivity cavity, more accessible in COX-2, which is important 

to plan COX-2-selective inhibitors. Results obtained in this work have provided important insights 

to determine how to inhibit COX isoforms, particularly COX-2, by OA and UA. 
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I. INTRODUÇÃO 

 

 A inflamação é a resposta do organismo a estímulos nocivos químicos, físicos ou biológicos. 

Embora seja benéfica para o indivíduo, leva a efeitos indesejáveis como dor, tumor, calor e rubor; 

além disso, existem patologias inflamatórias crônicas que necessitam de tratamento contínuo com 

fármacos anti-inflamatórios não-esteroidais (AINES) ou esteroidais (corticosteróides) [BURKE, 

SMYTH & FITZGERALD, 2006]. Os AINES são utilizados para o tratamento de condições 

inflamatórias agudas e crônicas e bloqueiam a atividade das isoformas da enzima ciclooxigenase 

(COX) [HEMLER & LANDS, 1976] diminuindo a síntese, a partir do substrato ácido araquidônico 

(AA), do precursor de prostanoides [BERGSTRÖM, DANIELSSON & SAMUELSSON, 1964; 

VANE, 1971]. Duas isoformas da COX foram identificadas: a constitutiva COX-1 é expressa em 

muitos tecidos e requerida para a produção dos prostanoides envolvidos na função básica de 

manutenção do organismo, enquanto COX-2 é considerada uma isoforma induzível cuja expressão 

é ativada em resposta a numerosos fatores pró-inflamatórios, apesar de estar presente 

constitutivamente em alguns tecidos [BOTTING, 2006]; dessa forma, a síntese de prostanoides é 

aumentada durante a inflamação devido ao aumento da atividade de COX-2 [MASFERRER et al., 

1990]. 

 Estudos de modelagem por homologia e de estruturas cristalográficas das isoformas COX 

complexadas aos AINES [HARMAN et al., 2007; KURUMBAIL et al., 1996; PICOT, LOLL & 

GARAVITO, 1994] contribuíram para a elucidação da estrutura das isoformas. Ambas as isoformas 

contém dois sítios ativos, hidroperoxidase e ciclooxigenase, sendo que este é o alvo molecular dos 

AINES e apresenta-se como um longo canal lipofílico mais largo em COX-2 do que em COX-1. 

Diversos AINES estão disponíveis atualmente no mercado e dividem-se em AINES 

clássicos (inibem COX-1 e COX-2) e AINES COX-2-seletivos, que são moléculas mais volumosas 

e por isso inibem seletivamente a COX-2. Como a COX-1 é considerada uma enzima constitutiva, a 

sua inibição em tratamentos de patologias crônicas com AINES clássicos causa uma variedade de 

efeitos no organismo como depressão da função renal e lesões na mucosa gástrica [MITCHELL & 

WARNER, 2006]. Em 1998, a fim de tratar a inflamação e contornar esses efeitos colaterais, a 

indústria farmacêutica começou a lançar os fármacos COX-2 seletivos, celecoxibe (Celebra®, 

Pfizer), rofecoxibe (Vioxx®, Merck), valdecoxibe (Bextra®, Pfizer; sucessor do celecoxibe), 

etoricoxibe (Arcoxia®, Merck; sucessor do rofecoxibe) e lumiracoxibe (Prexige®), que surgiram 

com a promessa de resolução de graves problemas inflamatórios crônicos. 

Entretanto, em 2000 foi publicado o estudo clínico VIGOR (Vioxx Gastrintestinal Outcomes 

Research), que indicou o risco cardiovascular associado ao uso crônico por mais de 18 meses do 

rofecoxibe [BOMBARDIER et al., 2000]. Em seguida, outros estudos clínicos comprovaram tal 
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risco relacionado a ele e a outros coxibes [BRESALIER et al., 2005; SOLOMON et al., 2005; 

NUSSMEIER et al., 2005; MUKHERJEE, NISSEN & TOPOL, 2001; FITZGERALD, 2002], o que 

culminou na proibição da comercialização de alguns fármacos dessa classe em diversos países. No 

Brasil, o rofecoxibe foi retirado do mercado em 2004, o uso do valdecoxibe ficou restrito a 

hospitais em 2005 e a dosagem do etoricoxibe foi reduzida em 25% e 50%, enquanto o celecoxibe 

ainda se mantém no mercado na dosagem recomendada e o lumiracoxibe foi retirado em 2008 

devido à grave toxicidade hepática decorrente do metabolismo [KUEHN, 2008]. Assim, com 

exceção do rofecoxibe e lumiracoxibe, os COX-2-seletivos ainda são utilizados, embora com 

restrições, o que sugere que a inibição seletiva de COX-2 pode ser viável para o tratamento crônico 

de inflamações e torna o planejamento de candidatos a fármacos COX-2-seletivos necessário e 

justificável. Esse planejamento pode se basear, por exemplo, em moléculas naturais que 

demonstraram atividade inibitória sobre isoformas COX, seletiva ou não para COX-2. Dentre 

aquelas não-seletivas, encontram-se os ácidos oleanólico (AO) e ursólico (AU), triterpenoides 

naturais que inibiram isoformas COX in vitro [RINGBOM et al., 1998]. 

Atualmente, estão disponíveis diversas ferramentas computacionais para estudos de 

planejamento de candidatos a fármacos e são largamente utilizadas pela indústria farmacêutica 

devido à comprovada eficácia e ao tempo e custo que são otimizados durante o processo. 

Dessa forma, neste trabalho objetivou-se estudar, através de metodologias in silico como 

docking e dinâmica molecular (DM), o modo de interação de AO e AU com as isoformas COX. 

 

II. OBJETIVOS 

 

 Neste trabalho, propõe-se estudar, através de docking e dinâmica molecular, o modo de 

interação dos triterpenoides com as isoformas COX. 

São considerados objetivos específicos: 

1) Validar a metodologia de docking, no AutoDock 4.0, através do docking de nove estruturas 

cristalográficas de isoformas COX com seus respectivos ligantes 3D minimizados; 

2) Submeter as referidas estruturas de isoformas COX a docking com AO e AU e analisar as 

orientações e conformações desses triterpenoides nos sítios ativos, selecionando para a DM 

aqueles complexos que apresentarem interações diferentes entre si; 

3) Submeter os complexos selecionados a longa trajetória de DM e analisar as interações obtidas 

ao final da trajetória, após estabilizada; 

4) Submeter AO e AU a redocking com as estruturas de isoformas COX obtidas dos complexos ao 

final da trajetória de DM para avaliar se os valores de energia livre de binding calculados se 

correlacionarão aos valores de IC50 experimentais relatados. 

02 



 

III. REVISÃO DE LITERATURA 

 

III.1 – O processo inflamatório e as isoformas da ciclooxigenase 

 

 A inflamação é a resposta do organismo a estímulos nocivos químicos, físicos ou biológicos, 

e envolve diversas células e mediadores, que são produzidos no plasma e/ou nas células e regulam 

reações vasculares e celulares gerando dor, tumor, calor e rubor. Sendo localizada ou sistêmica, 

desenvolve-se nas fases aguda (vasodilatação local e aumento da permeabilidade capilar), sub-

aguda (infiltração de células fagocitárias) e proliferativa crônica (degeneração tissular e fibrose) 

[BURKE, SMYTH & FITZGERALD, 2006]. 

 Dentre os mediadores, merecem destaque as prostaglandinas (PG), cujo tipo E2 (PGE2) foi 

sintetizado a partir do AA num sistema enzimático proveniente de vesículas seminais ovinas 

[BERGSTRÖM, DANIELSSON & SAMUELSSON, 1964]. Em 1971, VANE mostrou que a 

biossíntese das PG foi drasticamente diminuída pelos AINES. Em 1976, a enzima responsável pela 

conversão do AA a PGE2 foi isolada do referido sistema enzimático e denominada ciclooxigenase 

[HEMLER & LANDS, 1976]. Em 1990, postulou-se a existência de uma isoforma variante de COX 

devido ao aumento da síntese de PG causado pela endotoxina LPS (lipopolissacarídeo bacteriano) e 

à manutenção dos níveis de atividade da conhecida COX, que foi denominada COX-1 e considerada 

constitutiva enquanto a isoforma induzível pelo LPS foi denominada COX-2 [MASFERRER et al., 

1990]. 

 Vários estudos posteriores contribuíram para elucidar o papel de isoformas COX em 

processos fisiológicos e patológicos. Conforme a FIGURA 1, o estímulo inflamatório contribui para 

o aumento da concentração intracelular de íons cálcio, o que ativa a enzima fosfolipase A2, 

responsável pela liberação de AA para a célula a partir da hidrólise de fosfolipídeos de membrana. 

AA é metabolizado pelo sítio ativo ciclooxigenase das isoformas a prostaglandina G2 (PGG2), que 

por sua vez é metabolizada pelo sítio ativo hidroperoxidase a prostaglandina H2 (PGH2). PGH2 é 

metabolizável por isomerases teciduais específicas originando prostanoides capazes de ativar 

receptores acoplados à proteína G, causando numerosos efeitos fisiológicos e patológicos como a 

inflamação [FITZGERALD, 2003]. Foi confirmado, ainda, que COX-1 é uma isoforma cujo gene é 

constitutivamente expresso em vários tecidos e, sob condições fisiológicas, produz prostanoides 

necessários à modulação das funções gastrintestinais, renais e à homeostase vascular; confirmaram 

também que COX-2, presente principalmente no cérebro e na medula espinhal, é induzível porque o 

respectivo gene tem a expressão aumentada em células inflamatórias em resposta a agentes pró-

inflamatórios, citocinas, endotoxinas e fatores de crescimento, embora a isoforma esteja presente 

constitutivamente em regiões glomerulares e em vasos sanguíneos renais, sendo importante para a 
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manutenção das funções fisiológicas cardiovasculares e renovasculares [BOTTING, 2006]. Foi 

também relatada a existência da COX-3, posteriormente identificada como uma variante da COX-1 

expressa no cérebro e no coração que apresenta a sequência de aminoácidos da COX-1, porém com 

trinta resíduos de aminoácidos extras [CHANDRASEKHARAN et al., 2002; SCHWAB et al., 

2003]. 

FIGURA 1: Cascata de produção dos prostanoides a partir do AA (Adaptado de FITZGERALD, 

2003). COX e HOX correspondem, respectivamente, aos sítios ciclooxigenase e hidroperoxidase. 

  

 Estudos de modelagem comparativa e de estruturas cristalográficas das isoformas COX 

complexadas aos AINES [HARMAN et al., 2007; KURUMBAIL et al., 1996; PICOT, LOLL & 

GARAVITO, 1994] contribuíram para a elucidação das estruturas das isoformas, que serão 

descritas nesse parágrafo conforme as três referências citadas. As isoformas COX-1 e COX-2 

humanas são proteínas integrais de membrana que apresentam massa molecular de 71 kDa por 

monômero e identidade de sequência de aproximadamente 60% e, por esse motivo, têm estruturas 

tridimensionais altamente conservadas, com desvio quadrático médio (RMSD – root mean square 

deviation) de 0,9 Å para todos os carbonos alfa (Cα) da cadeia peptídica (backbone). Entre as 

estruturas de isoformas COX humanas e COX-1 ovina e COX-2 murina, utilizadas 

experimentalmente, há aproximadamente 60% e 87% de identidade de sequência nas estruturas da 

proteína completa e do sítio ativo, respectivamente. As estruturas terciárias de isoformas COX são 

compostas por três domínios distintos: os resíduos N-terminais 33 a 72 formam o domínio de 

ligação do fator de crescimento epidérmico, os resíduos 73 a 116 formam o domínio de ligação à 

membrana, que consiste de uma espiral de alfa-hélices A a D anfipáticas que inserem a isoforma na 

membrana, sendo que a hélice D prolonga-se ao interior da enzima formando o domínio catalítico 

 

O

OH
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globular C-terminal (resíduos 117 a 587) que contém os sítios ativos ciclooxigenase e 

hidroperoxidase [PICOT, LOLL & GARAVITO, 1994]. Daqui em diante, qualquer menção a sítio 

ativo referir-se-á somente ao sítio ciclooxigenase, alvo farmacológico dos AINES. O sítio ativo das 

isoformas COX, simplificadamente representado na FIGURA 2, é um longo canal lipofílico cuja 

entrada é uma constrição feita por Tyr355, Arg120 e Glu524 na superfície da enzima. Os dois 

últimos resíduos citados interagem por interações eletrostáticas mantendo a hélice D fixa e a entrada 

do canal aberta. Entretanto, na presença do substrato ou de inibidores com grupos ácidos que 

possam interagir por ligação de hidrogênio com Arg120, as interações entre este resíduo e Glu524 

podem se quebrar, relaxando a hélice e fechando a entrada do sítio ativo, o que contribui para a 

manutenção da interação do substrato ou inibidor ácido com o sítio. A cerca de 13 Å de Arg120, no 

ápice do canal, encontra-se o resíduo catalítico Tyr385, responsável pela conversão de AA em 

PGG2. Em ambas as isoformas, o canal lipofílico é circundado por Gly526, Ala527, Phe381, 

Leu384, Trp387, Phe513 e Ser530, bem como há uma cavidade adjacente formada por Met113, 

Val116, Val349, Tyr355, Leu359 e Leu531. Em COX-2, os resíduos Leu352, Tyr355, Phe518, 

Val523 e Ser353 formam uma cavidade lipofílica que é mais acessível nessa isoforma do que em 

COX-1 devido às posições 434 e 523 serem ocupadas por isoleucina em COX-1 e por valina em 

COX-2. Como este aminoácido é menos volumoso do que aquele, em COX-2 a cavidade lipofílica é 

maior devido ao resíduo da posição 523 e mais acessível devido ao resíduo da posição 434, dado 

que a cadeia lateral do resíduo 434 e Phe518 formam o portão de entrada desta cavidade. Anexa a 

ela, encontra-se uma cavidade polar circundada por His90, Gln192 e pelo resíduo da posição 513 

(histidina em COX-1, Arginina em COX-2). O grupo guanidina de Arg513 em COX-2 é mais 

extenso que o anel imidazol de His513 em COX-1, o que favorece a interação com grupos polares 

de ligantes. 

FIGURA 2: Sítios ativos de isoformas COX. SP (side pocket, cavidade lateral) e ES (extra space, 

espaço extra) referem-se à cavidade lipofílica acessível em COX-2 e inacessível em COX-1 

conforme explicado no texto. (Adaptado de BOTTING, 2006) 
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III.2 – Formação de complexos receptor-ligante 

 

 A primeira teoria que surgiu para explicar a formação de complexos receptor-ligante foi a 

Teoria da Chave-Fechadura [FISCHER, 1894], que postulou que o ligante numa dada conformação 

e orientação – a “chave” – se encaixaria no sítio ativo, ou cavidade rígida, do receptor – a 

“fechadura” – conforme o espaço disponível para isso ocorrer e a manutenção de interações 

intermoleculares favoráveis levando a um complexo. Entretanto, conforme a Teoria do Encaixe 

Induzido [KOSHLAND, 1958], o receptor e o ligante, estando livres na conformação mais estável, 

são capazes de alterar suas conformações ao se associarem formando o complexo [VERLI & 

BARREIRO, 2004]. 

 Dentre as interações receptor-ligante, merecem destaque aquelas que ocorrem através de 

ligação de hidrogênio; apesar de ocorrerem em menor número que as interações lipofílicas, 

frequentemente são importantes para a manutenção do complexo. Essas interações são usualmente 

consideradas estáveis se a distância entre o átomo de hidrogênio e o átomo aceptor for menor que 

2,0 Å, mas deve ser também considerado que a interação será realmente estável se ocorrer entre o 

átomo de hidrogênio e o par de elétrons não-ligantes do átomo aceptor. Esse parâmetro é avaliado 

indiretamente através do ângulo HÂY, formado entre o átomo de hidrogênio (H), o átomo aceptor 

(A) e o átomo diretamente ligado por covalência (Y) ao aceptor: a interação é considerada estável se 

o ângulo HÂY medido for o mais próximo possível do ângulo ideal, relacionado à hibridação do 

átomo aceptor [LUCK, 1976]. A FIGURA 3 fornece alguns exemplos que ilustram esse conceito. 
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FIGURA 3: Interações por ligação de hidrogênio (em pontilhado) e seus respectivos ângulos HÂY 

ideais, medidos conforme a hibridação dos átomos aceptores O e N. Para o átomo Osp
2, são 

representados dois modos de interação, com o par de elétrons e com a região de caráter negativo. 

 

Em sistemas biológicos, com temperatura, pressão e número de partículas constantes, o 

processo de complexação receptor-ligante é determinado pela variação de energia livre de Gibbs 

(∆G), também conhecida, neste caso, como energia livre de binding (∆Gbind), que consiste na 

energia liberada por uma reação exotérmica [BROOIJMANS & KUNTZ, 2003]. Quanto menor o 

valor de ∆Gbind, mais favorável a formação do complexo, que é governada por efeitos entálpicos e 
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entrópicos conforme a EQUAÇÃO 1. A entalpia H descreve a energia interna total do sistema pelo 

somatório do conteúdo energético de ligações covalentes, ângulos de ligação, diedros e de 

interações intra e intermoleculares e pode ser descrita pela sua variação de energia ∆H. A entropia 

S, cuja variação é denotada por ∆S, mede o conteúdo energético do sistema que não pode ser 

transformado em trabalho, mas em calor, e assim avalia o grau de desordem desse sistema, que 

tende a aumentar conforme a temperatura [ADAMSOM, 1986]. No sistema composto por solvente, 

receptor e ligante, antes da complexação estes dois últimos estão solvatados e podem apresentar 

entropia translacional, rotacional, vibracional e conformacional elevadas devido à liberdade de 

movimento. Entretanto, ao se complexarem, têm as suas entropias diminuídas enquanto a entropia 

do solvente aumenta de forma mais pronunciada, o que eleva a entropia do sistema [BROOIJMANS 

& KUNTZ, 2003]. 

 

∆Gbind = ∆H - T.∆S                               (EQ. 1) 

 

onde ∆H é a variação de entalpia, T é a temperatura do sistema em kelvins e ∆S é a variação de 

entropia, sendo que ∆Gbind negativo denota uma complexação receptor-ligante espontânea. 

No caso de complexos enzima-inibidor, o valor de ∆Gbind pode ser correlacionado a medidas 

experimentais de afinidade como concentração inibitória 50% (IC50 – inhibitory concentration 50%, 

concentração do inibidor necessária para inibir in vitro a atividade enzimática em 50%) e constante 

de inibição (Ki) in vitro, com a qual mantém uma correlação matemática conforme EQUAÇÃO 2. 

 

∆G = R.T.lnKi                               (EQ. 2) 

 

onde R é a constante geral dos gases (1,987 cal.K-1.mol-1), T é a temperatura em kelvins (298,15 K, 

que corresponde à temperatura ambiente 25 ºC) e lnKi representa o logaritmo neperiano de Ki. É 

importante ressaltar que esta equação não apresenta o sinal negativo porque a constante de inibição 

K i é definida para a reação de dissociação EI  E + I, enquanto o ∆Gbind refere-se ao processo 

inverso de ligação E + I  EI, onde E é a enzima e I o inibidor [COPELAND, 2005]. 

Diversos AINES presentes no mercado inibem as isoformas COX em concentrações 

semelhantes, enquanto outros inibem preferencialmente uma delas, o que é verificado 

experimentalmente através dos valores de Ki ou IC50 obtidos in vitro. 

 

III.3 – Anti-inflamatórios não-esteroidais inibidores de COX 
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 Os AINES são considerados tratamento de primeira escolha em inúmeras patologias 

inflamatórias agudas e crônicas como artrite reumatoide e osteoartrite e constituem uma das classes 

de fármacos mais prescritos e utilizados no mundo. A atividade anti-inflamatória decorre, 

principalmente, do bloqueio de isoformas COX, e alguns desses fármacos apresentam também 

atividade analgésica e antipirética [BURKE, SMYTH & FITZGERALD, 2006]. 

 Na FIGURA 4 são dadas as estruturas químicas de alguns AINES clássicos e COX-2-

seletivos. Dentre os AINES clássicos, o ácido acetilsalicílico (AAS) inibe a isoforma COX-1 

seletivamente devido à acetilação irreversível do resíduo Ser530, que não ocorre em COX-2, 

enquanto o diclofenaco inibe ambas as isoformas em concentrações equimolares [BOTTING, 2006; 

MARNETT, 2002]. Todos os AINES clássicos apresentam efeitos colaterais semelhantes como 

depressão da função renal e lesões na mucosa gástrica em decorrência do uso crônico [MITCHELL 

& WARNER, 2006]. Conforme relatado na Introdução, a fim de tratar a inflamação e contornar 

esses efeitos colaterais, a indústria farmacêutica lançou, a partir de 1998, os inibidores COX-2 

seletivos celecoxibe, rofecoxibe, valdecoxibe, etoricoxibe e lumiracoxibe. Entre estes inibidores 

COX-2-seletivos lançados no mercado há uma correspondência estrutural maior pois eles 

pertencem à classe química dos difenil-heterociclos, exceto o lumiracoxibe, pertencente à classe dos 

difenil-acéticos e derivado do diclofenaco. Cabe ressaltar que, apesar de os AINES COX-2-

seletivos serem popularmente conhecidos como “coxibes”, esse termo não apresenta nenhum 

significado químico. A seletividade dos derivados difenil-heterociclos por COX-2 é explicada pela 

introdução do anel fenila que contém enxofre e interage com resíduos da cavidade de seletividade 

desta isoforma, inacessível na isoforma COX-1 [BOTTING, 2006]. A seletividade do lumiracoxibe, 

derivado dos difenil-acéticos, é explicada pela presença do grupo metila no anel aromático, que 

previne o grupo carboxilato do ligante de interagir por ligações de hidrogênio com Arg120 de 

COX-1, ao contrário do que ocorre com COX-2 [CORRÊA et al., 2007]. 
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FIGURA 4: Estruturas moleculares do AAS (1), do diclofenaco (2) e dos COX-2-seletivos 

lumiracoxibe (3), celecoxibe (4), rofecoxibe (5), valdecoxibe (6) e etoricoxibe (7). 
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Em decorrência de os sítios das isoformas COX-1 e COX-2 serem muito semelhantes, 

estudos de cinética enzimática demonstram que todos os inibidores de COX, seletivos para uma das 

isoformas ou não-seletivos, interagem com ambas. Eles podem, porém, interagir através de 

mecanismos cinéticos equivalentes ou distintos, o que justifica o fato de serem irreversíveis ou 

reversíveis, seletivos ou não-seletivos. Os três mecanismos de inibição de isoformas COX são 

discutidos a seguir [GUPTA et al., 2004; KURUMBAIL et al., 1996; MARNETT, 2002]: 

1) inibição irreversível através de ligação covalente, efetuada, por exemplo, pelo AAS através da 

acetilação de Ser530 em COX-1, impedindo a interação de AA com o sítio; 

2) inibição reversível competitiva tempo-independente, efetuada por inibidores competitivos 

reversíveis para ambas isoformas, que competem com o substrato pelo sítio ativo, como ibuprofeno;  

3) inibição reversível tempo-dependente, efetuada sobre ambas isoformas por inibidores não-

seletivos como flurbiprofeno e indometacina, ou apenas sobre COX-2 por inibidores COX-2-

seletivos, que para COX-1 são competitivos reversíveis não-dependentes do tempo, como os 

coxibes. A inibição tempo-dependente geralmente decorre de interações eletrostáticas e/ou 

mudanças conformacionais dinâmicas mais pronunciadas, como por exemplo as interações extras 

por ligação de hidrogênio do grupo sulfonamida dos coxibes com resíduos do bolso de seletividade 

de COX-2 e a ordenação da hélice D de isoformas COX decorrente da interação de inibidores 

ácidos com Arg120. 

 Os coxibes apresentam perfil farmacológico eficaz e livre de efeitos colaterais 

gastrointestinais comumente demonstrados para AINES clássicos, mas efeitos nos sistemas 

cardiovascular e renal foram relatados em decorrência do uso crônico desses fármacos conforme 

descrito na Introdução. A toxicidade cardiovascular dos AINES COX-2-seletivos é explicada pela 

diferença de concentração entre tromboxano A2 (TXA2) e prostaglandina I2 (PGI2) no organismo 

causada por esses fármacos. Nas plaquetas, onde se encontra COX-1, mas não COX-2, PGH2 é 

convertida em tromboxano A2 (TXA2) pela TXA Sintase. Nas células endoteliais, onde se 

encontram COX-1 (constitutiva) e COX-2 (induzível), PGH2 é convertida em prostaciclina PGI2 

pela PGI Sintase. TXA2 e PGI2 exercem ações antagônicas no sistema cardiovascular: enquanto esta 

é vasodilatadora e inibe a agregação plaquetária, aquele é vasoconstritor e ativa a agregação. Logo, 

a atividade de isoformas COX é um dos fatores que contribui para a homeostase cardiovascular. 

Inibindo-se COX-1, a síntese de TXA2 pelas plaquetas e de PGI2 pelas células endoteliais também 

será inibida, o que contribui para o equilíbrio da concentração destes metabólitos. Inibindo somente 

COX-2, a produção de TXA2 pelas plaquetas continuará ativada devido à atividade de COX-1 e não 

será compensada pela produção de PGI2 nas células endoteliais. Dessa forma, a taxa de TXA2 ficará 

muito elevada, o que explica os efeitos vasoconstritores e de agregação plaquetária observados em 

pessoas que fizeram uso crônico de alguns COX-2 seletivos [GROSSER, FRIES & FITZGERALD, 
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2006]. Estudos clínicos sugeriram que o uso de AINES COX-2-seletivos associados ao AAS em 

baixa dose é muito eficaz e seguro, em termos de ação anti-inflamatória e ausência de efeitos 

cardiovasculares, dado que o AAS é anticoagulante [STRAND, 2007]. 

 A investigação da atividade inibitória COX-2-seletiva e da toxicidade de novas moléculas, 

estruturalmente semelhantes ou não aos coxibes, continua, assim como a avaliação destas no 

tratamento de outras doenças como câncer e Mal de Alzheimer [BURKE, SMYTH & 

FITZGERALD, 2006]. Moléculas pertencentes às seguintes classes químicas de produtos naturais 

apresentaram atividade inibitória sobre isoformas COX: flavonoides [SELVAM & JACHAK, 2004; 

WU et al., 2007], xantonas [ZOU et al., 2005], propilbenzoatos [ATHIKOMKULCHAI et al., 

2006], sesquiterpenos [WUBE et. al, 2008], curcuminoides [SELVAM et al., 2005], fenilpropanos 

[HUSS et al., 2002) e triterpenoides [RINGBOM et al., 1998; ZHANG et al., 2004). Neste trabalho, 

avaliou-se in silico a inibição de isoformas COX pelos triterpenoides ácidos oleanólico e ursólico. 

 

III.4 – Os triterpenoides ácidos oleanólico e ursólico 

 

 Os ácidos oleanólico (ácido 3-beta-hidróxi-olea-12-eno-28-óico) e ursólico (ácido 3-beta-

hidróxi-ursa-12-eno-28-óico), AO e AU (FIGURA 5), são triterpenoides encontrados em altas 

concentrações no ginseng (Panax ginseng C.A. Mey) e no cravo-da-índia (Caryophyllus aromaticus 

L.), respectivamente, bem como em centenas de espécies de plantas que apresentam aplicações na 

medicina oriental como anti-inflamatória, analgésica, hepatoprotetora, cardiotônica, sedativa e 

tônica [LIU, 1995]. As atividades anti-HIV, antifúngica, inseticida, hepatoprotetora, anti-tumoral e 

anti-inflamatória de AO, AU e derivados semi-sintéticos são investigadas atualmente; a atividade 

anti-inflamatória decorre da inibição da transcrição gênica de isoformas COX e óxido nítrico sintase 

induzível, bem como da inibição direta de isoformas da COX [LIU, 2005].  

 

FIGURA 5: Estrutura química de AO e AU. 

AO: 
AU:  
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 Os triterpenoides AO e AU mostraram atividade anti-inflamatória por inibição não seletiva 

in vitro sobre as isoformas COX-1 (respectivos IC50 380µM e 210µM) e COX-2 (respectivos IC50 

295µM e 130µM) conforme RINGBOM e colaboradores (1998). Os experimentos demonstraram 

que AU é ligeiramente mais ativo que AO sobre ambas isoformas de COX e que ambos 

triterpenoides são ligeiramente mais ativos sobre COX-2 do que sobre COX-1. Os experimentos, 

feitos com ou sem o uso de pré-incubação de isoformas COX com AO e AU por dez minutos, 

indicaram que esses triterpenoides são inibidores reversíveis competitivos tempo-independentes de 

COX-1 e inibidores reversíveis tempo-dependentes de COX-2 [RINGBOM et al., 1998]. 

As modificações moleculares de AO, AU e de outras moléculas naturais consomem tempo e 

recursos financeiros e, frequentemente, não levam ao sucesso esperado em termos de melhoria da 

atividade farmacológica e/ou da biodisponibilidade. Dessa forma, métodos de modelagem 

molecular in silico que permitam explicar e/ou prever a atividade farmacológica de ligantes sobre 

seus alvos auxiliam no processo de descoberta e desenvolvimento de um candidato a fármaco. 

 

III.5 – Modelagem molecular aplicada ao planejamento racional de fármacos baseado no receptor 

 

Atualmente, o planejamento racional de fármacos baseado na estrutura do receptor é a 

estratégia mais eficiente no desenvolvimento de novos fármacos pois fundamenta-se no bloqueio ou 

estimulação da atividade biológica de macromoléculas como proteínas ou ácidos nucleicos. Esse 

processo consome dezenas de milhões de dólares e cerca de dez a vinte anos, mas a modelagem 

molecular oferece um excelente direcionamento [MARSHALL, 2004]. Os métodos computacionais 

aplicáveis à modelagem molecular podem se basear na mecânica molecular e/ou mecânica quântica 

conforme descrito a seguir. 

 

III.5.1 – Mecânica Molecular (Campos de Força) 

  

A mecânica molecular baseia-se nas leis de Newton (mecânica molecular clássica), trata os 

átomos como corpos sólidos esféricos dotados de carga, raio, massa e polarizabilidade definidas e 

as ligações covalentes como molas, excluindo os elétrons dos cálculos. Os átomos de um sistema, 

ligados ou não por covalência, interagem entre si. As interações ligadas por covalência 

correspondem ao estiramento da ligação covalente (2 átomos), à vibração angular (3 átomos) e à 

torção do ângulo diedro próprio (4 átomos), que ocorre entre o 2º e 3º átomos para que o 1º e 4º 

átomos interajam entre si ou não; além das interações ligadas, ocorrem interações não-ligadas por 

covalência, que correspondem às interações apolares e polares entre átomos neutros, incluindo 

ligações de hidrogênio, e às interações eletrostáticas entre átomos carregados (FIGURA 6). 
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FIGURA 6: Interações entre átomos não ligados [setas verdes] e entre átomos ligados [setas azul 

(estiramento), vermelha (vibração angular) e amarela (torção do diedro próprio)]. 

 

As interações interatômicas determinam a energia potencial V(xi) do átomo i na posição x 

que este ocupa, e esta energia é calculada através de campos de força, que usualmente têm a 

estrutura básica apresentada na EQUAÇÃO 3. 

 

V(x i) = Kr(r - req)
2 + Kθ(θ - θeq)

2 + Vm[1 + cos(nφ - γ)]/2 + (Aij/rij
12 - Bij/rij

6 + qiqj/єrij)             (EQ. 3) 

 

Na EQUAÇÃO 3, os três primeiros termos são denominados termos energéticos covalentes 

e referem-se ao estiramento da ligação covalente, à vibração angular e à torção do ângulo diedro 

próprio, respectivamente, enquanto o último termo é denominado termo energético não-covalente e 

refere-se às interações não-ligadas por covalência. Cada um dos termos citados é composto por 

parâmetros constantes ou variáveis. Os campos de força normalmente não diferem entre si quanto à 

estrutura de cada um dos termos, mas quanto aos valores dos parâmetros inseridos neles, 

usualmente obtidos através de dados experimentais e/ou cálculos de mecânica quântica; [LEACH, 

2006]. Os termos e parâmetros apresentados na EQUAÇÃO 3 serão detalhados no próximo 

parágrafo conforme LEACH (2006). 

Os dois primeiros termos representam as contribuições dos modos de estiramento e 

deformações angulares do sistema e descrevem o desvio em relação ao comprimento de ligação 

ideal (de equilíbrio) req e ao ângulo de equilíbrio θeq, que dependem dos tipos e hibridações dos 

átomos e são obtidos por dados experimentais e de mecânica quântica. Como em temperaturas 

ordinárias os comprimentos das ligações químicas e oscilações angulares variam próximos aos seus 

valores de equilíbrio, obedecem a funções potenciais harmônicas. Estas funções podem ser descritas 

pela lei de Hooke para um sistema de massas unidas por molas, onde Kr e Kθ são as constantes de 

Hooke associadas ao estiramento da ligação covalente específica e ao ângulo formado entre duas 

ligações consecutivas, respectivamente. O terceiro termo acrescenta a contribuição das forças 

relacionadas aos ângulos diedros próprios e representa a energia de deformação da torção em 

relação a um eixo formado entre dois átomos ligados por covalência. Neste termo, Vm é a barreira 

de energia para a torção, n é o número de máximos ou de mínimos de energia em uma torção 

completa (periodicidade),  φ é o ângulo diedro real e γ é o ângulo diedro de referência ou de fase. O 
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quarto termo, apresentado entre parênteses na EQUAÇÃO 3, representa a contribuição das 

interações entre átomos não ligados por covalência e é composto de três sub-termos: (i) o sub-termo 

de repulsão das nuvens eletrônicas, que evita a interpenetração de átomos i e j muito próximos 

conforme a distância r entre os seus núcleos; (ii) o sub-termo de atração relativo às interações de 

van der Waals entre os átomos; (iii) o sub-termo eletrostático de Coulomb, que pode ser atrativo ou 

repulsivo conforme as cargas atômicas parciais qi e qj terem sinais opostos ou iguais, sendo que є 

corresponde à constante dielétrica do meio. A combinação dos dois primeiros sub-termos das 

interações entre átomos não ligados por covalência corresponde ao potencial de Lennard-Jones 12-

6, que tem seu mínimo a uma distância interatômica igual à soma dos raios de van der Waals dos 

átomos i e j. Os parâmetros A (repulsão) e B (atração) dependem da natureza dos átomos 

envolvidos e são determinados por métodos experimentais e cálculos teóricos, podendo incluir 

valores específicos para interações por ligação de hidrogênio. Os valores 12 e 6 são os parâmetros 

de Lennard-Jones típicos usados para modelar as forças de repulsão e de atração. 

 Devido à possível existência de múltiplas interações não-covalentes, o cálculo dos termos 

energéticos não-covalentes, usualmente feito pelas funções potenciais de Lennard-Jones e 

Couloumb, é computacionalmente mais custoso, e por isso raios de corte (cutoff) são utilizados. 

Neste caso, somente os átomos localizados dentro de um raio pré-determinado referente ao átomo 

em estudo são considerados no cálculo dado que as interações tornam-se mais fracas conforme o 

aumento da distância interatômica (GRÁFICO 1). Para as interações medidas pelo potencial de 

Lennard-Jones, a desconsideração a mais de 9 Å é razoável porque a energia corresponde a décimos 

de seu valor máximo. Entretanto, as interações eletrostáticas, que diminuem na proporção de 1/r, 

ainda são significativas em distâncias mais longas, e a desconsideração de tais interações além do 

raio de corte pode levar a resultados incorretos [SCHREIBER & STEINHAUSER, 1992]. 

 

GRÁFICO 1: Variação de energia dos potenciais de Lennard-Jones (A) e Couloumb (B) conforme a 

distância interatômica r entre os átomos i e j. (Adaptado de van der SPOEL et al., 2005) 

 

III.5.2 – Mecânica Quântica 
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 A mecânica quântica, ao contrário da mecânica molecular, determina propriedades 

eletrônicas dos sistemas por considerar o movimento dos elétrons nos seus cálculos. O referencial 

de toda descrição quântica de um sistema está na utilização da equação de Schrödinger, uma 

equação de autovalores porque quando um operador atua sobre uma função, resulta na mesma 

função multiplicada por uma constante [LEACH, 2001]. Na sua forma independente do tempo, é 

descrita como: 

 

             (EQ. 4) 

 

em que a função de onda Ψ, correspondente às posições dos núcleos e elétrons, é autofunção do 

operador hamiltoniano Ĥ correspondente ao autovalor E (energia do sistema). Para átomos ou 

moléculas, a aparente simplicidade da EQUAÇÃO 4 acima desaparece pois ela corresponde a uma 

abreviação de diversos termos. O termo Ĥ corresponde ao operador hamiltoniano, que representa a 

energia total do sistema conforme a EQUAÇÃO 5: 

 

               (EQ. 5) 

 

em que T representa a energia cinética dos elétrons e dos núcleos e os termos Ve-e, Ve-n e Vn-n 

referem-se, respectivamente, às energias potenciais de interação elétron-elétron, elétron-núcleo e 

núcleo-núcleo [LEACH, 2001]. 

 A equação de Schrödinger possui solução exata para o átomo de hidrogênio e cátions 

hidrogenóides, mas não para átomos polieletrônicos e moléculas, necessitando de aproximações que 

são feitas através dos métodos ab initio, de Teoria do Funcional de Densidade (DFT – Density 

Functional Theory) e semi-empíricos. Apesar das aproximações, os três métodos citados são 

computacionalmente mais caros que os métodos de mecânica molecular e serão descritos e 

comparados nos próximos parágrafos conforme LEACH (2001) e ALEX (2006). 

 Os métodos ab initio são assim denominados porque, a partir do início (from first 

principles), ou seja, exclusivamente a partir de constantes físicas como a velocidade da luz, 

constante de Planck e massa atômica, resolvem exaustivamente todas as equações de Hartree-Fock 

sem desprezar quaisquer termos ou integrais do operador Ĥ; assim, são às vezes chamados de 

métodos Hartree-Fock (HF). A resolução das equações para orbitais atômicos e moleculares é 

diferenciada; para o primeiro caso, baseiam-se em equações aplicáveis ao hidrogênio mas, para o 

segundo caso, são empregadas funções orbitais de Slater (STO – Slater type orbitals) [SLATER, 

1930].  
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A realização dos cálculos requer, ainda, a utilização das funções de base (basis functions), 

compostas por funções atômicas que representam cada um dos orbitais atômicos; neste caso, não 

são utilizadas funções de base Slater, mas funções de base Gaussian devido à facilidade de 

implementação. As funções de base STO-nG (Slater Type Orbital – n Gaussian) são bases 

mínimas, em que apenas n funções Gaussian são usadas para representar cada um dos n orbitais 

envolvidos, mas apresentam alguns problemas que podem ser minimizados ou resolvidos pela 

utilização de double zeta basis functions, que utilizam 2n funções Gaussian para cada n orbitais, o 

que torna muito custoso o procedimento computacional. Assim, foram desenvolvidas as funções de 

base split valence double zeta basis functions, que podem utilizar números variados de funções 

Gaussian para os orbitais de valência relacionados à ligação química em questão, para aqueles não 

relacionados a ela e, por fim, para os orbitais internos. Como exemplo, pode-se citar a função de 

base 6-31G, utilizada neste trabalho, que utiliza uma função atômica Gaussian para cada um dos 

seis orbitais internos, 3 funções para cada um dos orbitais de valência mais importantes da sétima 

camada e apenas uma função para cada um dos orbitais de valência da sétima camada menos 

importantes para a ligação química. 

Os métodos de DFT fundamentam-se no paradigma de que o estado de densidade eletrônica, 

que descreve a distribuição de carga em uma molécula, e o Hamiltoniano eletrônico têm uma 

relação funcional, ainda desconhecida; dessa forma, resolvem as equações com menor custo 

computacional que os métodos ab initio porque não utilizam a função de onda como esses métodos, 

mas apenas três coordenadas da molécula, independentemente do seu tamanho. 

Os métodos semi-empíricos consideram somente os elétrons de valência e baseiam-se no 

formalismo de Hartree-Fock utilizando aproximações e parâmetros derivados de dados 

experimentais e/ou da mecânica quântica, menos intuitivos que aqueles da mecânica molecular e 

não utilizáveis nos dois métodos anteriores. Dentre os métodos semi-empíricos, o Austin Model 1 

(AM1) [DEWAR et al., 1985] é muito utilizado atualmente pela rapidez do cálculo e pela qualidade 

da parametrização dos átomos mais comuns em compostos orgânicos, embora apresente, como 

outros métodos mecânico-quânticos semi-empíricos, problemas na parametrização das geometrias 

de ligação de hidrogênio, das hibridações de átomos de nitrogênio de ligações amida e das 

hibridações de anéis aromáticos heterocíclicos [SHAFFER & WIERSCHKE, 1993]. 

Sob o aspecto de não utilizar parâmetros empíricos, a DFT pode ser considerada como uma 

teoria de natureza ab initio de menor custo computacional. Devido aos custos computacionais, os 

métodos ab initio e de DFT são apropriados para sistemas que contém dezenas de átomos, enquanto 

os métodos semi-empíricos são apropriados para sistemas que contém centenas de átomos. 

 

III.6 – Métodos computacionais para previsão de interações proteína-ligante 
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A aplicação de métodos computacionais para estudar a formação e estabilidade de 

complexos ligante-receptor é alvo de intensas pesquisas por parte da indústria farmacêutica, que 

investe cerca de 10% do faturamento no desenvolvimento de algoritmos de simulação que sejam 

capazes de testar milhares de ligantes sobre a estrutura do alvo em curto intervalo de tempo e com 

um custo reduzido. Denomina-se docking (ancoramento) molecular o método que busca prever 

geométrica e energeticamente o encaixe do ligante no sítio ativo do receptor através de algoritmos 

de simulação [KITCHEN et al., 2004]. 

Conforme GANI (2007), a partir da década de 80, foram desenvolvidos algoritmos de 

docking rígido que tratavam ligante e receptor como corpos rígidos, em que somente os seis graus 

de liberdade rotacionais e translacionais eram explorados. Em seguida, foram desenvolvidos 

algoritmos de docking flexível que consideravam o ligante flexível (exploração dos graus de 

liberdade conformacionais além daqueles já mencionados) e o receptor rígido conforme a Teoria da 

Chave-Fechadura. Posteriormente, foram desenvolvidos algoritmos que, além de tratar o ligante 

flexível, tratavam o receptor parcial ou totalmente flexível, conforme a Teoria do Encaixe Induzido. 

Os algoritmos de simulação aplicáveis ao docking devem ser capazes de investigar uma complexa 

superfície para prever a orientação e conformação do ligante no sítio ativo do receptor e para isso 

utilizam uma função de busca estratégica. Para docking flexível, as funções de busca estratégica são 

classificadas em sistemática, determinística ou estocástica, descritas no parágrafo seguinte 

conforme GANI (2007) e KITCHEN e colaboradores (2004). 

As funções de busca sistemática exploram combinatoriamente todos os graus de liberdade 

do ligante durante a busca. Como exemplo, pode-se citar os algoritmos de construção incremental 

baseados em fragmentos, que dividem os ligantes em pequenos fragmentos e fazem a reconstrução 

incremental deles no sítio do receptor avaliando combinatoriamente os graus de liberdade. As 

funções de busca determinística baseiam-se nas leis do movimento newtonianas para, dado um 

estado inicial de entrada, calcular posições e velocidades de átomos conforme a variação do tempo. 

Produzem determinado estado de saída conforme o estado inicial de entrada e as condições de 

simulação como temperatura, pressão e tempo decorrido. Assim, a utilização das mesmas condições 

iniciais e dos mesmos parâmetros gera o mesmo estado final. Essas funções são utilizadas pelos 

métodos clássicos de minimização de energia e de dinâmica molecular. Nas funções de busca 

estocástica ou randômica a busca é regida por movimentos aleatórios dos graus de liberdade do 

estado inicial, geralmente mudando um grau de liberdade por vez. Assim, essas funções podem 

resultar em diferentes saídas para o mesmo estado inicial de entrada que serão aceitas conforme 

critérios pré-estabelecidos e, por isso, as funções de busca estocástica não possuem garantia de 

convergência, requerendo múltiplas execuções independentes entre si. 
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Os algoritmos de docking seriam considerados ineficazes se não tivessem a capacidade de 

estimar a afinidade da interação entre o receptor e as conformações e orientações do ligante 

propostas. Dessa forma, além de apresentarem a função de busca estratégica, apresentam também a 

função de pontuação (scoring), responsável por prever o ∆Gbind dos complexos propostos pela 

função de busca estratégica. As funções de pontuação utilizadas pelos programas de docking 

dividem-se em três tipos: funções derivadas dos campos de força, empíricas e baseadas em 

conhecimento, descritas no próximo parágrafo conforme GANI (2007) e KITCHEN e 

colaboradores (2004). 

As funções baseadas em campos de força utilizam potenciais derivados dos campos de força 

da mecânica molecular (EQUAÇÃO 3) relacionados à entalpia e ainda incluem termos entrópicos 

relacionados à mobilidade conformacional e dessolvatação. Apresentam como desvantagem a 

inclusão de cutoff para avaliação das interações, que frequentemente são padronizadas de forma 

arbitrária, especialmente no caso de interações eletrostáticas. As funções empíricas fundamentam-se 

no somatório de termos entálpicos e entrópicos semelhantes àqueles citados para as funções 

baseadas em campos de força. Entretanto, esses termos são ajustados por coeficientes obtidos 

através da regressão de valores de energias determinadas experimentalmente para vários complexos 

ligante-receptor. Assim, a qualidade das funções empíricas está intimamente relacionada ao 

conjunto de complexos utilizados durante o ajuste dos coeficientes. As funções baseadas em 

conhecimento foram planejadas para reproduzir ∆Gbind como um potencial de forças calculadas a 

partir da freqüência de contatos interatômicos de um conjunto de estruturas. Conforme a freqüência 

e as distâncias interatômicas das interações ligante-receptor presentes no complexo avaliado 

correspondam às medidas verificadas experimentalmente em complexos conhecidos, tais interações 

são pontuadas gerando o valor de ∆Gbind. Logo, assim como as funções empíricas, é um método de 

cálculo fácil, porém a sua eficiência é dependente do conjunto de complexos utilizados no ajuste. 

A eficácia das funções de busca estratégica e pontuação é avaliada por dockings de 

validação, ou redocking, em que o ligante de um complexo ligante-receptor é retirado da estrutura 

cristalográfica obtida experimentalmente e ambos são submetidos ao docking. A eficácia da função 

de busca é avaliada pelo RMSD do ligante obtido do docking quando comparado ao ligante 

cristalográfico da estrutura utilizada, sendo consensual que um RMSD menor que 2 Å é necessário 

para a validação da metodologia utilizada [PLEWCZNSKI et al., 2010]. Isso ocorre porque a 

maioria das estruturas cristalográficas têm resolução de 2 Å, e assim torna-se desnecessário exigir 

que o docking tenha uma exatidão maior que a resolução da estrutura cristalográfica; dessa forma, 

pode-se utilizar o valor da resolução da estrutura cristalográfica como o valor máximo de RMSD 

tolerável para o docking [ONODERA, SATOU & HIROTA, 2007]. A eficácia da função de 

pontuação é avaliada em termos da comparação dos valores de ∆Gbind previsto e calculado a partir 
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de dados experimentais, bem como através da correlação de dois ou mais valores teóricos com 

dados experimentais de afinidade dos complexos como Ki e IC50. As funções de pontuação 

atualmente disponíveis constituem o grande problema do docking pois não são capazes de fornecer 

dados teóricos que se correlacionem aos experimentais devido às suas limitações; estas não estão 

relacionadas somente à falta de flexibilidade da proteína e ao tratamento inadequado da solvatação, 

que podem ser contornados com a utilização da dinâmica molecular, mas principalmente à natureza 

simplista das funções de energia empregadas [GANI, 2007; KITCHEN et al., 2004; TERAMOTO 

& FUKUNISHI, 2007]. 

Diversos estudos já foram publicados a respeito da avaliação comparativa de funções de 

busca e/ou de pontuação aplicáveis a programas de docking, e o mais recente e amplo dentre estes 

foi publicado por PLEWCZNSKI e colaboradores em 2010, que avaliaram sete programas de 

docking (Surflex, LigandFit, Glide, GOLD, FlexX, eHiTS e AutoDock) sobre 1300 complexos e 

concluíram que os programas que utilizam algoritmo genético na busca, GOLD [JONES et al., 

1997] e AutoDock [MORRIS  et al., 1998], foram mais hábeis que os outros a posicionar o ligante 

no sítio, mas as funções pontuação de todos os programas mostraram desempenho ruim. 

Os estudos de complexos de isoformas COX com triterpenoides AO e AU, objetos desse 

trabalho, consistiram de docking flexível com AutoDock 4.0 [MORRIS et al., 2009], que utiliza 

algoritmo genético Lamarckiano e função de pontuação empírica, e de dinâmica molecular com 

GROMACS 4 [HESS et al., 2008], utilizando campo de força do pacote GROMOS96. Esses 

métodos e programas serão discutidos nas seções seguintes. 

 

III.7 – AutoDock 4.0  

 

 O AutoDock 4.0 foi desenvolvido para a previsão das interações de ligantes flexíveis com 

receptores macromoleculares rígidos ou parcialmente flexíveis. Neste trabalho, foi utilizado o 

algoritmo genético Lamarckiano (LGA – Lamarckian genetic algorithm) [MASHHADI, 

SHANECHI & LUCAS, 2003] inserido no programa. Ele combina uma busca global eficiente a 

partir de locais distantes do mínimo – feita pelo algoritmo genético, que é falho para busca local 

próxima ao mínimo – com um método de busca local por minimização de energia. Assim, utiliza 

método de busca estocástica associado a um método de minimização determinístico [GEN & 

CHENG, 1999; THOMSEN, 2003]. A seguir, será detalhado o funcionamento do LGA conforme 

trabalhos publicados por MORRIS e colaboradores em 1998 e 2009, bem como por THORMANN e 

PONS em 2001. 

O LGA inicia a busca pela criação aleatória de uma população inicial com um número de 

indivíduos definido pelo usuário, sendo que cada indivíduo representa um cromossomo (possível 
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solução para o docking, ou seja, orientação e conformação do ligante no alvo). Cada cromossomo é 

composto de genes (valores das variáveis ou dos conjuntos de variáveis, que correspondem aos 

graus de liberdade rotacional, translacional e conformacional). A criação da população inicial é 

seguida de ciclos sucessivos de gerações até que o número máximo de gerações ou o número 

máximo de avaliações de energia seja alcançado. Cada geração consiste de mapeamento, avaliação, 

seleção, cruzamento, mutação, mapeamento, avaliação, minimização e seleção. O mapeamento 

transforma o genótipo de cada indivíduo no fenótipo correspondente, que permite a avaliação prévia 

do ∆Gbind. Aqueles cromossomos cujos fenótipos apresentam menor ∆Gbind são selecionados para 

cruzamento e mutação gênica, que são feitos aleatoriamente entre os membros da população 

gerando novos indivíduos que substituem os originais, mantendo o número da população constante. 

Os indivíduos são novamente mapeados gerando os fenótipos que terão ∆Gbind calculado e aqueles 

mais estáveis são submetidos à minimização de energia local gerando outros fenótipos ainda mais 

estáveis, cujos indivíduos substituem os anteriores mantendo o número da população constante. 

Para a geração posterior, são selecionados aqueles indivíduos referentes a fenótipos mais estáveis. 

Conforme determinado pelo usuário, corridas múltiplas, compostas por milhares de gerações, são 

realizadas pelo LGA e cada uma delas fornece uma solução final (complexo ligante-receptor). Em 

seguida, o programa ordena as soluções conforme o ∆Gbind e agrupa-as em clusters (conjuntos) 

conforme o RMSD. 

Conforme HUEY e colaboradores (2007), a função de pontuação empírica do AutoDock 4.0, 

calibrada para átomos unidos (considera somente átomos pesados e hidrogênios polares) calcula o 

∆Gbind do complexo formado entre receptor rígido ou parcialmente flexível e ligante flexível 

conforme EQUAÇÃO 6, utilizando-se de seis termos V relacionados às avaliações pares (baseadas 

no ligante e no receptor) e um termo ∆Sconf relacionado à entropia conformacional. 

 

∆Gbind = (VL-L
comp - V

L-L
ncomp) + (VR-R

comp - V
R-R

ncomp) + (VR-L
comp - V

R-L
ncomp) + ∆Sconf        (EQ. 6) 

 

onde L refere-se ao ligante, R ao receptor, “comp” ao estado complexado e “ncomp” ao estado não 

complexado. Os termos V do primeiro e segundo grupos referem-se, respectivamente, às diferenças 

de energias intramoleculares do ligante e do receptor, enquanto os termos V do terceiro grupo 

referem-se à mudança na energia intermolecular entre os estados complexado e não complexado. As 

energias intramoleculares são calculadas para todos os pares de átomos, excluindo interações entre 

átomos ligados por covalência (estiramento, ângulo e diedro). Assume-se que ligante e receptor 

estão suficientemente distantes um do outro no estado não complexado para se considerar VR-L
ncomp 

igual a zero e, no caso de docking com receptor rígido, os termos do segundo conjunto se anulam 
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pois os estados não complexado e complexado do receptor são idênticos. Assim, para estudos de 

docking com receptor rígido a EQUAÇÃO 6 simplifica-se à EQUAÇÃO 7: 

 

∆Gbind = (VL-L
comp - V

L-L
ncomp) + VR-L

comp + ∆Sconf              (EQ. 7) 

 

em que o último termo refere-se à diminuição da entropia torcional, diretamente proporcional ao 

número de ligações torcionáveis Ntor do ligante (EQUAÇÃO 8), incluindo ligações com átomos de 

hidrogênios polares. 

 

∆Sconf = Wconf.Ntor               (EQ. 8) 

 

onde Wconf corresponde à constante empírica de mudanças conformacionais. Cada um dos termos V 

das EQUAÇÕES 6 e 7 apresentam a seguinte estrutura (EQUAÇÃO 9): 

 

 (EQ. 9) 

 

em que as constantes empíricas W foram otimizadas para calibrar os termos com base em 188 

complexos experimentais de ∆Gbind determinado e os termos representados por “vdw”, “lig.Hidr”, 

“eletr” e “dess” referem-se às interações de van der Waals, ligações de hidrogênio, eletrostáticas e à 

dessolvatação, respectivamente. 

 Na EQUAÇÃO 9, os três primeiros termos correspondem às interações não-ligadas dos 

campos de força da mecânica molecular: o primeiro termo modela as interações de van der Waals e 

utiliza o potencial padrão de Lennard-Jonnes 12-6 e os parâmetros energéticos A e B obtidos do 

campo de força AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) [WEINER et al., 

1984]; o segundo termo modela as interações por ligação de hidrogênio utilizando o potencial de 

Lennard-Jonnes 12-10, os parâmetros energéticos C e D obtidos do campo de força AMBER, 

referentes às distâncias H...A (hidrogênio-aceptor), e o coeficiente E(t) referente à direcionalidade 

da ligação de hidrogênio conforme ângulo t formado entre o átomo-teste, o hidrogênio e o átomo 

alvo (doador) na proteína; o terceiro termo corresponde ao potencial de Coulomb para as interações 

eletrostáticas considerando as cargas atômicas q; o quarto termo modela o potencial de 
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dessolvatação utilizando o volume atômico V, o parâmetro de solvatação atômica S e uma constante 

σ equivalente a 3,5 Å [HUEY et al., 2007]. 

Todos os termos V e o termo de dessolvatação são avaliados utilizando potenciais de 

afinidade molecular do receptor determinados previamente pelo módulo AutoGrid 4.0 [MORRIS et 

al., 2009]. Com esse programa auxiliar, o receptor é envolvido numa malha tridimensional (grid) 

centrada no sítio ativo. As partículas-teste, ou seja, os átomos-teste inseridos nos ligantes 

(usualmente C, N, O, H, F, Cl, Br, I e S) e uma partícula de carga e (1,60219.10-19 C), percorrem 

todos os pontos do grid, usualmente distantes 0,375 Å entre si, registrando as energias de interação 

com todos os átomos do receptor localizados a menos de 8 Å de distância e gerando os mapas de 

potencial de afinidade interatômica. Esses mapas representam uma tabela de consulta para a 

avaliação das energias de interação que ocorrerá durante o docking, quando, para cada átomo do 

ligante posicionado no sítio, serão calculadas todas as energias. Logo, os cálculos executados 

durante o docking são proporcionais ao número de átomos do ligante e não do receptor, o que torna 

o processo computacionalmente menos custoso [KITCHEN et al., 2004; MORRIS et al., 1998]. 

A adequada previsão das interações está relacionada à qualidade das cargas atômicas 

atribuídas ao ligante e ao receptor, que no AutoDock 4.0 são do tipo Gasteiger [GASTEIGER & 

MARSILI, 1980]. Essas cargas foram parametrizadas para moléculas e íons com ligações 

covalentes σ e sistemas π não-conjugados considerando a eletronegatividade e o potencial de 

ionização dos orbitais, que estão intimamente relacionados aos orbitais vizinhos. Dessa forma, o 

cálculo das cargas Gasteiger é simples e rápido, quando comparado ao cálculo por mecânica 

quântica, porque depende apenas dos tipos dos átomos e das ligações entre eles. 

 

III.8 – Dinâmica Molecular 

 

 A Dinâmica Molecular (DM) é uma metodologia de simulação aplicável ao estudo do 

docking receptor-ligante e de ambos isolados e, devido às suas características peculiares quando 

comparada a outras metodologias de docking, como a flexibilidade de ligante e receptor, utilização 

de solvatação explícita e avaliação da estabilidade do complexo ao longo do tempo, deve ser tratada 

à parte [KARPLUS & PETSKO, 1990]. 

Os métodos de DM utilizam função de busca determinística e fundamentos da mecânica 

molecular clássica para descrever o comportamento dinâmico do sistema ao longo do tempo; logo, 

descrevem as posições dos átomos em função do tempo, que tendem a se ajustar no sistema para 

diminuir a energia potencial [LEACH, 2006]. Conforme já mencionado, o cálculo da energia 

potencial em função da posição atômica é feito por campos de força. Assim, a simulação por DM 

requer a escolha de um campo de força adequado para calcular a energia potencial V(xi) de cada 
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átomo i na posição x em que este se encontra [van GUNSTEREN & BERENDSEN, 1990]. Dentre 

os campos de força aplicáveis à DM de complexos proteína-ligante em meio aquoso 

(parametrizados para resíduos de aminoácidos em meio solvatado) e de átomos unidos (apresentam 

menor custo computacional pelo fato de desconsiderar átomos de hidrogênio apolares) encontra-se 

disponível para uso gratuito no GROMACS 4 o pacote GROMOS96. 

 

III.8.1 – Campo de força GROMOS96 

 

O pacote GROMOS96 inclui a versão original 43A1 [DAURA, MARK & van 

GUNSTEREN, 1998] e as versões subsequentes como 45A3 [SCHULER, DAURA & van 

GUNSTEREN, 2001], utilizada nesse trabalho. Apesar de utilizar parâmetros diferenciados da 

versão inicial 43A1, especialmente para átomos de carbono alifáticos, a versão 45A3 apresenta a 

mesma estrutura de equação que a versão 43A1 para o cálculo de V(xi). Os termos não-covalentes 

(interações de van der Waals, incluindo interações por ligação de hidrogênio, e eletrostáticas) de 

ambas as versões são iguais aqueles da EQUAÇÃO 3 e estão representados na EQUAÇÃO 10 por 

TNC, mas os termos energéticos covalentes são diferentes e estão descritos nesta Equação conforme 

DAURA, MARK & van GUNSTEREN (1998). 

 

V(x i) = Kr(r
2 - r2

eq)
2/4 + Kθ(cosθ - cosθeq)

2/2 + Kφ[1 + cos(nφ - γ)] + Kξ(ξ - ξeq)
2/2 + TNC    (EQ. 10) 

 

Conforme EQUAÇÃO 10, o primeiro termo (potencial do estiramento de ligação covalente) 

difere daquele mencionado na EQUAÇÃO 3 por ser um potencial quártico (1/4) ao invés de 

harmônico (1/2), o que é uma desvantagem pois a média da energia de um único estiramento reduz-

se à metade de um potencial harmônico normal; entretanto, dado que nenhuma raiz quadrada de r 

deverá ser calculada previamente, o cálculo terá um custo computacional menor. O segundo termo 

(vibração angular) da EQUAÇÃO 10 difere, quanto ao campo de força clássico (EQUAÇÃO 3), 

pela utilização dos cossenos dos ângulos real e de equilíbrio. 

O termo do diedro pode ser calculado para diedro próprio, representado na FIGURA 6, ou 

para diedro impróprio, utilizado para manter grupos no plano, como ocorre em anéis aromáticos, e 

para prevenir que as moléculas deformem-se em suas imagens espectrais. Diferentemente de outros 

campos de força da mecânica molecular aplicáveis à DM, GROMOS96 aplica o cosseno de ângulo 

diedro próprio somente sobre dois átomos centrais no caso de a molécula ter mais de uma 

possibilidade; isso ocorre, por exemplo, no 2-Metilbutano, em que o diedro próprio será calculado 

para a rotação da ligação entre C-2 e C-3, uma interação 1-4 de grupos metila será considerada 

diedro enquanto a outra será considerada interação 1-4 não-ligada. No termo de diedro próprio 
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(terceiro termo da EQUAÇÃO 10), Kφ é a constante que define a barreira rotacional, n é o número 

de mínimos para a rotação de uma ligação química específica, φ é o ângulo diedral para a ligação 

central e δ é a defasagem no ângulo diedral; nota-se, em comparação com o termo do diedro 

clássico (EQUAÇÃO 3), que o GROMOS96 não aplica um potencial harmônico (divisão do valor à 

metade). No termo de diedro impróprio (quarto termo da EQUAÇÃO 10), Kξ é a constante a ser 

ajustada para descrever a vibração diedral imprópria específica que tem ξeq como ângulo de 

equilíbrio. 

 

III.8.2 – Equações do movimento aplicáveis à DM 

 

Conforme descrito por van GUNSTEREN & BERENDSEN (1990), NAMBA, SILVA e 

SILVA (2008) e LEACH (2006), a derivada da energia potencial V(xi) em relação à posição xi 

calculada pelo campo de força fornece a força Fi(t) atuante sobre o átomo i no instante t conforme 

EQUAÇÃO 11: 

 

Fi(t) = - ∂V(x i)/∂xi        (EQ. 11) 

  

Dessa forma, pode ser calculada a aceleração a do átomo i no instante t (EQUAÇÃO 12) 

 

   Fi(t) = miai           (EQ. 12) 

 

em que mi equivale à massa do átomo i. Integrando a EQUAÇÃO 13, é obtida a velocidade do 

átomo i no instante t: 

 

ai = vi(t)/t                (EQ. 13) 

   

Integrando a EQUAÇÃO 14, é obtida a nova posição x do átomo i no tempo t+∆t: 

 

vi(t) = xi(t)/t           (EQ. 14) 

 

O campo de força, então, recalcula a energia potencial V(xi) do átomo i na nova posição x 

ocupada por ele, reiniciando o ciclo. A simulação por DM consiste na resolução dessas equações 

passo a passo, de forma a calcular as velocidades e posições de todos os átomos em função do 

tempo, gerando a trajetória [van GUNSTEREN & BERENDSEN, 1990]. 
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III.8.3 – Parâmetros aplicáveis à simulação por DM 

 

Como sistemas biológicos são formados por centenas ou milhares de átomos, a resolução 

das equações, particularmente a integração, não pode ser feita continuamente devido ao alto custo 

computacional, mas em passos de integração separados por ∆t, que deve ser menor que o tempo 

gasto nos movimentos mais rápidos que possam ocorrer na estrutura, ou seja, os movimentos 

vibracionais das ligações covalentes com átomos de hidrogênio, a fim de que estes movimentos 

sejam considerados [van GUNSTEREN & BERENDSEN, 1977]. Se essas ligações covalentes 

forem mantidas livres para vibrar durante a DM, deve ser usado ∆t de 1 fs; se forem mantidas fixas, 

o que é feito com algoritmos de restrições (constrains) moleculares como SHAKE [RYCKAERT, 

CICCOTTI & BERENDSEN, 1977] e LINCS (Linear Constraint Solver) [HESS et al., 1997], pode 

ser usado ∆t de 2 fs, o que diminuirá à metade o tempo do cálculo [NAMBA, SILVA & SILVA, 

2008]. No caso de trajetórias longas e/ou de estruturas macromoleculares, as restrições não afetam a 

trajetória devido aos movimentos de alta frequência se tornarem irrelevantes [ELBER, GHOSH & 

CÁRDENAS, 2002]. 

No algoritmo SHAKE, um conjunto de distâncias e ângulos de referência é empregado para 

alterar um conjunto de coordenadas existentes gerando um novo conjunto, que deve satisfazer os 

valores presentes na lista de referência; dado um valor de tolerância, o algoritmo SHAKE corrige as 

coordenadas atômicas relacionadas às ligações constrangidas até que seja satisfeito o critério de 

tolerância, para então permitir que a simulação avance para o próximo passo [RYCKAERT, 

CICCOTTI & BERENDSEN, 1977]. O algoritmo LINCS retorna as ligações aos seus 

comprimentos corretos após cada passo sem a aplicação de restrições moleculares, o que o torna 

mais estável e rápido que o algoritmo SHAKE [HESS et al., 1997]. 

As integrações das equações nos intervalos ∆t para o cálculo das novas posições atômicas 

r(t) são feitas por algoritmos de integração como o de Verlet [VERLET, 1967] ou a variação dele 

conhecida como Leap-frog (meio-passo) [HOCKNEY, 1970]. O algoritmo de Verlet não utiliza a 

velocidade no cálculo, o que representa um problema para o cálculo da temperatura e energia 

cinética do sistema, que pode ser solucionado pela utilização do algoritmo Leap-Frog, em que as 

velocidades são atualizadas em tempos intermediários àqueles da atualização das posições e a 

atualização das posições depende das velocidades [LEACH, 2006]. A utilização das velocidades 

para o cálculo das novas posições atômicas permite o acoplamento do sistema a um banho térmico 

pela correção das velocidades, o que é importante para a simulação de sistemas biológicos 

[NAMBA, SILVA & SILVA, 2008]. Como a energia potencial é uma função das posições, e a 

variação destas posições depende das velocidades, o controle das velocidades representa, além do 
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controle da energia cinética, o controle da energia potencial; consequentemente, o controle da 

energia total do sistema [van der SPOEL et al., 2005; NAMBA, SILVA & SILVA, 2008]. 

 Durante a simulação, considera-se que não há forças externas atuando sobre o sistema, o que 

permite controlar a manutenção e a variação, conforme a necessidade do usuário, dos seguintes 

parâmetros: número de átomos (N), volume (V), energia total (E), energia entálpica (H), pressão (P) 

e temperatura (T) [NAMBA, SILVA & SILVA, 2008]. O conjunto de configurações e propriedades 

mantidas constantes durante a DM é denominado ensemble (associação). São utilizados quatro tipos 

de ensembles, em que as letras das siglas referem-se aos parâmetros mantidos constantes: 

microcanônico (NVE), canônico (NVT), isobárico-isoentálpico (NPH) e isobárico-isotérmico 

(NPT), sendo este último usualmente aplicado a sistemas biológicos, o que requer o controle de 

temperatura e pressão do sistema por termostatos e barostatos, respectivamente [NAMBA, SILVA 

& SILVA, 2008; LEACH, 2006]. 

 A temperatura T está relacionada com a diferença de velocidades atômicas e o método mais 

comum para o seu controle é o acoplamento do sistema a um banho externo com temperatura T0 

fixa; nesse procedimento as velocidades das partículas são corrigidas a cada passo da simulação a 

fim de ajustar a energia cinética do sistema à temperatura selecionada [van GUNSTEREN & 

BERENDSEN, 1990]. De forma semelhante ao acoplamento de temperatura, o sistema também 

pode ser acoplado a um banho de pressão por um barostato, em que as variáveis T são substituídas 

por P e as velocidades atômicas são substituídas pelas posições [van GUNSTEREN & 

BERENDSEN, 1990]. O termostato e o barostato de Berendsen [BERENDSEN et al., 1984] são os 

mais utilizados [NAMBA, SILVA & SILVA, 2008]. 

 Independentemente do ensemble utilizado, todas as simulações de DM utilizam número 

finito de átomos, e aqueles da superfície podem escapar causando efeitos de superfície indesejáveis 

dado que os sistemas tendem a se deformar para minimizar a área superficial. A forma mais 

adequada de resolver esse problema é utilizar condições periódicas de contorno, em que os átomos 

são colocados em uma caixa e esta é replicada em todas as direções do espaço, logo os efeitos de 

superfície exercidos sobre os átomos serão eliminados [van GUNSTEREN & BERENDSEN, 1990; 

LEACH, 2006]. Assim, quando um átomo move-se na caixa original, suas imagens periódicas 

movem-se da mesma maneira nas caixas-imagem; se um átomo sai da caixa original, sua imagem 

periódica entra pela face oposta da caixa imagem com a mesma velocidade. No tratamento das 

interações de curto alcance como van der Waals, adota-se a convenção da imagem mínima para 

evitar que um átomo i da caixa central, que deve interagir somente com o átomo j, interaja com a 

sua própria imagem e/ou com átomo j e a imagem periódica deste átomo; este método é 

computacionalmente mais caro, mas tem sido normalmente empregado devido à representação mais 

real dos sistemas [LEACH, 2006]. 
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O meio em que os sistemas biológicos são solvatados têm grande influência em sua 

estrutura, dinâmica e termodinâmica. Na simulação por DM de complexos receptor-ligante, uma 

representação explícita do solvente ao redor e nas cavidades do complexo é muito importante para a 

reprodução das forças que atuam nos sistemas biológicos, apesar de elevar o custo computacional 

da simulação [LEACH, 2006]. Diversos potenciais foram desenvolvidos para representar as 

moléculas de água explicitamente, como o modelo Simple Point Charge (SPC) [BERENDSEN, 

GRIGERA & STRAATSMA, 1987], que é o mais adequado para ser utilizado com o pacote 

GROMOS96 [van der SPOEL et al., 2005]. 

 

III.8.4 – Etapas da simulação por DM 

 

 As simulações por DM podem ser divididas em cinco etapas a partir do momento em que se 

tem as estruturas tridimensionais e as topologias dos sistemas de interesse: etapa inicial, 

minimização, termalização, equilibração e produção [KARPLUS & PETSKO, 1990]. 

 Na etapa inicial é criada a caixa de solvatação contendo receptor e/ou ligante, solvente e 

íons caso sejam necessários para neutralizar as cargas do sistema. 

 Na etapa de minimização de energia o sistema é relaxado para corrigir possíveis distorções 

nas ligações, ângulos e interações, diminuindo consideravelmente as forças Fi atuantes sobre os 

átomos i até próximo de zero e, consequentemente, a energia potencial do sistema [LEACH, 2006]. 

O procedimento consiste em percorrer a superfície do potencial na direção em que a energia 

decresce de forma a levar o sistema ao mínimo de energia local próximo ou até mesmo global. Os 

algoritmos de minimização mais utilizados em DM são Steepest Descent e dos gradientes 

conjugados [NAMBA, SILVA & SILVA, 2008; LEACH, 2006]. O primeiro deles utiliza a derivada 

primeira para determinar a direção do mínimo a partir de uma estrutura de alta energia potencial, 

enquanto o segundo algoritmo utiliza as informações obtidas pela derivada primeira para determinar 

a direção ótima de busca, ou seja, fazer o sistema chegar mais próximo ao mínimo global. Logo, o 

método do gradiente conjugado deve ser utilizado após a minimização por Steepest Descent 

[LEACH, 2006]. 

 Após a minimização, há força Fi insignificante atuando sobre os átomos do sistema 

minimizado, logo eles não têm aceleração significativa conforme EQUAÇÃO 12 e, 

consequentemente, não adquirem velocidade conforme EQUAÇÃO 13 e, portanto, não ocupam 

nova posição no sistema conforme EQUAÇÃO 14. Assim, no início da etapa de termalização as 

velocidades iniciais são atribuídas aleatoriamente aos átomos conforme a distribuição de Maxwell-

Boltzmann, que gera a probabilidade de um átomo i de massa mi ter a velocidade vi na temperatura 

inicial T desejada. Como a atribuição das velocidades a cada temperatura pode introduzir 
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perturbações no sistema, inclusive deformações em macromoléculas, é recomendado que ele seja 

aquecido lentamente a partir de uma baixa temperatura, usualmente 10 K, até a temperatura de 

equilíbrio, usualmente 310 K, visando uniformizar as suas energias. Nesta etapa, o solvente é 

considerado flexível e soluto é considerado rígido para que aquele se movimente da superfície para 

as cavidades deste. 

 A equilibração consiste na simulação do sistema pelo tempo necessário para que ele se 

equilibre, ou seja, para que suas diversas propriedades (energias cinéticas e potenciais, estrutura, 

temperatura, pressão e demais parâmetros que se deseja observar) estabilizem-se. 

Na etapa de produção as propriedades médias que se deseja estudar estão equilibradas e, 

portanto, podem ser analisadas. 

 

III.9 – Associação de docking e DM para o estudo de complexos receptor-ligante 

 

 Neste trabalho, optou-se por utilizar docking e DM para geração e refinamento dos 

complexos de COX com triterpenoides devido a algumas utilidades e limitações de ambas as 

técnicas, discutidas no parágrafo seguinte conforme ALONSO, BLIZNYUK e GREADY (2006). 

Inicialmente, cabe ressaltar que o algoritmo de docking utilizado executa a busca por 

orientações e conformações do ligante no sítio de forma randômica, o que é interessante para a 

proposição de diferentes encaixes do ligante no sítio, enquanto a DM executa uma busca 

determinística ao refinar os complexos. Outro aspecto importante é que, ao contrário do método de 

docking utilizado, a DM permite a total flexibilização do receptor, o uso de solvatação explícita e a 

utilização de PME para o tratamento das interações eletrostáticas de longa distância. Além disso, a 

DM é útil para a avaliação dos complexos ao longo do tempo, o que pode fornecer informações 

importantes sobre a estabilidade destes. Um aspecto negativo comum ao docking e à DM é o 

tratamento simplista das interações para o cálculo do ∆Gbind, mas a DM permite a utilização de 

metodologias mais acuradas para esse cálculo como Perturbação de Energia Livre (FEP – free 

energy perturbation) [DOUUT & WEBER, 1997]. 

Neste trabalho, abordaram-se técnicas de modelagem molecular provenientes da mecânica 

quântica, para a minimização de ligantes e cálculos de cargas, e da mecânica molecular, como 

docking e DM, com o objetivo de se estudar o modo de interação dos triterpenoides ácidos 

oleanólico e ursólico com as isoformas da COX. 

 

IV. METODOLOGIA 

 

IV.1 – Preparação das estruturas de isoformas COX e dos ligantes para o docking 
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As estruturas cristalográficas de isoformas COX complexadas com os respectivos ligantes 

(FIGURA 5), obtidas do Protein Data Bank (PDB, disponível em www.pdb.org) [BERMAN et al., 

2000] sob os códigos de acesso (com respectivas resoluções “R”) 1CQE (R=3,10 Å) [PICOT, 

LOLL & GARAVITO, 1994], 1DIY (R=3,00 Å) [MALKOWSKI et al., 2000], 2OYE (R=2,85 Å) 

[HARMAN et al., 2001], 2OYU (R=2,70 Å) [HARMAN et al., 2001] e 3KK6 (R=2,75 Å) 

[RIMON et al., 2001] referentes a COX-1 de origem ovina, e 1CX2 (R=3,00 Å) [KURUMBAIL et 

al., 1996], 3PGH (R=2,50 Å) [KURUMBAIL et al., 1996], 4COX (R=2,90 Å) [KURUMBAIL et 

al., 1996] e 1PXX (R=2,90 Å) [ROWLINSON et al., 2003], referentes a COX-2 de origem murina, 

foram preparadas no programa Swiss-PDBViewer 4.0 [GUEX et al., 2008] gerando arquivos de 

monômeros contendo somente os resíduos de aminoácidos e o grupo heme e arquivos contendo 

somente os ligantes cristalográficos anteriormente complexados aos referidos monômeros. Os 

ligantes cristalográficos e os triterpenoides AO e AU foram desenhados no programa PC Spartan 

Pro [DEPPMEIER et al., 2000] mantendo os grupos carboxilatos ionizados conforme o pH 

fisiológico e minimizados pelo método mecânico-quântico semi-empírico AM1 neste programa. 
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FIGURA 7: Estruturas químicas dos ligantes complexados às estruturas das isoformas COX. 

 

IV.2 – Docking dos ligantes cristalográficos e triterpenoides com monômeros de isoformas COX 

 

Os monômeros de isoformas COX foram submetidos a tratamento no programa 

AutoDockTools 1.5.2 [SANNER et al., 2008] adicionando-se hidrogênios polares e cargas 

Gasteiger mantendo-se a estrutura rígida e todos os resíduos de histidina protonados. Os ligantes 

também foram submetidos ao tratamento nesse programa mantendo-se todas as ligações 

torcionáveis flexíveis conforme definições do programa e adicionando-se cargas Gasteiger. Os grids 
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foram calculados pelo programa AutoGrid 4.0 centrados no ligante cristalográfico com grid de 

60x60x60 e distância entre pontos de 0,375 Å. 

Os estudos de docking de ligantes cristalográficos e dos triterpenoides AO e AU com 

monômeros de isoformas COX foram executados pelo programa AutoDock 4.0 utilizando o 

algoritmo LGA e função de pontuação empírica para calcular o ∆Gbind dos complexos propostos. O 

protocolo do LGA utilizou uma população inicial de 150 indivíduos, no máximo 27.000 gerações e 

2.500.000 avaliações de energia, taxa de mutação 0,02, taxa de permutação 0,8, taxa de elitismo 1, 

produção de 20 complexos e demais parâmetros definidos pelo programa automaticamente. Para o 

cálculo dos RMSD dos ligantes cristalográficos minimizados obtidos do docking em relação 

àqueles obtidos da estrutura cristalográfica, foi utilizado o programa Surflex 2.11 [JAIN, 2003]. 

Dentre as 20 soluções obtidas de cada um dos estudos de docking dos monômeros de COX 

com os respectivos ligantes cristalográficos, foram selecionados para análise os complexos cujos 

ligantes apresentaram menor RMSD. Para o agrupamento das soluções de docking, foi utilizado 

pelo AutoDock 4.0 o critério de ∆Gbind. Para a visualização gráfica dos resultados de docking, foram 

utilizados os programas AutoDockTools 1.5.2 e Discovery Studio Visualizer 2.5.5 [ACCELRYS 

SOFTWARE INC., 2009], que também foi utilizado para a geração das figuras de sobreposição de 

ligantes e de complexos obtidos por DM. Para análise das interações de van der Waals e ligações de 

hidrogênio foram consideradas distâncias máximas de 4,0 e 2,2 Å, respectivamente. 

 

IV.3 – DM e redocking de AO e AU com monômeros obtidos de complexos equilibrados 

 

Após a seleção para DM dos complexos de monômeros de COX com AO e AU provenientes 

do docking, foram geradas as topologias dos monômeros no GROMACS 4 utilizando campo de 

força GROMOS96 versão 45A3 e as topologias dos ligantes no PRODRG [SCHÜTTELKOPF & 

van AALTEN, 2004] utilizando campo de força GROMOS96 e atribuição total de cargas, que 

foram substituídas pelas cargas HF/6-31G calculadas no programa Gaussian 03W versão 6.0 

[FRISCH et al., 2003] após minimização de energia por este método. A protonação de cada resíduo 

de histidina variou conforme as interações por ligações de hidrogênio [van der SPOEL, 2005]. Em 

seguida, os complexos proteína-ligante foram solvatados explicitamente por água do tipo SPC numa 

caixa cúbica utilizando condições periódicas de contorno, com distância de 1nm entre o soluto e a 

superfície da caixa. Contraíons sódio foram adicionados aos sistemas de forma a neutralizar as 

cargas conforme requisitado pelo programa. Todos os sistemas foram submetidos à minimização de 

energia usando o algoritmo Steepest Descent seguido por Gradiente Conjugado e, em seguida, 

foram utilizados como ponto de partida para as simulações de DM, conforme relatado a seguir. 
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Nos experimentos de DM, o método LINCS foi aplicado na restrição de ligações covalentes 

do soluto e da água para permitir um passo de integração de 2 fs. As interações de van der Waals 

foram calculadas com cutoff de 14 Å, enquanto as interações eletrostáticas foram calculadas pelo 

método PME (Particle-Mesh Ewald) [DARDEN, YORK & PEDERSEN, 1993], aplicável a 

simulações de DM por tratar as interações eletrostáticas a longa distância sem truncá-las 

abruptamente a partir do cutoff utilizado (10 Å) [SMITH & PETTIT, 1991]. Todos os sistemas 

foram submetidos a banhos externos de temperatura e pressão de Berendsen conforme ensemble 

NPT. A termalização (pré-equilibração) compreendeu o aquecimento gradativo dos sistemas de 10 a 

310 K, mantendo flexíveis somente as estruturas do solvente com os objetivos de inseri-lo nas 

cavidades da macromolécula e de evitar deformações na estrutura desta; nesse processo, os sistemas 

foram mantidos a 10, 50, 100, 150, 200 e 250 K durante 20 ps cada e a 310 K por 30 ps, totalizando 

150 ps. As etapas de equilibração e produção foram feitas na temperatura de equilíbrio de 310 K até 

que fossem completados 15.000 ps. Adicionalmente, para verificar a possibilidade de interações 

favoráveis que necessitassem superar barreiras de energia, os sistemas foram aquecidos a 410 K 

durante 50 ps e mantidos novamente a 310 K durante 150 ps, totalizando 15.200 ps de simulação 

por DM. 

As análises de estabilização dos sistemas consideraram os gráficos de RMSD produzidos 

pelo GROMACS 4 a partir da comparação entre a estrutura inicial minimizada e a estrutura obtida 

ao longo da trajetória. Estando os sistemas equilibrados, foram analisadas as interações. As 

interações por ligação de hidrogênio observadas nos complexos finais obtidos a 15,2 ns foram 

avaliadas quanto à distância H...Aceptor (máximo de 2,2 Å) e ângulo HÂY. Foram identificadas 

também as posições de aproximação entre os sítios reativos de AO e AU, passíveis de modificação 

por semi-síntese, e a cavidade de seletividade de ambas isoformas, pois isso é relevante para o 

planejamento de inibidores COX-2-seletivos. Para o cálculo do ∆Gbind, foram feitos os redockings 

de AO e AU com os monômeros obtidos a 15,2 ns contendo todas as moléculas de água presentes 

no sítio. A metodologia empregada nesses experimentos seguiu os mesmos parâmetros daquela 

relatada para os dockings iniciais com os monômeros obtidos do PDB, mas a geração dos grids foi 

feita com os ligantes AO e AU extraídos dos complexos equilibrados a 15,2 ns, e apenas os valores 

de ∆Gbind referentes às soluções de docking mais estáveis foram considerados na análise. 

 

V. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

V.1 – Docking dos monômeros de isoformas COX obtidos do PDB com os respectivos ligantes 
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Os valores de ∆Gbind obtidos dos dockings, referentes às soluções em que os ligantes 

apresentaram menor RMSD (TABELA 1), são satisfatórios mas não podem ser comparados entre si 

devido a limitações da função de pontuação [PLEWCZYNSKI et al., 2010], bem como a dados 

experimentais devido à falta destes na literatura, pois apenas os valores de IC50 estão relatados. 

O GRÁFICO 2 mostra um desvio na relação entre o RMSD e o número de ligações 

torcionáveis dos ligantes para o docking de 4COX com indometacina (4 ligações torcionáveis) e de 

2OYE e 2OYU com os derivados etanolamidas (8 ligações torcionáveis). Possivelmente, tal desvio 

ocorreu devido à limitação do método AM1 para lidar com anéis heterocíclicos [SHAFFER & 

WIERSCHKE, 1993] e à baixa resolução das estruturas cristalográficas. Apesar de ter 14 ligações 

torcionáveis, AA apresentou RMSD mais baixo que o esperado devido à resolução da estrutura e ao 

fato de ser o substrato de isoformas COX e ter cadeia linear, o que pode ter conferido maior 

compactação com o sítio da enzima durante a complexação, tornando-o mais estreito e dificultando 

movimentos das ligações torcionáveis do ligante durante o docking. A correlação entre o número de 

clusters e de ligações torcionáveis dos ligantes (GRÁFICO 2B) foi satisfatória pois, quanto mais 

flexível o ligante, maior a variação nas soluções propostas pelo docking. Na FIGURA 8 são 

mostradas as sobreposições dos ligantes em referência aos valores de RMSD da TABELA 1. 

Conforme os valores de RMSD obtidos, o docking foi considerado validado. 

 

TABELA 1: Docking dos monômeros de isoformas COX com seus respectivos ligantes. 

Complexo Nt* Nc** RMSD (Å) ∆Gbind (kcal.mol-1) 

1CQE-FLP 2 1 0,79 -7,7 

1DIY-ACD 14 9 1,19 -6,1 

2OYE-IMR 8 3 1,48 -9,6 

2OYU-IMS 8 4 1,86 -7,0 

3KK6-CEL 3 1 0,77 -9,9 

1CX2-S58 3 1 0,92 -10,0 

1PXX-DIF 4 2 1,00 -7,6 

3PGH-FLP 2 1 0,52 -8,3 

4COX-IMN 4 2 1,72 -10,0 

* Número de ligações torcionáveis do ligante cristalográfico. ** Número de clusters em que foram classificadas as 20 

soluções propostas pelo algoritmo. 
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FIGURA 8: Sobreposições dos ligantes cristalográficos construídos (verde), obtidos por docking, 

aos ligantes obtidos das estruturas do PDB (cinza). 

R = 0,50 

R = 0,97 

GRÁFICO 2: Correlação do 
RMSD em Å (A) e do 
número de clusters (B), 
obtidos nos estudos de 
docking, com o número de 
ligações torcionáveis dos 
ligantes, conforme dados da 
TABELA 1. 
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V.2 – Docking de AO e AU com as estruturas cristalográficas rígidas de COX 

 

Os dockings de monômeros rígidos de isoformas COX com AO e AU produziram 

complexos em que esses ligantes posicionaram-se no sítio com orientações, conformações e ∆Gbind 

distintos, mas foram observadas semelhanças nas orientações dos ligantes nos sítios, o que permitiu 

a classificação destas como 1, 1’ e 2 (FIGURA 9) e contribuiu para a seleção daqueles complexos 

que seriam submetidos à DM. A TABELA 2 relata os resultados do docking, como o número de 

clusters e de complexos pertencentes ao cluster mais populoso, que refletem a satisfatória 

reprodutibilidade da busca executada pelo docking de ambos os ligantes. 

 

FIGURA 9: Orientações, obtidas por docking, de AO e AU nos sítios rígidos de COX-1 e COX-2. 

 

Um ligante volumoso como AO e AU não se acomoda favoravelmente num sítio 

inicialmente complexado a uma estrutura pouco volumosa como o flurbiprofeno (1CQE, 3PGH), o 

diclofenaco (1PXX) e o AA (1DIY), levando a valores de ∆Gbind positivos, condição que privilegia 

a dissociação do complexo. Sítios ativos mais largos como os das estruturas 3KK6, 4COX, 2OYE, 

2OYU e 1CX2, complexadas a moléculas muito volumosas como celecoxib, indometacina, 

derivados etanolamida R e S da indometacina e SC-558, respectivamente, acomodam 

favoravelmente moléculas volumosas como AO e AU, o que culmina em valores de ∆Gbind 

negativos, condição que privilegia a formação do complexo. Entretanto, os complexos de 2OYU 

com os triterpenóides resultaram em valores de ∆Gbind positivos porque alguns átomos do esqueleto 

de AO e AU aproximaram-se de resíduos da entrada do sítio como Arg120, Tyr355 e Val116, e esta 

região é menos larga em 2OYU do que em 2OYE porque a cadeia etanolamida do ligante de 2OYU 

não interage nesta região, ao contrário do que ocorre em 2OYE [HARMAN et al., 2007]. 

Considerando que a maioria dos dockings produziu complexos de ∆Gbind positivo e que estes 

seriam refinados por DM, optou-se por não detalhar as interações ligante-receptor observadas, mas 
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apenas por descrevê-las brevemente em termos da orientação do ligante no sítio considerando o 

posicionamento da hidroxila em C-3, do carboxilato em C-28 e dos grupos metila em C-19 e C-20, 

o que foi útil para a definição de quais complexos seriam submetidos à DM. 

 

TABELA 2: Docking de AO e AU com os monômeros rígidos de COX. 

Ligante Isoforma IC50 in vitro 

(µM) 

Código 

PDB 

Ng* Ncc**  Orientação 

do ligante 

∆Gbind *** 

(kcal.mol-1) 

AO COX-1 380 1CQE 1 20 1 3,9 

   1DIY 2 18 1 10,9 

   1DIY 2 18 2 12,4 

   2OYE 1 20 1 -6,9 

   2OYU 1 20 1 2,0 

   3KK6 1 20 1 -1,0 

 COX-2 295 1CX2 1 20 2 -4,7 

   1PXX 2 12 2 0,8 

   1PXX 2 12 1 2,5 

   3PGH 1 20 1 0,1 

   4COX 1 20 2 -3,0 

AU COX-1 210 1CQE 1 20 1 1,0 

   1DIY 2 11 1 12,3 

   1DIY 2 11 2 14,3 

   2OYE 2 16 2 -5,5 

   2OYE 2 16 1 0,6 

   2OYU 1 20 1 1,2 

   3KK6 1 20 1 -1,1 

 COX-2 130 1CX2 1 20 2 -1,8 

   1PXX 1 20 2 -1,1 

   3PGH 1 20 1 1,1 

   4COX 2 14 2 -3,1 

   4COX 2 14 1’ -0,3 

   4COX 2 14 1 0,3 

* Número de clusters em que se agruparam as soluções propostas pelo docking. ** Número de soluções agrupadas no 

cluster mais populoso. *** ∆Gbind referente ao complexo cuja orientação foi citada na coluna anterior. 
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Complexos de COX-1: os dockings de AO e AU com 1CQE, 1DIY, 2OYU e 3KK6 

produziram orientações 1 em que as hidroxilas em C-3 aproximaram-se de Met113 e Val116, os 

grupos carboxilato aproximaram-se de Met522 e Gly526 e os grupos metila em C-19 e C-20 

aproximaram-se de Trp387, Tyr348 e Tyr385. Adicionalmente, os dockings de 1DIY com AO e AU 

produziram orientações 2 em que as hidroxilas em C-3 aproximaram-se de Ser530 e Phe381, os 

grupos carboxilato aproximaram-se de Phe518 e Leu352 e os grupos metila em C-19 e C-20 

aproximaram-se de Ile523 e Ser353. O docking 2OYE-AU produziu orientações 1 semelhantes 

àquelas relatadas para os complexos de AO e AU com 1CQE, 1DIY, 2OYU e 3KK6, bem como 

orientações 2, em que a hidroxila em C-3 aproximou-se de Val349 e Ser353, o grupo carboxilato 

aproximou-se de Val116 e Arg120 e os grupos metila em C-19 e C-20 aproximaram-se de Glu524, 

Pro86 e Ile89. O docking 2OYE-AO produziu orientações 1, em que a hidroxila em C-3 aproximou-

se de Val119 e Ile89, o grupo carboxilato aproximou-se de Ser353 e Leu359 e os grupos metila em 

C-20 aproximaram-se de Phe518, Ile523 e Ala527. Conforme as variações de posicionamento de 

AO e AU nos sítios de COX-1, foram selecionados para estudos de DM os complexos de AO e AU 

nas orientações 1 e 2 obtidos dos dockings com 1DIY e 2OYE, totalizando sete complexos. 

Complexos de COX-2: os dockings de 3PGH com AO e AU e 1PXX-AO produziram 

orientações 1 semelhantes àquelas obtidas dos dockings de AO e AU com 1CQE, 1DIY, 2OYU e 

3KK6, relatadas no parágrafo anterior. Os dockings de AO e AU com 1CX2 e 1PXX e o docking 

4COX-AO produziram orientações 2 em que as hidroxilas em C-3 aproximaram-se de Trp387, 

Tyr385 e Leu384, os grupos carboxilato aproximaram-se de Ser353 (o docking 4COX-AO mostrou 

interação por ligação de hidrogênio com a hidroxila à distância de 2,2Å) e Val349 e os grupos 

metila em C-19 e C-20 aproximaram-se de Val116 e Leu531. O docking 4COX-AU produziu duas 

orientações do tipo 1, denominadas 1’ e 1, e uma orientação do tipo 2. A orientação 2 interagiu de 

forma ligeiramente diferente daquela relatada para o complexo 4COX-AO pois a hidroxila em C-3 

aproximou-se de Leu384, Phe381 e Tyr385, o carboxilato aproximou-se de Leu359 e Ser353 mas 

não interagiu por ligação de hidrogênio com Ser353 devido a distância interatômica de 3,0Å e os 

grupos metila em C-19 e C-20 aproximaram-se de Leu531 e Ala527. Adicionalmente, duas 

orientações do tipo 1 foram propostas pelo algoritmo: na orientação 1’, a hidroxila em C-3 

aproximou-se de Tyr355, o carboxilato aproximou-se de Leu352, Tyr348 e Trp387 e os grupos 

metila em C-19 e C-20 aproximaram-se de Gly526 e Leu384, respectivamente; na orientação 1, a 

hidroxila em C-3 aproximou-se de Met113 e Val116, o carboxilato aproximou-se de Phe518, 

Met522 e Ala527 e os grupos metila em C-19 e C-20 aproximaram-se de Ser530 e Tyr385, 

respectivamente. Conforme as variações de posicionamento de AO e AU nos sítios de COX-2, 

foram selecionados para estudos de DM os complexos de AO e AU nas orientações 2, 1 e 1’ obtidos 

dos dockings com 3PGH e 4COX, totalizando cinco complexos. 
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V.3 – DM dos complexos de AO e AU com monômeros de isoformas COX e redocking 

 

Conforme os gráficos de RMSD das cadeias principais de todos os monômeros complexados 

a AO e AU, a trajetória de 15,2 ns foi suficiente para a equilibração dessas cadeias (GRÁFICO 3). 

Foram observadas variações sutis de RMSD nesses gráficos, mas elas não podem ser relacionadas a 

AO e AU pois referem-se aos 554 Cα da cadeia principal do monômero. Devido a esses ligantes 

ocuparem um sítio ativo anteriormente ocupado por outro ligante, conforme a estrutura 

experimental obtida do PDB, e devido à elevada semelhança estrutural que eles compartilham, 

durante a DM tendem a causar modificações mais pronunciadas nas cadeias laterais dos resíduos do 

sítio do que na cadeia principal do monômero. 

 

GRÁFICO 3: RMSD de Cα dos monômeros de isoformas COX referentes aos complexos de AO 

com COX-1 (A), AO com COX-2 (B), AU com COX-1 (C) e AU com COX-2 (D). 

 

As análises das interações foram feitas aos 8, 9, 10 e 12 ns, não tendo sido observadas 

diferenças na posição dos ligantes e das cadeias laterais a partir de 10 ns de simulação. Como a 

hidroxila em C-3 dos ligantes não interagiu por ligação de hidrogênio com resíduos de aminoácidos 

próximos em alguns complexos, possivelmente devido a barreiras energéticas que deveriam ser 

superadas para modificação dos graus de liberdade dos resíduos, todos os sistemas finais foram 

simulados por mais 50 ps a 410 K e por 150 ps a 310 K, sem que ocorressem alterações. Em todos 
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os complexos, foi observada a presença de moléculas de água próximas aos grupos polares dos 

ligantes. Apesar de o sítio das isoformas COX ser lipofílico, a água exerce um papel fundamental 

nas interações com inibidores [PALOMER et al., 2000; SAI-RAM et al., 2006]. 

Nos redockings de AO e AU com as estruturas dos monômeros obtidas dos complexos finais 

de 15,2 ns, os ligantes sobrepuseram-se satisfatoriamente aos ligantes originais dos complexos, o 

que permitiu relacionar os valores de ∆Gbind calculados pelo AutoDock 4.0, citados nas legendas 

das FIGURAS 10-21, aos complexos equilibrados pela DM. Esses valores mostraram que AO e AU 

não são seletivos para COX-2 e que não é possível determinar a orientação mais provável dos 

ligantes nos sítios das isoformas devido às limitações da função de pontuação do AutoDock 4.0. As 

metodologias de docking não são adequadas para a previsão de valores acurados de ∆Gbind, embora 

o sejam para a previsão de interações [PLEWCZYNSKI et al., 2010]. Dessa forma, torna-se 

necessário avaliar os complexos por metodologias mais apropriadas tais como perturbação de 

energia livre (FEP – free energy perturbation) [DOUUT & WEBER, 1997], por exemplo. 

 

V.3.1 – Complexos de AO com COX-1 

 

Conforme TABELAS 3-5 e FIGURAS 10-12, no complexo da orientação 1 de AO com 

1DIY foram observadas interações por ligação de hidrogênio do carboxilato do ligante com a 

hidroxila de Ser530 e da hidroxila em C-3 do ligante com a carbonila de Leu357. No complexo da 

orientação 1 de AO com 2OYE foram observadas interações por ligação de hidrogênio do 

carboxilato do ligante com o anel imidazol de His90 e com a hidroxila de Ser353, mediadas por 

água, com a amina de Ser353 (interação fraca, conforme o ângulo HÂY) e duas moléculas de água. 

Ao se comparar ambos os complexos, observa-se que as interações por ligação de hidrogênio do 

complexo da orientação 1 de AO com 1DIY são menos estáveis do que as do complexo da 

orientação 1 de AO com 2OYE devido ao maior desvio do ângulo HÂY ideal, o que não pressupõe 

que esse complexo seja mais estável do que aquele dado que o sítio é lipofílico. No complexo da 

orientação 2 de AO com 1DIY foram observadas duas interações fracas por ligação de hidrogênio 

do carboxilato do ligante com a hidroxila de fenol de Tyr355, que provavelmente correspondem a 

uma interação forte com a região de caráter negativo localizada entre os dois átomos de oxigênio do 

grupo carboxilato. Foram observadas também interações por ligação de hidrogênio do carboxilato 

do ligante com o grupo guanidina de Arg120 e com uma molécula de água. Dentre os complexos de 

AO com COX-1, apenas no complexo 2OYE-AO o carboxilato do ligante aproximou-se do bolso 

de seletividade (Ser353, His90) acessível em COX-2 e considerado inacessível em COX-1 pelos 

fármacos COX-2-seletivos, apesar de alguns ligantes já demonstrado interações com esse bolso na 

isoforma 2OYE [HARMAN et al., 2007]. 
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FIGURA 10: Orientação 1 de AO complexada ao sítio ativo de COX-1 (2OYE) após 15,2 ns de 

DM. As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os 

resíduos próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor 

visualização do complexo. ∆Gbind = -11,1 kcal.mol-1, calculado pelo redocking.  

 

TABELA 3: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 10. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

His90-NH...OH2 

OH2
...OOC-AO 

Ser353-OH...OH2 

OH2
...OOC-AO 

Ser353-NH2
...OOC-AO 

OH2
...OOC-AO 

OH2
...OOC-AO 

1,9 

1,6 

1,8 

1,6 

2,2 

2,1 

1,8 

114,8º 

108,9º 

99,7º 

108,9º 

164,1º 

167,4º 

104,8º 

109,5º 

120º 

109,5º 

120º 

120º 

120º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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FIGURA 11: Orientação 1 de AO complexada ao sítio ativo de COX-1 (1DIY) após 15,2 ns de DM. 

As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os resíduos 

próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor visualização do 

complexo. ∆Gbind = -12,4 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 4: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 11. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Ser530-OH...OOC-AO 

Leu357-C=O...HO-AO 

1,9 

1,8 

101,3º 

139,8º 

120º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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FIGURA 12: Orientação 2 de AO complexada ao sítio ativo de COX-1 (1DIY) após 15,2 ns de DM. 

As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os resíduos 

próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor visualização do 

complexo. ∆Gbind = -13,4 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 5: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 12. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Tyr355-OH...OOC-AO 

Tyr355-OH...OOC-AO 

Arg120-NH2
...OOC-AO 

Arg120-NH...OOC-AO 

OH2
...OOC-AO 

2,1 

2,1 

1,6 

2,1 

1,8 

74,3º 

75,1º 

158,4º 

126,4º 

140,6º 

120º 

120º 

180º 

120º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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V.3.2 – Complexos de AO com COX-2 

 

Conforme TABELAS 6-7 e FIGURAS 13-14, no complexo com 3PGH, o carboxilato de 

AO (orientação 1) interagiu por ligações de hidrogênio mediadas por água com o carboxilato de 

Glu524 e a hidroxila de Tyr355, bem como interagiu diretamente por ligação de hidrogênio com 

Ser353. A hidroxila em C-3 desse ligante interagiu por ligação de hidrogênio com moléculas de 

água próximas à superfície da proteína. O complexo de 4COX com AO (orientação 2) demonstrou 

interações por ligação de hidrogênio do carboxilato do ligante com a carbonila de Phe357 e amina 

de Leu359, mediadas por água, e com a hidroxila de Ser353, bem como fraca interação por ligação 

de hidrogênio mediada por água da hidroxila em C-3 do ligante com a carbonila de Tyr385. O 

grupo carboxilato do ligante aproximou-se da entrada da cavidade de seletividade (Ser353). A 

visualização dos complexos mostrou que ambas as orientações do ligante, apesar de estarem 

invertidas no sítio, têm o grupo carboxilato próximo aos resíduos da base como Tyr355 e Ser353. 

Isso ocorreu porque no complexo formado com 3PGH o ligante distanciou-se muito do ápice do 

sítio, ocupando uma extensão menor do canal lipofílico, o que é uma desvantagem para a inibição 

da enzima e indica a possível saída do ligante do sítio ativo durante a simulação. Por isso, pode-se 

afirmar que a orientação 2 de AO é energeticamente mais favorável do que a orientação 1 no sítio 

de COX-2. 
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FIGURA 13: Orientação 1 de AO complexada ao sítio ativo de COX-2 (3PGH) após 15,2 ns de 

DM. As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os 

resíduos próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor 

visualização do complexo. ∆Gbind = -9,3 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 6: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 13. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Glu524-COO...H2O 

OH2
...OOC-AO 

Tyr355-OH...OH2 

OH2
...OOC-AO 

Ser353-OH...OOC-AO 

OH2
...OH-AO 

1,9 

1,9 

1,7 

1,9 

1,9 

2,2 

152,8º 

104,3º 

107,4º 

104,3º 

174,0º 

42,5º 

180º 

120º 

109,5º 

120º 

180º 

109,5º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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FIGURA 14: Orientação 2 de AO complexada ao sítio ativo de COX-2 (4COX) após 15,2 ns de 

DM. As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os 

resíduos próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor 

visualização do complexo. ∆Gbind = -12,1 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 7: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 14. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Phe357-C=O...H2O 

OH2
...OOC-AO 

Leu359-NH2
...OH2 

OH2
...OOC-AO 

Ser353-OH...OOC-AO 

Tyr385-C=O...H2O 

OH2
...OOC-AO 

1,8 

1,6 

1,9 

1,6 

1,9 

1,8 

2,1 

138,3º 

144,7º 

101,0º 

144,7º 

110,3º 

130,8º 

88,7º 

120º 

120º 

109,5º 

120º 

120º 

120º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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V.3.3 – Complexos de AU com COX-1 

 

Conforme TABELAS 8-11 e FIGURAS 15-18, os complexos de 1DIY e 2OYE formados 

com as orientações 1 de AU, apesar de terem demonstrado interações distintas no docking inicial 

feito com os monômeros obtidos do PDB, convergiram para interações semelhantes durante a 

simulação de DM. Em ambos complexos o carboxilato de AU interagiu por ligação de hidrogênio 

com a hidroxila de fenol de Tyr385 e com uma molécula de água, além de ter interagido com as 

hidroxilas de Tyr348 e Ser530 nos complexos formados com 1DIY e 2OYE, respectivamente. No 

complexo da orientação 1 de AU com 2OYE, a hidroxila em C-3 do ligante interagiu por ligação de 

hidrogênio com uma molécula de água presente na base do sítio, ausente no complexo formado com 

1DIY (Figura 3). Ao se comparar os complexos da orientação 1 de AU com 1DIY e 2OYE quanto 

às interações por ligação de hidrogênio, observa-se que o complexo formado com 1DIY apresenta 

interações mais estáveis do que aquele formado com 2OYE, o que não pressupõe que seja um 

complexo mais estável dado que o sítio é lipofílico. Nos complexos de 1DIY e 2OYE formados 

com as orientações 2 de AU foram verificadas interações muito diferentes entre si conforme já 

havia sido verificado no docking devido aos posicionamentos distintos do ligante. Em 2OYE, o 

carboxilato da orientação 2 de AU interagiu por ligação de hidrogênio mediada por água com os 

grupos guanidina de Arg79, Arg120 e com a carbonila de Arg79, enquanto a hidroxila em C-3 do 

ligante interagiu por ligação de hidrogênio com a carbonila de Ile523. No complexo de 1DIY com a 

orientação 2 de AU foram observadas interações por ligação de hidrogênio do carboxilato do ligante 

com o grupo amida da cadeia lateral de Gln358, com a hidroxila de Ser353 e com água, enquanto a 

hidroxila em C-3 do ligante interagiu por ligação de hidrogênio com a hidroxila de fenol de Tyr385. 

Em ambos os complexos da orientação 2 de AU com 1DIY e 2OYE foi observada a presença de 

moléculas de água próximas ao carboxilato do ligante, mas apenas o complexo formado com 2OYE 

indicou a presença de água próxima à hidroxila em C-3. É possível afirmar, conforme distâncias e 

ângulos HÂY, que as interações por ligações de hidrogênio observadas no complexo formado entre 

a orientação 2 de 1DIY são mais estáveis do que aquelas observadas no complexo formado entre a 

orientação 2 de AU e 2OYE; entretanto, esse complexo apresenta um número maior de interações 

mediadas por água do que aquele. Considerando que nos quatro complexos mencionados não houve 

saída do ligante do sítio durante os 15,2 ns de simulação e que as interações por ligação de 

hidrogênio ocorrem em número e estabilidade variada, não é possível definir qual é a orientação 

mais favorável de AU no sítio de COX-1. 
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FIGURA 15: Orientação 1 de AU complexada ao sítio ativo de COX-1 (1DIY) após 15,2 ns de DM. 

As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os resíduos 

próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor visualização do 

complexo. ∆Gbind = -12,7 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 8: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 15. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Tyr385-OH...OOC-AU 

Tyr348-OH...OOC-AU 

OH2
...OOC-AU 

1,7 

1,6 

1,9 

129,7º 

116,3º 

90,9º 

120º 

120º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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FIGURA 16: Orientação 1 de AU complexada ao sítio ativo de COX-1 (2OYE) após 15,2 ns de 

DM. As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os 

resíduos próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor 

visualização do complexo. ∆Gbind = -10,6 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 9: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 16. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Tyr385-OH...OOC-AU 

Ser530-OH...OOC-AU 

OH2
...OOC-AU 

OH2
...OH-AU 

1,7 

2,0 

2,2 

1,8 

148,5º 

79,1º 

152,8º 

86,9º 

120º 

120º 

120º 

109,5º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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FIGURA 17: Orientação 2 de AU complexada ao sítio ativo de COX-1 (1DIY) após 15,2 ns de DM. 

As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os resíduos 

próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor visualização do 

complexo. ∆Gbind = -12,1 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 10: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 17. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Gln358-NH2
...OOC-AU 

Ser353-OH...OOC-AU 

Tyr385-OH...OH-AU 

OH2
...OOC-AU 

1,9 

1,8 

1,9 

1,6 

138,6º 

114,4º 

116,4º 

117,7º 

120º 

120º 

109,5º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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FIGURA 18: Orientação 2 de AU complexada ao sítio ativo de COX-1 (2OYE) após 15,2 ns de 

DM. As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os 

resíduos próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor 

visualização do complexo. ∆Gbind = -10,9 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 11: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 18. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Arg79-NH2
...OH2 

OH2
...OOC-AU 

Arg120-NH2
...OH2 

OH2
...OOC-AU 

Arg79-C=O...H2O 

OH2
...OOC-AU 

Ile523-C=O...HO-AU 

2,0 

1,8 

1,8 

1,9 

1,9 

1,9 

1,8 

126,9º 

129,5º 

91,2º 

93,0º 

131,6º 

93,0º 

131,5º 

109,5º 

120º 

109,5º 

120º 

120º 

120º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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V.3.4 – Complexos de AU com COX-2 

 

Conforme TABELAS 12-14 e FIGURA 19-21, no complexo de 4COX com a orientação 1’ 

foram observadas interações por ligação de hidrogênio entre as hidroxilas do ligante e de Ser353 e 

entre o carboxilato do ligante e as hidroxilas de fenol de Tyr348 e Tyr385. Com a orientação 1, 

foram observadas interações por ligação de hidrogênio do grupo carboxilato do ligante com água, 

com o grupo guanidina de Arg120 e com a carbonila de Val523 através de uma molécula de água. 

A hidroxila em C-3 do ligante interagiu com a carbonila de Val99 (interação fraca, conforme o 

ângulo HÂY) e com uma molécula de água. Neste complexo o ligante distanciou-se muito do ápice 

do sítio e interagiu com os resíduos da superfície protéica Val99, Trp100 e Val103, o que é uma 

desvantagem para a inibição da enzima e indica uma possível saída do ligante do sítio ativo durante 

a simulação. No complexo da orientação 2 com 4COX foram observadas interações por ligação de 

hidrogênio do carboxilato do ligante com as hidroxilas de Tyr355 (interação fraca, conforme o 

ângulo HÂY) e Ser353 e da hidroxila em C-3 do ligante com a hidroxila de fenol de Tyr385. Foi 

verificada a presença de moléculas de água próximas ao ligante na região do grupo carboxilato, que 

se aproximou da entrada do bolso de seletividade (Ser353). Comparando-se apenas as orientações 

1’ e 2 quanto às interações por ligação de hidrogênio, já que a orientação 1 demonstrou-se instável 

no sítio, pode-se verificar que a orientação 1’ interagiu mais fortemente com COX-2, o que não 

confirma que esta seja a orientação mais provável devido à característica lipofílica do sítio. 

Comparando-se os resultados obtidos nos redockings de COX-2 com AO (conforme item V.3.3) e 

AU, nota-se que a orientação 1 desses ligantes afastou-se do sítio ativo em ambos os complexos. 
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FIGURA 19: Orientação 1 de AU complexada ao sítio ativo de COX-2 (4COX) após 15,2 ns de 

DM. As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os 

resíduos próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor 

visualização do complexo. ∆Gbind = -12,9 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 12: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 19. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Arg120-NH...OOC-AU 

Arg120-NH2
...OOC-AU 

Val523-C=O...H2O 

OH2
...OOC-AU 

Val99-C=O...HO-AU 

OH2
...OOC-AU 

1,8 

2,0 

1,6 

2,3 

2,2 

2,1 

104,4º 

108,1º 

116,1º 

108,8º 

85,2º 

104,9º 

120º 

120º 

120º 

120º 

120º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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FIGURA 20: Orientação 1’ de AU complexada ao sítio ativo de COX-2 (4COX) após 15,2 ns de 

DM. As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os 

resíduos próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor 

visualização do complexo. ∆Gbind = -12,6 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 13: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 20. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Ser353-O(H)...HO-AU 

Tyr348-OH...OH-AU 

Tyr385-OH...OH2 

OH2
...OOC-AU 

2,1 

1,9 

2,0 

2,2 

85,0º 

118,5º 

109,7º 

114,5º 

109,5º 

109,5º 

109,5º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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FIGURA 21: Orientação 2 de AU complexada ao sítio ativo de COX-2 (4COX) após 15,2 ns de 

DM. As interações por ligação de hidrogênio estão explicitadas em pontilhado verde e apenas os 

resíduos próximos ao ligante são apresentados, mas alguns foram removidos para melhor 

visualização do complexo. ∆Gbind = -10,8 kcal.mol-1, calculado pelo redocking. 

 

TABELA 14: Interações por ligação de hidrogênio do complexo mostrado na FIGURA 21. 

Interação por Ligação 

de Hidrogênio 

Distância 

H...A (Å)  

Ângulo 

HÂYobs 

Ângulo 

HÂYprev 

Tyr355-OH...OOC-AU 

Ser353-OH...OOC-AU 

Tyr385-OH...OOC-AU 

2,0 

1,6 

1,9 

84,2º 

147,7º 

104,6º 

120º 

120º 

120º 

HÂY obs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo 

A, sendo que H (átomo de hidrogênio), A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor). 
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VI. CONCLUSÕES 

 

Através dos dockings com monômeros rígidos de isoformas COX, não foi possível 

determinar o modo de interação dos triterpenoides AO e AU com as referidas isoformas. Os 

resultados provenientes da trajetória de 15,2 ns de DM mostraram que, em vários complexos, os 

principais resíduos das isoformas COX que interagem por ligações de hidrogênio estáveis com os 

grupos carboxilato de AO e AU são Arg120, Tyr355, Ser 530 e Tyr385, e que os principais resíduos 

que interagem com as hidroxilas em C-3 dos triterpenoides são Ser353, Tyr348 e Tyr385, 

comumente relatados em artigos de docking e DM de ligantes diversos com COX. Observou-se, 

também, a importância das moléculas de água para a estabilização dos grupos polares de AO e AU 

em todos os complexos, mediando interações por ligação de hidrogênio com os resíduos de 

aminoácidos, inclusive. Em alguns complexos, principalmente de COX-2, os grupos carboxilato ou 

hidroxila dos triterpenoides, passíveis de modificação por semi-síntese, aproximaram-se da 

cavidade de seletividade mais acessível em COX-2 do que em COX-1, o que é importante para o 

planejamento de inibidores COX-2-seletivos. Pode-se afirmar também que a orientação 1 de ambos 

os ligantes no sítio ativo de COX-2 é energeticamente desfavorável quando comparada às 

orientações 1’ e 2; logo, AO interage com COX-2 com orientação do tipo 2, o que talvez não ocorra 

com AU porque este ligante pode interagir com COX-2 através das orientações 1’ ou 2. Em relação 

aos complexos de COX-1, merece destaque o fato de os complexos da orientação 1 de AU com 

2OYE e 1DIY, diferentes entre si na estrutura obtida pelo docking, terem convergido para 

interações semelhantes durante o tempo de simulação. A função de pontuação empírica empregada 

não foi satisfatória para a previsão das orientações e conformações mais favoráveis dos ligantes nos 

sítios ativos. Em suma, os resultados obtidos neste trabalho forneceram subsídios importantes para a 

proposição do modo de interação dos triterpenoides ácidos oleanólico e ursólico com as isoformas 

da ciclooxigenase, principalmente a COX-2. 

 

VII. PERSPECTIVAS 

 

Como perspectivas para a continuidade desse trabalho, propõem-se estudos de energia livre 

de perturbação (FEP) para o cálculo mais acurado das energias livres de binding dos complexos, o 

prolongamento das trajetórias da DM para avaliar a permanência e estabilidade das orientações dos 

triterpenoides nos sítios de COX e a proposição de derivados semi-sintéticos a partir destes ligantes 

para favorecer atividade COX-2-seletiva. 
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