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RESUMO

Os ecdisteroides sdo hormoénios esteroidais presentes em quase todas as classes de
artropodes e filos invertebrados. S8o analogos aos fitoecdisterodides, presentes nas
plantas. Devido a sua similaridade estrutural com compostos esteroides humanos,
muitos destes apresentam atividade hormonal ou antinociceptiva. A ecdisona é a
precursora do composto 20-hidroxiecdisona (20E) que, por sua vez, € um importante
horménio esterbide que controla o desenvolvimento embrionario do filo Arthropoda.
Estudos relatam atividade antinociceptiva de extrato de plantas contendo
ecdisterdides. Em virtude a este efeito foi proposto o planejamento e desenho de 60
compostos derivados do 20E e a aplicacdo de estudos de modelagem molecular
através de docking molecular nos receptores opidides, e o estudo de farmacéforo.
Estes estudos ocorreram para fins de obtengdo de modelos que permitam
desenvolver compostos derivados do 20E com atividade antinociceptiva potencial. O
software Spartan'08 para Windows e métodos de calculo de mecéanica quantica AM1
e DFT/B3LYP com base de dados 6.31G* foram utilizados para desenho, otimizacao
de geometria e analise conformacional dos compostos. Os estudos de docking foram
realizados com o emprego de software iGemdock 2.1. Os receptores opidides p (Mu
- PDB ID: 4DKL), & (Delta - PDB ID: 4EJ4), k (Kappa - PDB ID: 4DJH) foram
baixados do Protein Data Bank (PDB). Uma avaliacdo prévia do docking molecular
permitiu a selecdo de 12 compostos derivados do 20E que possam estar atuando
com maior afinidade nos receptores opidides. A partir disto, observa-se que as
principais interacdes dos derivados do 20E no receptor Mu ocorrem com 0s residuos
ASP — 147, HIS — 297, LYS — 303, TYR — 148, LYS — 233. No receptor Delta nos
residuos ASP — 128, TYR — 308, TYR — 129, TRP — 274, TYR — 308, e no receptor
Kappa nos residuos THR — 171, ALA — 175, PHE — 169 e LYS — 174. Estes dados
estdo em concordancia com a literatura, que aponta a interacédo destes residuos de
aminoacidos com o composto 20-hidroxiecdisona no receptor Mu. O modelo
farmacoforo apresentou sitios de interacdo hidrofobica em regido espacial especifica

gque permitiram seu uso na selecéo de provaveis compostos bioativos.

Palavras chave: 20-hidroxiecdisona, docking molecular, farmacéfaro, ecdisterdides,

receptores opioides.



ABSTRACT

The ecdysteroids are steroidal hormones present in almost all classes of arthropods
and invertebrate phyla. They are analogous to phytoecdysteroids present in plants.
Because of their structural similarity to human steroid compounds, many of these
have hormonal or antinociceptive activity. Ecdysone is the precursor of the 20-
hydroxyecysdone (20E) compound which, in turn, is an important steroid hormone
that controls the embryonic development of the Arthropoda phylum. Studies report
antinociceptive activity of plant extracts containing ecdysteroids. Due to this effect, it
was proposed the planning and design of 60 compounds derived from 20E and the
application of molecular modeling studies through molecular docking at the opioid
receptors, and the study of pharmacophore. These studies were carried out in order
to obtain models that allow the development of 20E derivatives with potential
antinociceptive activity. The Spartan'08 software for Windows and quantum
mechanics calculation methods AM1 and DFT / B3LYP with 6.31G * database were
used for design, geometry optimization and conformational analysis of the
compounds. The docking studies were performed using iGemdock 2.1 software.
Opioid receptors y (Mu-PDB ID: 4DKL), & (Delta-PDB ID: 4EJ4), k (Kappa-PDB ID:
4DJH) were downloaded from Protein Data Bank (PDB). A previous evaluation of the
molecular docking allowed the selection of 12 compounds derived from 20E that may
be acting with greater affinity at the opioid receptors. From this it is observed that the
major interactions of the 20E derivatives at the Mu receptor occur with residues ASP-
147, HIS-297, LYS-303, TYR-148, LYS-233. At the Delta receptor at ASP-128
residues , TYR-308, TYR-129, TRP-274, TYR-308, and at the Kappa receptor at
residues THR-171, ALA-175, PHE-169 and LYS-174. These data are in agreement
with the literature, the interaction of these amino acid residues with the 20-
hydroxyecysone compound at the Mu receptor. The pharmacophore model
presented sites of hydrophobic interaction in specific spatial region that allowed its

use in the selection of probable bioactive compounds.
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1. INTODUCAO

Os ecdisteroides foram descobertos como horménios esteroidais reguladores
do crescimento em insetos. Entretanto, estes esterdides existem em quase todas as
outras classes de artropodes e também em outros filos de invertebrados. Analogos
estruturais dos ecdisterdides, os fitoecdisteréides sdo amplamente distribuidos como
metabdlitos secundarios nas plantas (DINAN, 2001). Devido a sua similaridade
estrutural com os compostos esteroides humanos, muitos apresentam atividade
hormonal ou antinociceptiva semelhante. A ecdisona, precursora da 20-
hidroxiecdisona (20E), € sintetizada a partir do colesterol dietético em glandulas
protoracicas de insetos, e secretada para hemolinfa e oxidada a 20E em tecidos
periféricos. A 20E é um importante hormonio esteréide que controla o
desenvolvimento embrionario, a metamorfose e a reprodugcdo em membros do filo
Arthropoda (TAKEI, 2016).

Estudos relatam atividade antinociceptiva de extrato de plantas contendo
ecdisterdides. LEITAO et al. (2011) sugerem que os extratos de folhas de Vitex
cymosa foram capazes de promover atividade antinociceptiva periférica e central
mediada pelo sistema opidide.

ROSA (2017) demonstrou em seus experimentos que, pelo menos em parte,
0 mecanismo de acdo do extrato obtido de Sida tuberculata envolve o sistema
opibdide, uma vez que seu efeito foi revertido pela Naloxona (inibidor ndo seletivo dos
receptores opidides). Neste contexto, 0s principais compostos presentes no extrato
em questdo foram submetidos a avaliagdo por Docking computacional, cujos
resultados demonstraram que as moléculas estudadas podem interagir
principalmente com o receptor opidide Mu. Desta forma, alguns derivados de
ecdisterdides se apresentam como substancias candidatas ao desenvolvimento de
agentes com acao antinociceptiva.

A modulagdo causada por esterdides junto a sinalizacdo da sensibilidade a
dor é bem conhecida em mamiferos (MELCANGI, 2008). A dor € um componente
presente praticamente em todas as patologias clinicas e seu tratamento € um
imperativo clinico fundamental para o éxito da terapéutica. Os opidides constituem
uma das classes basicas utilizadas no tratamento da dor (GOODMAN & GILMAN,
2015).



11

A pesquisa de novas substancias bioativas baseia-se em duas estratégias
principais: Indireta e direta. A indireta € usada para se estudar a estrutura dos
compostos, principalmente, e a macromolécula alvo ndo é conhecida. Assim,
informacdes sobre determinadas atividades bioldgicas, caracteristicas estruturais e
propriedades fisico-quimicas moleculares podem ser utilizadas para se obter
informagdes que permitam aperfeicoar sua obtengdo ou mesmo a sua atividade
bioldgica. Entre as principais caracteristicas de uma molécula que podem influenciar
a atividade biologica se destacam os descritores de propriedades estereoeletrdnicas,
como: volume molecular, potencial eletrostatico molecular, densidade eletrénica,
energia e coeficiente dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO, energia de ionizacao,
ordem de ligacdo e momento de dipolo, grupos aceptores e doadores de ligacdo de
hidrogénio, e de hidrofobicidade, como presenca de grupos hidrofébicos e
coeficiente de particdo (BARREIRO, 1997).

A estratégia direta considera as caracteristicas tridimensionais de um alvo
bioldégico conhecido, enzima ou receptor relacionado com a disfuncdo que se quer
estudar, e a analise do complexo formado entre ligante e este alvo, identificando-se
possiveis sitios preferenciais de ligacdo e principais modos de interacdo. Estes
dados permitem propor modificacdes especificas na estrutura do ligante, com o
objetivo de aumentar a afinidade e especificidade ao alvo (VAN GUNSTEREN, 1994;
AJAY e MURCKO, 1995).

As técnicas de docking molecular fornecem estimativas da energia livre de
ligagcdo entre a proteina e o ligante, antes mesmo que esses sejam sintetizados. Os
custos computacionais com esses estudos sdo bem menores, se comparados aos
gastos laboratoriais, despendidos ao sintetizar e testar farmacologicamente varias
substancias. Esta importante ferramenta tem sido usada para filtrar compostos que
nao servem para serem designados como alvo, e desenhar os possiveis candidatos
que apresentariam uma boa interagcdo com o sitio ativo do receptor (RODRIGUES,
2012).

A partir do docking molecular sé&o obtidas diferentes conformacdes espaciais
do ligante, possibilitando ao analista identificar qual dentre estas é a mais provavel
na interacdo ligante-alvo. E a partir de cada conformacdo espacial sdo obtidas
energias livres de ligacdo, onde a menor energia é considerada a mais provavel para

justificar a conformacao da interacao (KITCHEN, 2004).
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Essa nova realidade de pesquisas e desenvolvimento busca a molécula
ideal, que apresente eficicia, especificidade e o minimo possivel de rea¢gbes nédo
desejadas, tendo enfoque para doengas com maior incidéncia e com maior
expectativa de éxito terapéutico (PALMEIRA FILHO, 2012).

O presente trabalho busca unir e aplicar as estratégias computacionais direta
e indireta na pesquisa de compostos derivados do 20-hidroxiecdisona, direcionando-
as para uma possivel acdo analgésica potencial atuando em receptores opioides

Mu, Delta e Kappa.
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2. JUSTIFICATIVA

Sabendo-se da relevancia da descoberta de compostos bioativos capazes de
atuar com acao analgésica potencial e das vantagens de utilizar metodologias
computacionais, sugere-se a realizacdo deste trabalho para fins de obtencédo de
modelos que permitam desenvolver compostos derivados do 20E com atividade
antinociceptiva potencial, e, futuramente, de uma compreensdo mais detalhada
sobre a atividade antinociceptiva dos derivados ecdiesteroides. Os resultados a
serem obtidos a partir deste estudo podem indicar a influéncia de grupos funcionais,
estrutura quimica e farmacdéforo dos compostos bioativos derivados do 20E, sobre a
atuacdo destes compostos em receptores opidides (Mu, Delta e Kappa). Neste
contexto, estes dados podem ser utilizados para o desenvolvimento de compostos

novos candidatos a agentes terapéuticos a serem utilizados no tratamento da dor.



14

3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Trabalhar com compostos derivados do 20-hidroxiecdisona como proposta
para atuar em receptores opidides (Mu, Delta e Kappa), direcionando-os para uma
possivel acdo analgésica potencial, utilizando metodologias computacionais (“in

silico”).

3.2. ESPECIFICOS

e Escolher e desenhar uma série de compostos derivados do 20E;

e Minimizar a estrutura quimica dos derivados do 20E;

e Calcular propriedades fisico-quimicas dos derivados do 20E no farmacaoforo;
e Realizar o estudo de ancoramento molecular dos principais derivados do 20E;

e Determinar o farmacoéforo de compostos integrantes do conjunto.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA

Hormoénios esteroidais sdo responsaveis por diversos aspectos do
funcionamento e desenvolvimento de organismos vivos. No homem se enquadram
0s sistemas nervoso central e periférico, metabolismo, sistema endocrino, entre
outros. Os esterdides também desempenham papéis neuromodulatérios, incluindo a
regulacdo da sensibilidade a estimulos dolorosos em mamiferos. Em insetos, como
as Drosophilas, os ecdisteréides sao os unicos hormoénios esteroides registrados e,
portanto, a mosca representa um sistema modelo simplificado para explorar
mecanismos de neuromodulacéo esterdide da nocicepcdo (MCPARLAND, 2015).

Procurar tratamento para a dor € uma das principais razées pelas quais os
pacientes visitam seus médicos (MANTYSELKA, 2001). Devido a isto, por muito
tempo, os pesquisadores investigaram os mecanismos de doencas que podem estar
causando a dor, mas de algum modo negligenciaram considerar a dor como uma
doenca tratdvel (MCPARLAND, 2015).

Em 1986 a dor foi conceituada pela Associacdo Internacional para o Estudo
da Dor, como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta
associada a lesbes reais ou potenciais”. E termo nocicepcao esta relacionado com o
reconhecimento de sinais dolorosos - que podem ser traumas mecanicos, térmicos
ou quimicos - pelo sistema nervoso, que formulam informacdes relacionadas a lesao
(HELLEBREKERS, 2002). LUNA (2006) caracteriza a dor como sendo “o quinto sinal
vital, juntamente com a func¢éo cardiorespiratéria e a térmica”.

A exposicdo de qualquer 6rgdo a um estimulo potencialmente nocivo induz a
percepcdo desagradavel de dor, passando a informac¢do ao individuo que sua
integridade fisica esta em perigo. Essa informacdo, quando processada, pode ser
diferenciada como dor fisiolégica ou dor patolégica (FANTONI e MASTROCINQUE,
2002; ALMEIDA et al., 2006).

A dor fisiolégica é aquela que induz respostas protetoras, como o reflexo de
retirada (ou reacdo de fuga), com intuito de interromper a exposicdo ao estimulo
nocivo. Este sinal é tipico da dor aguda produzida por estimulos intensos na
superficie da pele. Estados dolorosos prolongados estimulam persistentemente os
aferentes nociceptivos induzindo alteragbes que aumentam os efeitos deletérios da
dor crénica, introduzindo entdo o conceito de dor patolégica. Enquanto a dor aguda

€ um sintoma de alguma doenca, a dor crbnica € uma doenca propriamente dita,
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sendo nociva e independente ao estimulo que a gerou (FANTONI e
MASTROCINQUE, 2002; HELLEBREKERS, 2002).

A dor persistente pode se apresentar em forma de nociceptiva e de
neuropatica. A dor nociceptiva resulta da ativacdo direta de nociceptores da pele e
outros tecidos em resposta a uma lesédo tecidual, acompanhada de inflamacéo. A dor
neuropatica ou neurogénica origina-se devido a les6es de nervos periféricos ou do
sistema nervoso central (FANTONI e MASTROCINQUE, 2002; ALMEIDA et al.,
2006). Os dois sistemas de modulacdo nociceptiva mais importantes sdo mediados
por receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) e opidides, distribuidos por toda
extensdo do sistema nervoso central (RIEDEL e NEECK, 2001).

Acheson propbs o termo opibide para titular drogas de acdo farmacoldgica
semelhante a da morfina, mesmo com estrutura quimica diferente. Todavia, houve
evolucdo no conceito do termo opidide, que passou a incluir todas as substancias
naturais, semissintéticas ou sintéticas que reagem com 0s receptores, agindo como
agonista ou como antagonista (MARTIN, 1983). As complexas interacdes entre
essas drogas e receptores especificos, identificados ao longo do sistema
ascendente de transmissdo da dor e do sistema descendente inibitério, dao
consequéncia aos efeitos opidides (INTURRISE, 2002).

Os receptores opidides possuem seu conceito baseado na
estereoespecificidade comum as drogas desse grupo farmacologico, e na
possibilidade de serem diversificado em antagonistas especificos, mediante
pequenas alteracdes quimicas na estrutura do agonista (SIMON, HILLER e
EDELMAN, 1973).

Em 1971, Goldstein e colaboradores, na Universidade de Stanford, deram
inicio a tentativa de identificar os receptores opidides, quando constataram que a
ligagdo estereoespecifica do levorfanol - em encéfalos de camundongos -
representava 2% do total da droga utilizada, e limitava-se a certas fracdes do
substrato contendo membranas. Assim, a ligacdo estereoespecifica deveria
corresponder a realizada com receptores opidides (GOLDSTEIN, LOWNEY e PAL,
1971). Em 1973, SNYDER e colaboradores, SIMON e colaboradores, e TERENIUS
e colaboradores, os dois primeiros nos Estados Unidos e o terceiro na Suécia -
pesquisas independentes - confirmaram a existéncia dos receptores de opidides
(FINCK, 1979).
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Surgiram entdo diversos tipos e subtipos de receptores opiodides, sendo que
0s receptores Mu, Delta e Kappa sdo os aceitos por todos os estudiosos do assunto.
Considera-se que o0s opidides com maior poténcia analgésica sdo agonistas de
receptores Mu, cuja ativacdo € também responséavel pela depresséo respiratéria
(GOZZANI, 1994).

Opidide é o termo utilizado para definir toda substancia, natural ou sintética,
cuja acao analgésica se da através da interacdo com o0s receptores opioides (Mu,
Delta e Kappa). A morfina, um agonista Mu, é a referéncia entre os opiodides. Ja a
naloxoma € um exemplo de antagonista dos receptores opidides (MCQUAY, 1999).

A acao de cada receptor no organismo pode ser sugerida de acordo com o
subtipo do receptor e da sua localizacdo no sistema nervoso. Os receptores Delta
sdo responsaveis pela analgesia e modulacdo das funcdes cognitivas e de
dependéncia fisica. Estdo localizados nos nudcleos pontinos, amigdalas, bulbo
olfatorio, cortex cerebral profundo e nos neurbnios sensitivos periféricos. Os
receptores Kappa possuem as funcdes de nocicepcao, termorregulacéo, controle de
diurese e secrecdo neuroendocrina. Estdo localizados no hipotadlamo, substancia
cinzenta periaquedutal, substancia gelatinosa na medula espinhal, além de
neurdnios sensitivos periféricos (DHAWAN, CESSELIN e RAGHUBIR, 1996). Os
receptores Mu regulam fun¢des como a nocicepc¢ao, o ciclo respiratorio e o transito
intestinal. Estdo localizados nas laminas 1l e V do coértex cerebral, no talamo,
substancia cinzenta periaquedutal, substancia gelatinosa e trato gastrintestinal. Em
humanos, os genes que codificam a transcrigdo destes receptores estdo localizados
da seguinte maneira: no cromossomo 1 para os receptores Delta (5), no braco longo
do cromossomo 8 para os receptores Kappa (K) € no cromossomo 3 para 0S
receptores Mu (i) (DHAWAN, CESSELIN e RAGHUBIR, 1996).

Estes receptores séo acoplados a proteina G na membrana celular. Quando
estimulados por um farmaco opioide, reduz o nivel intracelular de adenosil
monofosfato ciclico pela inibicdo da enzima adenilato ciclase, reduzindo assim o
nivel intracelular de adenosil monofosfato ciclico. Este processo induz o fechamento
dos canais de calcio dependentes nas terminacfes pré-sinapticas, reduzindo a
liberacdo de neurotransmissores, porém nao os canais de potassio na membrana
poés-sinaptica, causando uma hiperpolarizagdo desse neurbnio, bloqueando

parcialmente a transmisséo do estimulo doloroso (JORDAN e DEVI, 1999).
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Os opidides blogueiam a transmissao periférica e central da via nociceptiva
aferente e, por isso, tornam-se bastante eficientes no tratamento da dor inflamatéria
aguda. No entanto, eles ndo sédo igualmente eficazes para todo tipo de dor como,
por exemplo, a dor neuropatica que possui uma resposta pobre ou de curta duracao
aos opidides (RIBEIRO e SCHIMIDT, 2002; BASSANEZI e OLIVEIRA FILHO, 2006)

O sistema nervoso central é o principal local onde se localizam os receptores
opidides. Porém, na presenca de inflamacéo, eles possam se expressar no sistema
nervoso periférico, 0 que gera uma nova perspectiva para o uso topico destes
medicamentos. Opidides sdo universalmente utlizados no tratamento da dor,
embora alguns clinicos ainda resistam ao uso destes analgésicos principalmente
pelo temor de uma de suas complicacfes, a depressao respiratoria, e pela falta de
conhecimento de alguns aspectos farmacolégicos como a tolerancia e a
dependéncia fisica e psicolégica (MCQUAY, 1999).

Novas perspectivas para 0 uso de compostos bioativos sédo objetos de
pesquisa e desenvolvimento de teorias computacionais para explicar a atividade
farmacolégica que se sustentam, num primeiro momento, no modelo de “chave-
fechadura” (SILVERMAN, 1992). Neste modelo, os receptores celulares sé&o
considerados como “fechaduras”, onde atuam como biomacromoléculas de extrema
sensibilidade, responsaveis pelo reconhecimento molecular de espécies endégenas
e exdgenas capazes de apresentar atividade biolégica. Esses receptores reagem
com 0s compostos bioativos - que podem ser enddgenos ou exdgenos -
considerados como as “chaves”, formando complexos entre receptor e composto
bioativo que provocam repostas biol6gicas (BARREIRO e RODRIGUES, 1997).

A modelagem da estrutura molecular por métodos computacionais surgiu
como uma alternativa, especialmente ap6s o desenvolvimento de programas
capazes de calcular a estrutura com um compromisso adequado entre velocidade e
precisdo, somados aos recursos da computacdo grafica e a crescente diminuicao
dos custos de magquinas de alto desempenho capazes de operar estes programas e
recursos (LIPKOWITZ e BOYD, 1990). Modelagem molecular consiste em um
conjunto de ferramentas para a construcdo, edicdo e visualizacdo, analise e
armazenamento de sistemas moleculares complexos (COHEN, 1988). Estas
ferramentas podem ser aplicadas em estratégias de modelagem direta e indireta de
novas drogas (COHEN, 1990).



19

Na modelagem direta, faz-se o ajuste do composto a uma estrutura de
receptor conhecida, por exemplo, através de dados de cristalografia de raios-X
(ABRAHAM, 1989; BOYD, 1990) ou de ressonancia magnética nuclear de um
receptor (FESIK, 1989; CHARRETIER, 1991).

Na modelagem indireta é feita uma analise comparativa das estruturas de
moléculas, determinando um modelo farmaco6foro. Existem muitas op¢cfes quanto ao
meétodo de calculo a ser aplicado em uma determinada estratégia de modelagem
molecular. Estes métodos basicamente diferem quanto a natureza do campo de
forca, ou seja, do conjunto de funcbes de energia e parametros numéricos
associados (COHEN, 1990).

Utilizando métodos de modelagem molecular pode-se isolar e “congelar” uma
estrutura. Estruturas com tempos de vida muito curtos, tais como intermediarios de
reacdo ou estados de transicdo hipotéticos, podem ser modelados e suas
propriedades “medidas” com relativa facilidade (CLARK, 1985; SANT'’ANNA, 1995).
A possibilidade do estudo das conformacdes e propriedades de uma molécula
isolada, simulando o estado gasoso, ou da molécula solvatada, ainda que por um
namero pequeno de moléculas de solvente, permite predizer as conformacdes
preferenciais em cada caso particular (BARREIRO e RODRIGUES, 1997).
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5. MATERIAIS E METODOS

Nesta etapa a pesquisa dividiu-se em dois grandes grupos: o estudo de
modelagem dos compostos derivados do 20E e docking molecular, e o estudo de

farmacoforo dos compostos.

5.1. COMPOSTOS DERIVADOS DO 20E E DOCKING MOLCULAR

5.1.1. Desenho dos compostos derivados do 20E

Baseado na estrutura conhecida do composto 20E (figura 1), foram propostas
modificacdes moleculares que resultaram em 60 derivados do 20E (figura 2). O
programa computacional Spartan for Windows, versao 08, Wavefunction, Inc. USA,
foi empregado para o desenho, a otimizagdo de geometria molecular da estrutura e
calculos dos derivados do 20E com o emprego dos métodos semi-empirico AM1 e o
empirico teoria do funcional de densidade (DFT) B3LYP com o emprego de base de

dados tedricos 6-31G.

HO,

Figura 1: Estrutura da 20-hidroxiecdisona
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Figura 2: Estruturas das 60 moléculas derivadas do composto 20E
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5.1.2. Andlise de ancoramento molecular (Docking)

A andlise de ancoramento molecular envolveu os estudos de interacao entre
composto bioativo e receptor. Para esta etapa foram utilizados os compostos com
estrutura quimica otimizada em Programa Spartan. Foram utilizadas estruturas do
receptor opidide em formato pdb (Protein Data Banking,
<http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do>, PDB ID: 4DKL (Mu), 4Ej4 (Delta) e 4DJH

(Kappa) para os estudos de ancoramento.

Estes estudos foram realizados utilizando o software iGemdock 2.1, no qual
as ligacBes individuais dos compostos foram submetidas a ancoramento no sitio
ativo das proteinas estudadas. Os calculos de ancoragem foram realizados com
parametros de algoritimo genético (GA) escolhidos para tamanho da populacéo,
geracdo e numero de solugbes como 200, 70 e 3, respectivamente, uso de célculo
padrdo de docking, funcdo de escore Gemdock de hidrofébica e eletrostética
(preferéncia 1:1), e aplicacdo das funcdes arquivo sitio de ligacao do ligante. O grid

(caixa de interacdo) de 6 Angstroms foi utilizado para todas as proteinas estudadas.

5.2. ESTUDO DE FARMACOFORO

A série de compostos derivados da 20-hidroxiecdisona foi submetida a andlise
de farmacoforo com o emprego de software Pharmagist®, disponivel para uso na
internet (<http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/pharma/index.html>). As estruturas em 3D, em
extensdo de formato digital Sybyl mol.2, foram classificadas em arquivo Unico
(caracterizada como uma lista de moléculas) e inseridas no Pharmagist. Para o
calculo do farmacéforo, foi escolhida a molécula mais ativa da série como estrutura
lider, “pivot”, utilizada como referéncia para alinhamentos, e inseridos os filtros de

efeito doador ou aceptor de hidrogénio, anion ou cation e anel aromatico utilizado.


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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6. RESULTADOS

6.1 ESTUDO DE ANCORAMENTO MOLECULAR

Com o intuito de investigar quais dos compostos derivados do 20E
apresentariam melhor interacio com o0s receptores opidides foram realizadas
simulacdes de ancoramento molecular. Nestes estudos, os compostos derivados do
20E foram geometricamente colocados para interagir com residuos de aminoacidos
especificos em sitios de receptores opiodides, onde foram calculados os dados de
ligacdo de hidrogénio, forcas de Van der Waals (VDW) e interacdes eletrostaticas da
energia.

Inicialmente, a analise do ancoramento molecular foi realizada com os 60
derivados do 20E, divididas em dois grupos de 30 moléculas. De cada grupo retirou-
se os 6 derivados com maior afinidade pelos receptores opidides, resultando em
novo grupo de 12 moléculas, que foram novamente submetidas ao docking
molecular, juntamente com a 20E, nos receptores Mu (tabela 1), Delta (tabela 2) e
Kappa (tabela 3). Além da energia de afinidade da interacao ligante-receptor, ligacéo
de hidrogénio e Van der Waals (VDW), o estudo de docking molecular forneceu os
principais residuos de aminoécidos envolvidos na interacdo nos receptores Mu
(tabela 4), Delta (tabela 5) e Kappa (tabela 6), nas cavidades e subcavidades 4DKL-
BFO, 4EJK-EJ4 e 4DJH-OLC, respectivamente. Estas cavidades nas proteinas sao

as mesmas de ligacdo de farmacos como a morfina, farmaco opidceo estabelecido.
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Tabela 1: Interagfes farmacoldgicas centrais (Van der Waals, ligagdo de hidrogénio
e eletrostatica) de compostos derivados do 20E envolvidos no sitio de ligacdo do
receptor opidide Mu (4DKL — BFO).

Energia de
Compostos afinidade Van der Waals Ligacdo de Eletrostatica

kcal mol-t Hidrogénio
Molécula 49 -105,47 -88,38 -17,09 0
Molécula 41 -98,48 -70,43 -28,85 0
Molécula 33 -97,56 -73,13 -22,43 0
Molécula 43 -95,03 -78,31 -16,72 0
Molécula 53 -94,75 -80,07 -14,68 0
Molécula 3 -92,92 -79,45 -13,47 0
Molécula 6 -91,62 -84,03 -7,59 0

20E -91,42 -77,62 -13,81 0

Molécula 16 -90,96 -71,66 -19,3 0
Molécula 29 -90,43 -69,35 -19,9 0
Molécula 30 -89,23 -70,01 -19,22 0
Molécula 45 -88,77 -78,7 -10,07 0
Molécula 27 -88,44 -67,88 -19,4 0

Tabela 2: InteracBes farmacolégicas centrais (Van der Waals, ligacdo de hidrogénio
e eletrostatica) de compostos derivados do 20E envolvidos no sitio de ligacdo do
receptor opidide Delta (4EJ4 — EJ4).

Energia de
Compostos afinidade Van der Waals Ligacdo de Eletrostatica

kcal mol-t Hidrogénio
Molécula 6 -93,98 -84,46 -9,37 0
Molécula 49 -93,37 -75,38 -18 0
Molécula 3 -90,53 -78,74 -11,79 0
Molécula 41 -87,8 -73,28 -14,51 0
Molécula 33 -84,64 -56,62 -28,02 0
Molécula 27 -79,99 -59,42 -18,84 0
Molécula 45 -79,91 -58,09 -21,82 0
Molécula 43 -79,9 62,44 -17,45 0
Molécula 53 -79,7 -67,43 -12,27 0
Molécula 16 -78,29 -64,64 -13,65 0
Molécula 29 -72,73 -56,87 -19,84 0
Molécula 30 -75,73 -57,75 -17,98 0

20E -74,2 -58,81 -15,39 0
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Tabela 3: Interagbes farmacoldgicas centrais (Van der Waals, ligagdo de hidrogénio
e eletrostatica) de compostos derivados do 20E envolvidos no sitio de ligacdo do

receptor opidide Kappa (4DJH — OLC).

Energia de
Compostos afinidade Van der Waals Ligacdo de Eletrostatica

kcal mol-* Hidrogénio
Molécula 49 -93,37 -74,6 -18,77 0
Molécula 41 -93,38 -76,68 -15,86 0
Molécula 3 -92,11 -86,16 -5,93 0
Molécula 16 -90,54 -84,62 -5,88 0
Molécula 33 -89.34 -73,96 -15,38 0
20E -88,99 -75,96 -13,03 0
Molécula 53 -88,7 -76,25 -12,45 0
Molécula 6 -86,36 -72,91 -14,18 0
Molécula 27 -84,61 -72,09 -14,27 0
Molécula 45 -83,35 -72.47 -12,15 0
Molécula 30 -82,93 -66,29 -17,06 0
Molécula 29 -81,17 -70,81 -12,12 0
Molécula 43 -78,51 -68,78 -9,73 0

Tabela 4: Compostos derivados do 20E e os principais residuos de aminoacidos
envolvidos no sitio de ligacao do receptor opiéide Mu.

Ligacdo de Hidrogénio Van der Waals
Compostos H-S H-S H-S V-S V-S
ASP - 147 HIS - 297 LYS - 303 TYR - 148 LYS - 233

Molécula 49 -1,1 -2,2 0 -4,5 -3,9
Molécula 41 -5 -3,5 0 -4.4 3,8
Molécula 33 0 -6,9 0 -4,8 -10,1
Molécula 43 -4 -8,2 0 -12,1 -3,8
Molécula 53 0 0 0 -5,9 -5,6
Molécula 3 -2,5 -3,5 -3,56 -8,6 -2,9
Molécula 6 -3,8 -1 -2,8 -7,8 -6

20E -3,2 0 0 -6,1 -5,9
Molécula 16 0 -8,4 -3,5 -7,4 -5,6
Molécula 29 0 -8,5 -3,4 -6,6 -4,3
Molécula 30 0 -8 -1,8 -7,3 -4.8
Molécula 45 -4,1 0 0 -5,4 -4,3

Molécula 27 0 -3,4 -3,4 -5,8 -4,2
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Tabela 5: Compostos derivados do 20E e os principais residuos de aminoacidos
envolvidos no sitio de ligacéo do receptor opidide Delta.

Ligacdo de Hidrogénio Van der Waals
Compostos H-S H-M V-S V-S V-S
ASP - 128 TYR - 308 TYR - 129 TRP - 274 TYR - 308

Molécula 6 -2,4 0 -7,3 -14 -9,1
Molécula 49 -2,5 0 5,1 -7 -10,3
Molécula 3 0 -3,5 -7,3 -13,5 -6,5
Molécula 41 0 -3,5 -6,9 -12,1 -4,2
Molécula 33 -5,9 -3,5 -6,6 -9 -9,4
Molécula 27 0 -3,8 -4,6 -13,7 0,8
Molécula 45 -2,6 -0,3 -2,3 -4,2 -7,3
Molécula 43 -5 2,1 -0,9 -8,3 -9,3
Molécula 53 0 0 -7,1 -4,4 -2,7
Molécula 16 0 -2,9 5.1 -13,9 -3,6
Molécula 29 0 -2,8 -2,7 -13,2 -0,9
Molécula 30 -2,5 0 -5,1 -9,5 -6,9

20E -5 0 -3,3 -7,7 -14,2

Tabela 6: Compostos derivados do 20E e os principais residuos de aminoacidos

envolvidos no sitio de ligacao do receptor opiéide Kappa.

Ligacdo de Hidrogénio Van der Waals
Compostos H-M H-M H-MH V-S V-S
THR - 171 ALA-175 OLC-1303 PHE-169 LYS-174

Molécula 49 -7,5 -14,7 -0,1 -10,8 -3
Molécula 41 -2,5 -0,2 -7,2 -15,2 -5,9
Molécula 3 -3,1 -11,2 -2,6 -12,1 -5,6
Molécula 16 0 -0,8 -6,6 -9,8 -7,4
Molécula 33 -2,8 -11,6 -4,7 -9,7 -8,9
20E -0,3 -2,8 0 -10,4 -3,3
Molécula 53 -2,2 -11,8 -4,7 -16,6 -8,3
Molécula 6 -3,2 -12,7 5,1 -12,7 -5,7
Molécula 27 -2,5 -3,8 -2,6 -9,7 -4,1
Molécula 45 0 -6 -6,1 0 -2,1
Molécula 30 0 -3,2 -2,7 -8,3 -0,2
Molécula 29 0 -11;3 -1,4 -9,1 -3,4
Molécula 43 0 -3,7 -4 -0 -0,4

A molécula 49 apresentou menor energia de interacdo com o receptor Mu,
sugerindo maior afinidade. Esta interacdo esta demonstrada na figura 3. Da mesma
forma, considerando o receptor Delta, observou-se que a molécula 6 apresentou

menor energia de atividade na interacdo com o receptor (figura 4). Para o receptor
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Kappa verificou-se que a molécula 41 apresentou sua menor energia de atividade na
interacdo, demonstrada pela figura 5. Todas as figuras apresentam a molécula 20E

para fins de comparagcdo com a molécula ativa.

3 TYR 148

" DERIVADO 49

- 2\

Figura 3: Interacdo entre o receptor Mu e os compostos 20E e molécula 49, e o

principal residuo de aminoacido envolvido.

S
s

Figura 4: Interagdo entre o receptor Delta e os compostos 20E e molécula, e 0

principal residuo de aminoacido envolvido.
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PHE 169

Figura 5: Interacdo entre o receptor Kappa e os compostos 20E e molécula 41, e o

principal residuo de aminoéacido envolvido.

6.2. ESTUDO DE FARMACOFORO

Foi gerado um modelo de farmacoforo das moléculas entre os 60 derivados
do composto 20E. Para a geracédo desde modelo, o composto 20E foi utilizado como
pivd para obtencdo dos melhores alinhamentos entre as moléculas de estudo. No
modelo proposto, as principais propriedades fisico-quimicas estruturais foram
capacidade aceptora de elétrons e hidrofobicidade.

As medidas intramoleculares do farmacoforo, geradas pelo programa, sao
resultantes das propriedades fisico-quimicas e caracteristicas moleculares comuns
oriundas dos compostos com atividade significativa. Assim, através do algoritmo
calculado pelo programa, o melhor modelo farmacéforo € escolhido, gerando as
medidas farmacoforicas gerais e espaciais essenciais para uma boa atividade dos
compostos.

O estudo de farmacoéforo apresentou um esqueleto molecular com disposigédo
espacial proposta de acordo com as distancias ideais entre os atomos, demonstrado
pela figura 6. Neste estudo foi realizado a comparagdo com os derivados do 20E,
moléculas 49, 6 e 41, cujos resultados estédo representados pelas figuras 7, 8 e 9,
respectivamente. A relacdo entre o farmacoéforo e a estrutura da 20E é demonstrada

pela figura 10.



Figura 7: Sobreposicdo da molécula 49 no farmacoforo.
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Figura 9: Sobreposicdo da molécula 41 no farmacoforo.
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Figura 10: Sobreposicdo do composto 20E e farmacoforo.
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7. DISCULSSAO

7.1. ANALISE DO ANCORAMENTO MOLECULAR

O estudo de ancoramento molecular foi realizado para fornecer informacgdes
sobre a interacdo entre os compostos derivados do 20E e receptores especificos
envolvidos na sinalizacdo da via da dor. Este estudo foi realizado para sugerir uma
possivel interacdo entre as principais moléculas derivadas do 20E nos receptores
opidides. Uma avaliacdo dos resultados obtidos a partir da interacdo dos compostos
com os receptores de opidides: p (Mu - IDP PDB: 4DKL), & (Delta - IDP PDB: 4EJ4),
K (Kappa - ID PDB: 4DJH) baixados do banco de dados de proteinas (PDB),
permitem-nos uma selecdo de doze derivados do 20E, especificamente as
moléculas 3, 6, 16, 27, 29, 30, 33, 41, 43, 45, 49, e 53. Essas moléculas foram
escolhidas de acordo com os valores de menor energia de interacdo junto aos sitios
ativos dos receptores opidides em comparacdo com os outros derivados do 20E. Em
sua estrutura, a 20E apresenta um nucleo esteroidal, que alguns estudos tém
apontado interagir com receptores opidides (Capasso & Loizzo, 2008).

Segundo resultados do ancoramento molecular, as principais interagcdes dos
derivados do 20E no receptor Mu ocorrem com os residuos ASP — 147, HIS — 297,
LYS — 303, TYR — 148, LYS — 233. No receptor Delta nos residuos ASP — 128, TYR
— 308, TYR — 129, TRP — 274, TYR — 308, e no receptor Kappa nos residuos THR —
171, ALA — 175, OLC - 1303, PHE — 169 e LYS — 174. Apés esta etapa, foi aplicada
a analise pos-triagem de validacao interna do software, onde o residuo TYR 148 no
receptor Mu foi determinado por Anélise de Consenso para os derivados do 20E, o
principal envolvido nessa interacdo, com Z-score 5,10 e WPharma 1,00. Para o
receptor Delta, o TRP 274 foi detectado como o residuo relevante envolvido nesta
ligacdo ligante-receptor, com pontuacéo Z 3,90 e WPharma 1,00. O receptor Kappa
apresentou o residuo PHE — 169 como o principal envolvido na interacdo, com Z-
score 5,49 e WPharma 1,00. Estas interagbes sdo as mesmas observadas na
literatura (site do PDB, respectivos codigos) para composto com acéo opioide.

Os residuos que interagem no receptor Mu sdo os mesmos observados no
sitio ativo determinado no estudo de ancoragem dos compostos presentes no
extrato das folhas de Sida tuberculata, realizado por Rosa (2017), que sugere a acéo

do composto 20E no receptor Mu.
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Ainda, de acordo com o ancoramento molecular, sugere-se que entre 0sS
derivados do 20E, as moléculas 49, 6 e 41 foram as que obtiveram melhor interacéo
com os receptores opidides Mu, Delta e Kappa, respectivamente. As modificacdes
realizadas entre as moléculas 49, 6 e 41 — em relacdo ao composto 20E — estdo

evidenciadas na figura 11.

o.
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MOLECULA 6 MOLECULA 41

Figura 11: Estrutura do composto 20E e seus derivados 49, 6 e 41.

7.2. ANALISE DO FARMACOFORO

No estudo de farmacéforo o modelo 3D obtido permitiu a analise das
distancias entre os pontos espaciais de propriedades de lipofilicidade, de aceptor e
de doador de ligacdo de hidrogénio. O melhor candidato a modelo farmacoéforo foi

aguele que apresentou a pontuacao mais alta, score de 11,31, incluindo 13 medidas
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farmacoforicas e sua construcdo foi baseada em 8 moléculas, o mais amplo entre
todos obtidos.

Neste estudo foi possivel utilizar o modelo obtido para verificar quais
estruturas entre as propostas se apresentam como compostos opioides potenciais.
No caso das moléculas que apresentaram melhor interagdo com os receptores e A
nos estudos de ancoramento, verifica-se que as mesmas se encaixam no
farmacoforo proposto. Ao considerar o receptor k, algumas moléculas que ndo se
enquadram no modelo farmacoéforo apresentam boa interagdo com o receptor. Estas
informacBes podem ser utilizadas para uma nova selecdo de compostos candidatos

a interagir, de forma distinta, com os receptores opidides.
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8. CONCLUSAO

A otimizacdo das moléculas seguida pelo ancoramento molecular, utilizando
para tais os softwares Spartan e iGendock, respectivamente, mostraram-se como
importantes ferramentas no estudo da interacdo ligante-receptor. Essa metodologia
permitiu a selecdo de doze principais derivados da 20E com possivel acgéo
antinociceptiva potencial, além de fornecer dados dos principais residuos de
aminoacidos envolvidos nesta interacdo, que Sdo 0sS mesmos observadas na
literatura para compostos com acédo opidide.

O método de geracdo de farmacoforo através do servidor Pharmagist®
mostrou-se eficaz para a identificacdo de medidas espaciais farmacoféricas comuns
entre os derivados da 20E, apresentando um modelo que demonstra a importancia
das caracteristicas de lipofilicidade e de ligacbes de hidrogénio para este grupo de
moléculas analisadas. Estas informacdes, juntamente ao estudo de ancoramento
molecular, podem ser utilizadas para o planejamento de novos compostos bioativos

com acao analgésica potencial.
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