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RESUMO - O ibuprofeno, além de possuir propriedades benéficas,
causa sérios efeitos colaterais, que vao desde ulceracdes
gastrointestinais até hemorragias. Estes efeitos indesejados estimulam
a pesquisa & desenvolvimento de novos agentes terapéuticos mais
eficazes e menos prejudiciais a saude humana. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi realizar um estudo in silico visando avaliar
propriedades farmacocinéticas, efeitos tdxicos e interacdo de trés
ibuprofenatos derivados de produtos naturais com a enzima
prostaglandina G/H sintase 2. Os ibuprofenatos de anisila, de timila e
de eugenila apresentaram propriedades moleculares e toxicidade
(baixa ou nula) esperadas para substancias bioativas candidatas a
farmacos. Além disso, observou-se que os ibuprofenatos avaliados
apresentaram maior energia de interacdo com a prostaglandina G/H
sintase 2 e orientacdo de ancoragem semelhante ao farmaco
ibuprofeno.

Palavras-chave: ibuprofeno; docking molecular; prostaglandina G/H
sintase 2.

ABSTRACT - Ibuprofen, in addition to having beneficial properties,
cause serious side effects, ranging from gastrointestinal ulcerations
until bleeding. These unwanted effects stimulate the research &
development of new and more effective therapeutic agents and less
harmful to human health. In this context, the aim of this study was to
conduct an in silico study to evaluate pharmacokinetics properties,
toxic effects and interaction of ibuprofenates derived from natural
products with prostaglandin G/H synthase 2. The anisyl, thymil and
eugenyl ibuprofenates showed molecular properties and low or no
toxicity, expected for bioactive substances with potential drug
candidates. Furthermore, it was observed that the ibuprofenates
evaluated had higher interaction energy with the prostaglandin G/H
synthase 2 in a similar orientation to ibuprofen drug.

Keywords: ibuprofen; docking molecular; prostaglandin G/H synthase
2.
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1 INTRODUGAO

Os farmacos anti-inflamatérios ndo-
esterdides (FAINEs) sdo os agentes
terapéuticos mais utilizados atualmente. Os
FAINEs sdo medicamentos para tratamentos
sintomaticos inesperados especificos, nao
interferindo na histdria natural das doencas
inflamatdrias. Entre os representantes desta
classe de farmacos destacam-se os derivados
do 4cido 2-arilpropidnico, tais como o
cetoprofeno, o naproxeno e o ibuprofeno
(CASAGRANDE et al., 2011).

O ibuprofeno e outros acidos 2-
arilpropibnicos, contém um centro
estereogénico na posi¢cdo a ao grupo acido
carboxilico. Como tal, ha dois enantiomeros
possiveis do ibuprofeno que podem
apresentam efeitos bioldgicos e metabolismo
diferenciado para cada enantiémero. Estudos
farmacolégicos in vitro e in vivo
demonstraram que o (S)-(+)-ibuprofeno
(dexibuprofeno) é o enantidmero
farmacologicamente ativo. No entanto,
testes in vivo revelaram a existéncia de um
isomerase (2-arilpropionil-CoA epimerase)
gue converte o (R)-ibuprofeno ao isbmero
ativo (S)-ibuprofeno (CHEN et al., 1991;
TRACY; HALL, 1992; REICHEL et al., 1997).

O uso cronico de AINEs, incluindo os
derivados do acido propibnico, pode
provocar toxicidade gastrointestinal (LANZA,
1998), desencadeando ulceracgGes

gastrointestinais até hemorragias. Os danos
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gastrointestinais provocadas pelos FAINEs é
geralmente atribuida a dois fatores: i)
irritacdo local pela funcdo acido carboxilico,
comum em muitos FAINEs e ii) producdo
diminuida de prostaglandinas no tecido, que
possui funcao fisioldgica citoprotetora para
manter a saude gastrointestinal e
homeostase (GRANGEIRO et al., 2008; SMITH
et al., 1998, HAWKEY et al., 2000). Estes
efeitos indesejados estimulam a pesquisa &
desenvolvimento de novos  agentes
terapéuticos mais eficazes e menos
prejudiciais a saude humana (WERMUTH,
2004). Uma alternativa relativamente
simples, explorada por diferentes
pesquisadores, é a derivatizacdo do grupo
funcional 4acido carboxilico presente na
maioria dos FAINEs que fornecem,
geralmente, um anti-inflamatério mais
potente e com efeito ulcerogénico reduzido
(KALGUTKAR et al., 2000; DUFLOS et al.,
2001).

O uso de novos candidatos a farmacos,
depende, principalmente, de suas
propriedades farmacocinética e
farmacodinamica (KOVACEVIC et al., 2014).
A fase farmacocinética inclui a absorcdo,
distribuicdo, metabolismo, e eliminagao
(ADME) do farmaco. Desta forma, a triagem e
a otimizacdo das propriedades ADME na fase
inicial do processo de desenvolvimento de
farmacos tém sido

amplamente

recomendada (WANG; SKOLNIK, 2009).
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Métodos que permitem avaliar de forma
rapida as propriedades ADME economizam
tempo e despesas no processo de
desenvolvimento de farmacos. No entanto,
devido a natureza complexa destas
propriedades e ao tempo demandado nos
procedimentos experimentais, estas
propriedades ndao sao avaliadas por triagem
experimental. Por isso, foram desenvolvidos
um elevado numero de  modelos
computacionais (in silico) que permitem
determinar propriedades ADME (HOU;
WANG, 2008; TETKO et al., 2006). De acordo
com a anadlise de novos candidatos a
farmacos observa-se que, durante o processo
de desenvolvimento, as principais causas de
falhas sdo pobres propriedades ADME (~ 50-
60%) e efeitos adversos (~ 30%) (KOVACEVIC
et al., 2014; HOU, 2007).

No contexto apresentado, o objetivo
deste trabalho foi realizar um estudo in silico,
com trés hibridos de ibuprofeno e produtos
naturais  (Figura 1), visando avaliar

propriedades  farmacocinéticas, efeitos

)\D/Y
mﬁ
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téxicos e inibicdo da enzima prostaglandina
G/H sintase 2.

Os  hibridos  foram  idealizados
baseando-se no estudo de Zhao et al. (2005),
que defendem a ideia de que o hibrido
ibuprofeno-eugenol apresentaria  efeitos
sinergéticos das duas substancias isoladas e
ainda ocasionaria menor irritacao

gastrointestinal.

2 METODOLOGIA

Os ibuprofenatos foram sintetizados,
em trabalho anterior, utilizando metodologia
reportada por Casagrande et al. (2011):
Ibuprofeno (1,030 g, 5,0 mmol),
dicicloexilcarbodiimida (DCC) (1,29 g, 6,25
mmol) e quantidade catalitica de N,N-
dimetilaminopiridina foram adicionados a
uma solugdo de alcool anisico/timol/eugenol
(5,00 mmol) em diclorometano (10 mL). A
mistura reacional permaneceu sob agitagdo
magnética, a temperatura ambiente, por 24
horas. Apds o periodo indicado, a solugdo foi

filtrada para remocdo da dicicloexiluréia e o

solvente removido em um rotaevaporador.

H

O
ﬁmw@/\

Figura 1. Estrutura molecular do ibuprofeno (1), dlcool anisico (2), timol (3), eugenol (4),

ibuprofenato de anisila (5), ibuprofenato de timila (6) e ibuprofenato de eugenila (7).

Colloquium Exactarum, v. 6, n.4, Nov-Dez. 2014, p.21 —-30. DOI: 10.5747/ce.2014.v06.n4.e096



Para a realizacdo dos estudos in silico
utilizou-se as estruturas moleculares das
substancias apresentadas na figura 1.

As propriedades moleculares foram
calculadas, com base em descritores
moleculares utilizando a regra dos cinco de
Lipinski, utilizando o servidor Molinspiration
Calculation Toolkit

Online Property

(www.molinspiration.com/). A regra dos

cinco de Lipinski estabelece alguns
parametros estruturais relevantes para a
predicdo do perfil de biodisponibilidade oral,
gue estd associada a absorcio e a
permeabilidade de possiveis farmacos: (a)
numero de grupos aceptores de ligacdo
hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10; (b)
nidmero de grupos doadores de ligacao
hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5; (c)
massa molecular (MM) menor ou igual a 500
g/mol; (d) coeficiente de particdo octanol-
agua (miLog P) menor ou igual a 5; (e) area
de superficie polar topolédgica (TSPA) menor
ou igual a 140 A%. Moléculas que violam mais
do que uma destas regras podem ter
problemas de biodisponibilidade oral.

A toxicidade tedrica foi avaliada
utilizando o servidor Osiris Property Explorer

(www.organicchemistry.org/prog/peo/). Este

servidor estd fundamentado no uso de base
de dados contendo fragmentos distintos,
gerados a partir da quebra das ligacbes
simples das moléculas, que estdo associados

a uma classificagdo de similaridade a
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farmacos (drug-likeness). A avaliacdo in silico
da toxicidade de substancias neste servidor
inclui efeitos mutagénico, tumorigénico,
irritante e sobre a reprodugdo. O drug-score
é um parametro que combina os valores
obtidos de drug-likeness, cLogP, logS, massa
molar e riscos toxicoldgicos em um Unico
valor, de modo a avaliar se a substancia tem
potencial para se tornar um farmaco ou nao.
O servidor indica através de um esquema de
cores (vermelho = alto risco, amarelo = risco
moderado e verde = sem risco) se a
substancia avaliada apresenta propriedades
desejaveis ou indesejaveis. Valores de drug-
score entre 0,1 e 1,0 e um valor positivo para
drug-likeness indicam que a substancia
avaliada contém grupos frequentes em
medicamentos comerciais.

O docking molecular visando estudar a
orientacdo e a afinidade dos ligantes com a
prostaglandina G/H sintase 2 foi realizado no
software JGEMDOCK 2.1. A estrutura
completa da enzima prostaglandina G/H 2
(PDB 1CVU) foi carregada utilizando, na secado
"Prepare Binding Site", a opcao "by bonded
ligand" e um raio de 8,0 A ao redor da
cavidade na qual encontra-se ancorado o
ligante cristalografico (dcido araquidonico).
Os arquivos dos ligantes foram carregados
em formato ".mol". As estruturas dos ligantes
(figura 1) foram previamente otimizadas, a
partir de calculos de mecanica molecular,

baseado no campo de forca MMFF94,
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utilizando o software Marvin Sketch 6.1.7. Os
parametros foram ajustados para "Stable
docking", em que a populacdo foi definida
como 300, as geragées como 80 e o numero
de solugdes como 10. As configuracdes
padrao foram mantidas na se¢do "Scoring
function". Em seguida, o /GEMDOCK gera os
perfis de interagdo enzima-ligante de acordo
com suas interacdes eletrostatica (E), ligacdo
de hidrogénio (H) e interagGes de van der
Waals (V). Com base nestes perfis e nas
estruturas dos ligantes, o /GEMDOCK infere
as intera¢bes farmacoldgicas e agrupa os
ligantes analise

para a pOs-triagem.

Finalmente, os ligantes sdo classificados e

25

visualizados pela combinacdo das interacoes
farmacoldgicas e das energias envolvidas
(BALAVIGNESH et al., 2013). No dendograma
obtido as intera¢des de van der Waals e as
ligacdes de hidrogénio sdo coloridas em
verde quando a energia for menor que -4,0 e

-2,5 kcal/mol, respectivamente.

3 RESULTADOS

As propriedades moleculares dos
compostos 5-7 (hibridos de ibuprofeno e
produtos naturais) e de seus precursores 1-4,
calculadas no servidor Molinspiration, sao

apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades moleculares calculadas no servidor Molinspiration.

Composto miLogP TSPA MM nALH nDLH nviolagoes
1 3,463 37,299 206,29 2 1 0
2 1,332 29,462 138,17 2 1 0
3 3,342 20,228 150,22 1 1 0
4 2,100 29,462 164,20 2 1 0
5 5,090 35,539 326,44 3 0 1
6 6,599 26,305 338,41 2 0 1
7 5,597 35,539 352,47 3 0 1

miLogP: coeficiente de particao octanol-agua; TPSA: drea de superficie polar topoldgica; MM: massa molecular; nALH:
numero de grupos aceptores de ligagdo hidrogénio; nDLH: numero de grupos doadores de ligagdo hidrogénio;
nviolages: numero de violagGes a regra dos cinco de Lipinski.

Os efeitos toxicos tedricos e o0s

parametros drug-likeness e drug-score dos

compostos 1-7, calculados no servidor Osiris,

sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Predigdo de toxicidade determinadas no servidor Osiris.

Toxicidade Drug- Drug-
Composto .- . . X = q

Mutagénico Tumorigénico Irritante Reprodugao likeness score

1 alto risco sem risco sem risco alto risco 3,97 0,31

2 moderado sem risco alto risco sem risco -5,10 0,23

3 alto risco sem risco sem risco alto risco -3,02 0,17

4 alto risco alto risco alto risco sem risco -2,78 0,11

5 sem risco sem risco moderado sem risco -0,38 0,33

6 sem risco sem risco sem risco sem risco - 0,07 0,28

7 moderado moderado moderado sem risco 2,06 0,22

Colloquium Exactarum, v. 6, n.4, Nov-Dez. 2014, p.21 —-30. DOI: 10.5747/ce.2014.v06.n4.e096




26

A energia e a orientacao das interagdes iIGEMDOCK 2.1. Os valores de energia de

dos compostos 1-7 com a enzima interagao enzima - ligante sdao apresentados

prostaglandina G/H sintase 2 (PDB 1CVU) na tabela 3.

foram estudadas utilizando o software

Tabela 3. Energias, calculadas no programa /GEMDOCK, envolvidas na intera¢ao prostaglandina
G/H sintase 2 (PDB 1CVU) - ligante (compostos 1-7).

Energia em kcal/mol
Composto —
Total van der Waals Ligagdes de Hidrogénio Eletrostatica
1 -80,92 -61,77 -15,66 -3,49
2 -65,47 -53,01 -12,46 0,00
3 -63,83 -50,03 -13,80 0,00
4 -67,74 -64,24 -3,5 0,00
5 -114,13 -96,91 -17,22 0,00
6 -101,17 -88,62 -12,55 0,00
7 -119,13 -107,13 -12,00 0,00

Os resultados obtidos no iGEMDOCK apresenta o dendograma obtido para as

foram explorados utilizando andlise de interacdes da enzima prostaglandina G/H

agrupamento hierarquico. A figura 2 sintase 2 - ligantes (compostos 1-7).
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Figura 2. (a) Agrupamento hierdrquico do perfil de interacdo dos ligantes por ranking

farmacoldgico e de energia. (b) O "gene matriz" exibe perfil de intera¢cdes dos ligantes com a
enzima prostaglandina G/H sintase 2 (PDB 1CVU). M e S indicam que o residuo pertence a cadeia
principal ou a cadeia lateral, respectivamente.

5 DISCUSSOES

Vale ressaltar que, apesar do trabalho
ser de cunho tedrico-computacional, todos
os compostos avaliados foram sintetizados e
tiveram a identidade estrutural confirmada.
utilizados neste

Os ibuprofenatos 5-7,

trabalho, foram obtidos a partir de

esterificacdo de Steglich, utilizando N,N-
dicicloexilcarbodiimida como reagente de
acoplamento e N,N-dimetilaminopiridina

como catalisador.

A partir da analise da tabela 1 observa-
se que os ibuprofenatos de anisila (5), de
timila (6) e de eugenila (7) violam apenas
uma das regras de Lipinski, apresentam
coeficiente de  particdo  octanol-dgua
(miLogP) maior que 5,0. Segundo os estudos
de Lipinski et al. (1997), substancias com este
perfil possuem, geralmente, boa
biodisponibilidade oral.

No estudo utilizando o servidor Osiris

(tabela 2) observou-se que os hibridos 5-7
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apresentaram efeitos tdéxicos menores, ou
nulos, em compara¢dao ao ibuprofeno (1) e
aos produtos naturais de origem 2-4. Embora
os métodos in silico n3dao  sejam
suficientemente precisos para agir como
substitutos de métodos in vivo ou in vitro, os
dados obtidos a partir destas ferramentas
contribuem para compreender as
dependéncias fisico-quimicas de diferentes
propriedades farmacocinéticas, e, portanto,
podem auxiliar na otimizacdo de substancias
bioativas (GLEESON; HERSEY; HANNONGBUA,
2011; SANDER et al., 2009).

O ibuprofenato de anisila (5)
apresentou valor de drug-score mais
acentuado do que o ibuprofeno (1), ja os
ibuprofenatos de timila (6) e de eugenila (7)
apresentaram valores menores. Para o
parametro drug-likeness apenas o
ibuprofenato de eugenila (7) apresentou
valor positivo, indicando que este hibrido
contém grupos frequentes em medicamentos
comerciais.

Observou-se que os ibuprofenatos 5-7
apresentaram maiores energia de interacdo
com as prostaglandinas G/H sintase 2 do que

o ibuprofeno (1) e os respectivos produtos

naturais (2-4), tabela 3. Esta observacdo pode

27

ser explicada pelo aumento das interagGes do
tipo van der Waals, resultante do aumento
da estrutura molecular dos hibridos 5-7 em
relagdo aos precursores 1-4.

O estudo de docking molecular com a
prostaglandina G/H sintase 2 revelou que os
hibridos 5-7 estabelecem interacdes com os
aminoacidos Argl20, Tyr355 e Val523
presentes no sitio ativo da enzima. Segundo
dados da literatura (KNIGHTS et al., 2010;
MAGALHAES et al., 2012), neste sitio ativo, os
aminodcidos Tyr385 e Ser530 sdo cruciais
para a atividade enzimatica. A rea¢do de um
oxidante endégeno (por exemplo,
hidroperéxido) com o heme gera um estado
de oxidagdao mais alto do heme, que em
seguida oxida o residuo Tyr385 para um
radical tirosil, sendo uma etapa determinante
do inicio do ciclo catalitico da enzima
(KNIGHTS et al., 2010). Entre os trés hibridos
avaliados observou-se que os ibuprofenatos
de anisila (figura 3a) e de eugenila (figura 3b)
interagem com apenas com o residuo Ser530.
Para o ibuprofenato de timila (figura 3c) foi
observado interacdo com os residuos Tyr385

e Ser530, ainda que de forma menos intensa,

tal como pode ser observado na figura 2.
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Figura 3. Representacdo dos ibuprofenatos de anisila (a), de timila (b) e de eugenila (c) no sitio
ativo da enzima prostaglandina G/H sintase 2 (PDB 1CVU).

Substancias que interagem com
orientacdo e intensidade adequada no sitio
ativo da prostaglandina G/H sintase 2
bloqueiam a entrada do acido araquidénico
resultando em inibicdo da sintese de
prostaciclina (MAGALHAES et al., 2012).
Desta forma, os resultados relatados
sugerem que os hibridos moleculares 5-7
possuem potencialidade para inibicdo da
enzima prostaglandina G/H sintase 2. No
entanto, a funcionalidade destes hibridos em
processos inflamatérios precisa ser
confirmada a partir de estudos in vitro e in
vivo.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os ibuprofenatos de anisila (5), de
timila (6) e de eugenila (7) apresentaram
caracteristicas moleculares e baixa/nula
toxicidade esperadas para substancias
bioativas candidatas a farmacos. Além disso,
observa-se que os ibuprofenatos avaliados
apresentaram maior energia de interacdo
com a enzima prostaglandina G/H sintase 2 e
farmaco

orientacao semelhante ao

ibuprofeno. Desta forma, acredita-se que
estudos in silico adicionais poderado contribuir
para o melhor entendimento do possivel
mecanismo de acdo anti-inflamatdria destes
hibridos, assim como para a obtencdo de
compostos mais eficientes e com efeitos
indesejados diminuidos ou anulados.
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