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RESUMO

Obijetivo: O objetivo deste estudo é investigar in silico a atividade inibitéria de limonoides sobre a enzima COX-
1 e os seus descritores de lipossolubilidade para a¢6es topicas contra inflamagdes.

Referencial Tedrico: O 6leo de andiroba apresenta limondides com potenciais anti-inflamatorios, destacando suas
vertentes para a bioeconomia sustentavel devido serem classificadas como néo esteroidais. Neste contexto foram
estudadas nove estruturas de limondides in silico via ancoragem molecular na enzima COX-1.

Método: As estruturas quimicas 2D dos limondides foram preparadas pelo programa MarvinSketch, sendo
convertidas em estruturas 3D e otimizadas por métodos de mecanica classica. A estrutura da proteina COX-1
complexada com flurbiprofeno no seu sitio ativo foi baixada do RCSB PDB de origem Homo sapiens e usada na
ancoragem molecular através programa Virtual Molegro Docker.

Resultados e Discusséo: Os resultados obtidos mostram que os limonoides apresentam potencial de inibi¢do da
COX-1. Estes resultados mostraram informagdes valiosas sobre lipossolubilidade e atividade inibitéria da COX-
1, ressaltando o potencial em uso tépico do 6leo de andirobas.

ImplicacBes da Pesquisa: As implicacOes préaticas e tedricas desta pesquisa ressaltam que os limonéides podem
inibir a COX-1 impedindo a formacdo de tromboxanos TXAZ2, além de estar associado a inibi¢do da agregacdo
plaquetéria, sendo uma medida eficaz na prevencéo de trombose arterial, e que pode ser estendida as enfermidades
vasculares, podendo abrir perspectivas para possivel reducgdo, ndo sé das microvarizes, mas de flebites superficiais.

Originalidade/Valor: Este estudo contribui para a literatura pois é um estudo inédito envolvendo a COX-1 e 0s
limonoides presentes no 6leo de andirobeira.

Palavras-chave: COX-1, Atividade Anti-Inflamatdria, Descritores Lipossollveis, Andirobeira, Planta
Amazénica.
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SYSTEMATIC SELECTION OF LIMONOIDS FROM CARAPA GUIANESIS AUBLET WITH ANTI-
INFLAMMATORY ACTIVITY, THROUGH IN SILICO TECHNIQUES FOR TOPICAL USE

ABSTRACT

Obijective: The aim of this study is to investigate in silico the inhibitory activity of limonoids on the COX-1
enzyme and their liposolubility descriptors for topical actions against inflammation.

Theoretical Framework: Andiroba oil has limonoids with anti-inflammatory potential, highlighting their
potential for sustainable bioeconomy due to their classification as non-steroidal. In this context, nine limonoid
structures were studied in silico via molecular docking to the COX-1 enzyme.

Method: The 2D chemical structures of the limonoids were prepared using the MarvinSketch program, converted
into 3D structures and optimized using classical mechanics methods. The structure of the COX-1 protein
complexed with flurbiprofen in its active site was downloaded from the RCSB PDB of Homo sapiens origin and
used for molecular docking using the Virtual Molegro Docker program.

Results and Discussion: The results obtained demonstrated that limonoids have the potential to inhibit COX-1.
These results showed valuable information on liposolubility and COX-1 inhibitory activity, highlighting the
potential for topical use of andirobas oil.

Research Implications: The practical and theoretical implications of this research emphasize that limonoids can
inhibit COX-1 by preventing the formation of TXA2 thromboxanes, in addition to being associated with inhibition
of platelet aggregation, being an effective measure in the prevention of arterial thrombosis, and which can be
extended to vascular diseases, opening up perspectives for possible reduction, not only of microvaricose veins, but
also of superficial phlebitis.

Originality/Value: This study contributes to the literature as it is an unprecedented study involving COX-1 and
the limonoids present in andirobeira oil.

Keywords: COX-1, Anti-inflammatory Activity, Fat-soluble Descriptors, Andirobeira, Amazonian Plant.

SELECCION SISTEMATICA DE LIMONOIDOS DE CARAPA GUIANESIS AUBLET CON
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA, MEDIANTE TECNICAS IN SILICO PARA USO TOPICO

RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este estudio es investigar in silico la actividad inhibitoria de los limonoides sobre la
enzima COX-1 y sus descriptores de liposolubilidad para acciones tépicas contra la inflamacion.

Marco Teorico: El aceite de Andiroba posee limonoides con potencial antiinflamatorio, destacando su potencial
para la bioeconomia sostenible debido a su clasificacion como no esteroideos. En este contexto, se estudiaron in
silico nueve estructuras de limonoides mediante acoplamiento molecular con la enzima COX-1.

Método: Las estructuras quimicas 2D de los limonoides se prepararon mediante el programa MarvinSketch, se
convirtieron en estructuras 3D y se optimizaron mediante métodos de mecénica clésica. La estructura de la proteina
COX-1 complejada con flurbiprofeno en su sitio activo se descargé del PDB RCSB de origen Homo sapiens y se
utilizo para el acoplamiento molecular mediante el programa Virtual Molegro Docker.

Resultados y Discusion: Los resultados obtenidos muestran que los limonoides tienen el potencial de inhibir la
COX-1. Estos resultados mostraron informacion valiosa sobre la liposolubilidad y la actividad inhibidora de la
COX-1, destacando el potencial de uso topico del aceite de andirobas.

Implicaciones de la investigacion: Las implicaciones practicas y tedricas de esta investigacion destacan que los
limonoides pueden inhibir la COX-1 impidiendo la formacion de tromboxanos TXA2, ademds de estar asociados
a la inhibicion de la agregacion plaquetaria, siendo una medida eficaz en la prevencion de la trombosis arterial, y
que puede extenderse a las enfermedades vasculares, abriendo perspectivas para una posible reduccion, no sélo de
las microvarices, sino también de las flebitis superficiales.
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Originalidad/Valor: Este estudio contribuye a la literatura, ya que es un estudio sin precedentes que involucra la
COX-1y los limonoides presentes en el aceite de andirobeira.

Palabras clave: COX-1, Actividad Antiinflamatoria, Descriptores Liposolubles, Andirobeira, Planta Amazonica.

RGSA adota a Licenca de Atribuicio CC BY do Creative Commons (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

1 INTRODUCAO

Nesta estudo, investigacdes com técnicas de matabolémica e quimica computacional,
envolvendo ancoragem molecular, foram aplicadas para investigar o perfil metabélico de um
concentrado de limondides e confirmar em niveis decrescente de energia a atividade inibitdria
da COX-1, e qual dos limonoides apresentam os melhores potenciais como pré-candidatos
quimioterapicos de inibicdo desta enzima para uso tépico.

Neste sentido a inibicdo da agregacdo plaquetaria em microvarizes poderd ser uma
solucdo importante para a estética corporal, e de um modo geral, é possivel que a inibicdo da
COX-1 possa esta direcionada para a reducdo, ndo s6 das microvarizes, mas de flebites ou
tromboflebites superficiais, nos casos leves; lesdes desportivas e acidentais, hematomas,
distensbes, contusdes, tendinite e tenossinovites, diminuindo as dores e as inflamacdes
relacionadas. Nestes caso, o desenvolvimento de anti-inflamatorios seguros, produzidos a partir
de Gleos vegetais se apresentam como fontes de grande interesse para uso topico, fato que
destaca os produtos naturais cientificamente investigados, tomando como base seus usos
tradicionais, biocompativeis e uma alternativa custo-beneficio-efetividade-seguranca para o

tratamento de adversidades inflamatorias superficiais.

2 REFERENCIAL TEORICO

A inflamagdo é um fendmeno reacional que ocorre no organismo com respostas
bioquimicas contra ferimentos, infeccGes, lesdes, hematomas, tendinite, tenossinovite, flebite
ou tromboflebite e que também pode estar associada a resposta autoimune ou exposicdes a
toxinas. Este fendmeno é descrito como processo de curto ou longo periodo, conhecido como
inflamacdo aguda ou cronica, respectivamente; e que apresenta as ciclo-oxigenases, COX-1 e
COX-2, como enzimas chave neste processo (Chandrasekharan and Simmons 2001); (Carter et

al., 2014); (Orlando and Malkowski, 2016). A enzima COX-1 catalisa as reac6es de formagéo
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das prostaglandinas (PGD2 e PGEZ2), prostaciclinas (PGI2) e tromboxanos (TXAZ2), enquanto
que a COX-2 é responsavel pelas formacdes de prostaciclinas (PGI2) e prostaglandinas (PGE2).

A inibicdo da COX-1 impede a formacdo de tromboxanos TXAZ2, além de que este
impedimento esta associado a inibigcdo da agregacdo plaquetéria e exerce acdo vasodilatadora.
Deste modo, no endotélio, a ativacdo da COX-1 permite a producdo de prostaciclina (PGI2);
nas plaquetas a COX-1 é essencial para a sintese de TXA2, a qual estimula a agregacéao
plaquetdria e vaso constricio e segue um efeito hemostatico e, consequentemente,
trombogénico. Neste sentido, a inibigdo da formagdo de TXA2 também induz a inibicdo da
agregacdo plaquetaria, seguindo o mesmo principio de atuacdo da aspirina (AAS) na
minimizacao da trombose arterial. Tromboxanos sdo substancias que apresentam atividade vaso
constritor na circulagdo sisttmica, mas vaso dilatador na circulagdo pulmonar. A inibigédo da
agregacdo plaquetaria é uma medida eficaz demonstrada na prevencéo de trombose arterial, 0
que pode ser estendida as enfermidades vasculares.

Em estudos realizados com ratos, foram obtidos resultados dos efeitos das inibigdes
agudas da COXs na reatividade de trombolismo dirigido em plaquetas induzido por coladgeno
ou por mimética do tromboxano TXA2 U46619; observou-se que a aspirina, o diclofenaco e o
parecoxibe, quando usados para inibir COX-1 e COX-2 apresentaram resultados diferentes: A
aspirina e diclofenaco, como esperado, apresentaram efeitos de inibicdo do trombo, mas nédo
houve efeito de reducéo do trombo quanto ao uso do parecoxibe, pois ele é seletivo paraa COX-
2. A inibicdo da COX-1 reduziu a formagdo de trombo induzido por colageno (Armstrong et
al., 2011). Estes resultados foram importantes para demonstrar que a inibi¢do da COX-1 podera
ser (til na minimizacdo ou combate de tromboses e consequentemente de tromboflebite leve
e/ou de microvarizes. Neste estudo, pode-se observar que a inibicdo da COX-1 é importante na

selecdo de moléculas com potencial de uso topico, Figura 1.
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Figura 1

Etapas de inibicdo das ciclo-oxigenases e suas influéncias

Fosfolipidios de

Membrana celular

Corticosteredides
Fosfolipases A2

Acido Araquidénico

Rotas das COXs Rota da 5-Lipoxigenase
COX-ll(ASPIRINA) COX-2J| (COXIBE) LOX
v“ — NSAID _’l
Agregacdo plaquetaria Inflamacao Inflamagdo e
destruicdo
articular

O acido araquiddnico (AA), gerado a partir da membrana celular por acéo da fosfolipase
A2, pode ser inibido por acdo de esterdides e, consequentemente, inibir a artrite e substancias
pré-tromboticas. Deste modo, o AA pode ser reduzido no organismo com dietas de menor
consumo de carne vermelha ou pelo maior consumo de peixes de aguas frias, pode-se lancar
méo de inibidores das COXs ja conhecidos. A COX-1 pode ser inibida pela aspirina em baixas
concentragdes; a COX-2 pode ser inibida pela celocoxibe, Celebrex, as quais sao seletivas para
esta enzima; e a LOX pode ser inibida pela curcumina ou &cido boswelico (Figura 1).

Nesta interacdo € sabido que a aspirina é a tinica NSAID que se liga irreversivelmente
as enzimas COXs e por isso se busca moléculas similares a estas caracteristicas, pois ficou
demonstrado que muitas NSAIDs ndo séo seletivas na inibicdo das COX, atuando sobre as duas
isoformas COX-1 e COX-2. Além disso, ja existem inibidores seletivos da COX-2 que
conferem protegdo gastrica, entretanto, eles estdo associados ao aumento de riscos de maiores
eventos corondrios (Carvalho et al., 2004), (Sharma et al., 2019). A inibi¢do da COX-1 regula
a expressdo da COX-2, o que pode neutralizar as influéncias deletérias e os eventos
subsequentes, devido a uma deficiéncia de PG, e os diversos estudos estdo focados,
principalmente, na inibicdo seletiva da COX-2 por substancias administradas oralmente, devido
aos efeitos adversos provocados quando a COX-1 ¢é inibida. Entretanto o uso de NSAID topico

apresenta maior segurabilidade e seus efeitos dermatoldgicos adversos podem incluir pruridos
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e dermatites, o que pode ser interrompido pela remoc¢do de uso do produto. Neste sentido,
NSAID tdpicos deveriam ser considerados como a primeira opcdo antes de NSAID oral,
especificamente para pacientes adultos com osteoartrite e para aqueles que apresentam
condigdes de comorbidade e/ou fator de risco adversos (Honvo et al., 2019). Neste caso 0
mecanismo de atuacdo € a penetracdo do NSAID através da pele para dentro do tecido
subdermal, incluindo o tecido sinovial para agir diretamente no local da inflamacao (Pradal,
2020), sendo necessério substancias biocompativeis e que apresentem potencial de penetracéo
na pele de modo a atravessar a barreira lipidica.

Uma das estratégias utilizadas é a busca por moléculas de fontes naturais, utilizadas por
humanos ao longo da existéncia (Dias et al., 2012), e especificamente neste estudo, destaca-se
a espécie Carapa guianensis conhecida como Andirobeira, e que é uma planta de ciclo
vegetativo longo com ocorréncia na Amazoénia e que produz uma classe de metabdlitos
pertencentes aos tetranortriterpendides, conhecidos como limonoides (Nascimento et al., 2019),
(Reis et al., 2021), e que sdo encontrados principalmente no 6leo das sementes, o qual tem sido
muito utilizado pela populagdo amazbnica no combate as inflamagdes cutaneas (Chia et al.,
2018) (Porfirio-Dias et al., 2020). Entretanto, nunca ninguém investigou os limondides como
ligantes de inibicdo da COX-1, agindo na acdo anti-inflamatéria. Deste modo, nove andlogos
de tetranortriterpenos, resultantes da classe dos limonoides, isolados a partir das sementes da
espécie C. guianensis foram selecionados com base na acdo anti-inflamatoria como potenciais
inibidores da COX-1 para investigar especificamente sua acdo no combate de inflamacdes
relacionadas a trombose arterial, hematomas microvarizes, flebites ou tromboflebites

superficiais, nos casos leves; lesbes, distensdes, contusdes, tendinite e tenossinovites.
3 METODOLOGIA
3.1 OBTENCAO DO CONJUNTO DAS MOLECULAS A SEREM ANALISADAS
O conjunto de moléculas de limondides forma obtidas da literatura (Pereira da Silva et
al., 2023), (Nagatomo et al., 2022), assim como algumas estruturas foram obtidas de estudos

realizados em nossos laboratorios (Reis et al., 2021), a partir de estudos de lipidémicas

aplicados no 6leo das sementes de Andirobeira (C guianensis), sob cédigo do Sigen AF60078.
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3.2 INVESTIGACAO SISTEMATICA E TRIAGEM METABOLICA ATRAVES DO
ANCORAGEM MOLECULAR

3.2.1 Selecao das moléculas de limondides como ligantes da COX-1

Um conjunto de dados de 9 moléculas, baseado em estrutura tetranortripernoidicas,
conhecidas como limonoides, foram obtidas experimentalmente das sementes de C. guianensis.
As estruturas quimicas 2D dos ligantes, limondides, foram preparadas pelo programa
MarvinSketch (ChemAction, USA), sendo convertidas em estruturas 3D e otimizadas por
métodos de mecanica classica. Em seguida, estes limonoides foram submetidos aos ensaios in

silico via ancoragem molecular, utilizando a estrutura 3D de COX-1.

3.3 PREPARACAO DA ENZIMA

A estrutura cristalina do COX-1 (PDB ID: 1Q4G) foi baixada do Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB) de origem Homo
sapiens, X-ray 2.51 A (Orlando & Malkowski, 2016). Esta COX-1 contém o inibidor
flurbiprofeno complexado em seu sitio de ligacdo, bem como, o grupo porfirina contendo Fe
como cofator. Em seguida, a estrutura da proteina cristalizado foi processada removendo-se as
moléculas do ligante, (ion aménio, 2-acetamida-2-deoxy-[1-D-glucopyranose, octyl-[]-D-
glucopyranosidide, protoporfirina contendo Fe, (Figura 1) e agua existentes. Depois disso,
hidrogénios polares e cargas Kollman foram adicionados a proteina usando as ferramentas
programa Virtual Molegro Docker (MVD, v. 6.0). A funcéo de pontuacdo moldock foi utilizada
para classificar as melhores conformacdes e seus respectivos valores de energia de afinidade
(em kcal/mol) para o flurbiprofeno (auto-ancoragem) e os limonoides (Mota et al., 2019).

3.4 PREPARACAO DOS LIGANTES

As estruturas de limonoides, a partir do dleo de semente de C.guianensis, foram
preparadas pela MarvinSketch (ChemAxon, EUA). Depois disso, as estruturas foram
convertidas em estruturas 3D pela func¢do "Clean in 3D" no MarvinSketch e salvas no formato
de arquivo de dados da estrutura (sdf). Na ultima etapa, todos os ligantes foram convertidos
para o formato pdbqt, utilizando o programa OpenBabel. As simula¢des computacionais foram

realizadas no programa Molegro Virtual Docker v. 6.0 (2007). A fungéo de pontuagdo moldock
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foi utilizada para classificar as melhores conformacdes e seus respectivos valores de energia de
afinidade (em kcal/mol) para o flurbiprofeno (auto-ancoragem) e para os limondides (Mota et
al., 2019).

3.5 APLICACAO DO SCREENING VIRTUAL E DOCKING MOLECULAR NAS
MOLECULAS DE LIMONOIDES

O Programa Molegro Virtual Docker 6.0 (MVD 2007) foi utilizado para a anélise de
docking molecular. Os compostos foram acoplados a COX-1 usando a estrutura protéica e 0s
sitios de ligacOes, preparadas conforme descrito acima. As moléculas de agua foram removidas
durante os célculos de docking. Os sitios de ligacio foram definidos como uma esfera de 15 A
com um centro de coordenadas idénticas as do inibidor na estrutura cristalizada correspondente.

Durante as experiéncias de ancoragem, os ligantes foram tratados como flexiveis,
enguanto que a proteina ficou rigida. Uma funcdo de pontuacdo MolDock-Score (Grid) foi
aplicada na anélise e a resolucio da grade foi definida a 1 A. O tamanho méaximo da populagéo
e as interacdes foram ajustadas para 100 e 1500, respectivamente. Para cada ligante foram
realizadas 50 corridas de docking independentes. Foram selecionadas as mais baixas poses de
ancoragem de energia para as analises apresentadas abaixo.

Para validacdo do programa, uma re-docagem com o inibidor cristalografico
Flurbiprofeno (BFL) foi realizada utilizando as coordenadas originais do complexo
cristalografico oriundo do PDB. Para isso, o ligante BFL foi removido da cavidade catalitica
deixando-o livre para que o algoritmo Moldock, do MVD, pudesse encontrar a conformacéo
mais proxima das coordenadas experimentais cristalograficas. Em seguida, as nove estruturas
dos limondides selecionados foram investigadas in silico, no sitio de ligacdo, utilizando o
algoritmo chamado de “ancorar-e-crescer” do inglé€s (anchor-and-grow) (Lowe et al., 2001).

Fungbes de pontuagdo (scoring) foram aplicadas para selecionar as melhores
conformacdes do ligante, sendo as interagdes van der Waals avaliadas por potenciais Lennard-
Jones, e as electrostaticas avaliados por médias de funcgdes dielétricas dependentes do tempo
(means of time-dependent dielectric functions) (Thomsen & Christensen, 2006).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O oleo integral de andiroba € composto por uma mistrua de triacil, monoacil,

diacilglicerois, limonoides, esteroides, carotendides e outras moleculas em concnetragoes
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diminutas. O grupo de limonoides etudados nas espécies de andirobeiras no Brasil,
especialmente na espéie C. guaianensis, varia consideravelmente de localidade, sazonalidade e
metodos de extracdo do 6leo. Por este motivo, € praticamente impossivel se detectar todos 0s
limondides em amostras exclusivas. O rol de moléculas apresentadas foram analisadas e
isoladas em diferentes localidades e hoje se sabe que nove estruturas podem ser indentificadas
em Oleos de C. Guianenses na regido norte o Brasil. Deste modo nove limondides foram
selecionados e submetidos & investigacdo de atividade antiinflamatoria in silico, voltadas para
uso topico, Figura 2.

Figura 2

Estrutura base dos limondides naturais, obtidos de C. guianensis.

[Lof)

O 6leo de andiroba apresenta diversa substancias pertencentes aos grupos dos
tetranortriterpendides e esteroides, entretanto, nem sempre sdo encontrados um nudmero
expressivo destas substancias, devido a diversos fatores, tais como sazonalidade e fatores
geoldgicos que influenciam na sintese e producdo destes metabdlitos. Diversas estruturas
pertencentes a estes grupos foram identificados, entretanto nove delas ocorrem maior incidéncia

na Regido Amazonica. Em geral, quando se aplica técnicas de metabolémica no 6leo de
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andiroba, pode-se identificar de 3 a 7 destas substancias, além de acidos graxos comuns, e por
este motivo estas nove estruturas foram alvos de investigacdo in silico via ancoragem
molecular.

O programa Molegro Virtual Docker (MVD) foi utlizado na metodologia de docking
molecular, pois demonstra melhor desempenho quando comparado com Surflex e Flexx. O
algoritmo evolucionario de otimizacdo estrutural, Moldock, foi utilizado para encontrar a
melhor orientagdo do potencial ligante na cavidade catalitica (Thomsen & Christensen, 2006).
A redocagem (Figura 3) confirma que o programa Molegro reproduziu os resultados
experimentais do ligante cristalografico BFL, obtendo-se conformacédo semelhante no mesmo
sitio de ligacdo experimental. As fungdes de pontuacdo aplicados nos limondides e no BFL,
apresentadas na figura 3, mostram as conformagdes selecionadas como potenciais inibidores,
interagindo com os principais residuos cataliticos serina (SER) e tirosina (TYR) e suas
respectivas distancias de ligacdes, presentes nos seus respectivos sitios de ligaces. Além disso,
é possivel atribuir interacdes com os residuos cataliticos de SER e TYR para todos os potenciais
inibidores. As distancias de ligacdes para SER (530:0G) e todos os inibidores variaram entre
1.95A ¢ 5.80 A e no caso da TYR, as distancias de ligacdes foram entre 2.70 A 2 3.11 A,

Figura 3
Conformagdes interagdes dos ligantes com os principais residuos de aminoacidos presentes no
sitio de ligacdo da COX-1

v v/

‘ "’;‘ 0S11:0 '»/
\
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(L1a) Gedunina, (L2b) 6a-acetoxigedunina, (L6c) metil-angolensate, (L3d) 7-desacetoxi-7-oxogedunina, (L9f)
Andirobina, (L7g) methyl-6-hidroxiangolensate, (L4h) 7-hidroxiazadione, (L5i)1,2 diidro-3b-hidroxi-7-
desacetoxi-7-oxigedunina, (L8j) Xilocensi k, inibidor BFL redocking (cor laranja) e inibidor BFL cristalografado
(cor azul).

Casos especificos (Figura 3) como dos inibidores L1a, L2b, L3d, L5i e L9f apresentaram
valores de distancias de ligagdes com residuo de arginina (ARG 120) variando de 2.56 A para
L3d e a maior distancia para o inibidor L2b com valor de 5.60 A. Excecdes foram encontradas
para o inibidor L7g que interagiu com o residuo de valina (VAL 349:0) com distancia de
ligagdo 2.96 A e para o inibidor L8j o qual, apresentou interacdo de 3.63 A com o residuo de
alanina (ALA 527:N). Diverso estudo tem sido realizados empregando produtos naturais
(Levita et al., 2017)

Ressalta-se que no sitio de ligacdo, interagindo com BFL estdo os seguintes residuos de
aminoécidos: SER530, VAL349, ALA527, ARG120, VAL116, TYR355, LEU359, ILE523,
LEU352, Figura 3. Neste caso, a ligacdo convencional de hidrogenio esta relacionada a Arg120
e TYR355; observando-se que a maior contribuicdo na ARG120 é em virtudade da ligacdo
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salina. Estes res[iduos de amkioacidos sdo relevantes nestesidio e marcam o bolséo de interacdo
com os ligantes que possivelmente podem inibir esta enzima. Diversos estudos de ancoragem
molecular foram realizados, ressaltandos-se os sitios ativos das COX-1, o que se pode confirmar
que os residuos presentes sdo: VAL116, ARG120, VAL349, LEU352, TYR355, LEU359,
TYR385, TRP387, ILE523, ALA527, SER530 (Tziona et al., 2022).

Figura 4
Sitido de ligacdo da COX-1 e interacdo com BFL

ARG VAL
ALA A:120 All6
WAL A:527
A:349
SER
A:530
A TYR
5 A:355
LEU
LEW A:359
A:352
ILE
A:523
Interactions
|:| Salt Bridge |:| Fi-Sigma
I:I Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl
I:I Fi-Donor Hydrogen Bond I:I Fi-Alkyl

Fonte: BIOVIA Discovery Studio Visualizer. 2022

Os valores de distancias de ligacdo apontam provavel afinidade dos inibidores no sitio
de ligacdo da estrutura tridimensional da enzima ciclooxigenase entretanto, as conformacdes
melhor classificadas na Tabela 1, pelo Moldock Score, apontam as moléculas L1a, L2b, L3d,
L4h, L5i e L9f como promissoras pois, seus valores de Moldck Score apontam valores menores
que -75 kcal/mol. Observa-se que os valores de energia de afinidade L9f e L1a apresentam
valores bem proximos em ambos os sitios de ligacao, e além disso, foram equivalentes ao valor
obtido para o inibidor cristalografico BFL de -106.658 kcal/mol. Todavia, o valor de -113.124
kcal/mol de energia de afinidade de ligacéo, calculado pelo programa MVD, para o inibidor
L5i, mostrou-se muito maior quando comparado com o0s outros inibidores e ainda muito
superior ao inibidor cristalografico BFL. Entretanto L3d, L4h e L2b apresentaram valores

abaixo de -77 kcal/mol e neste aspecto, a importancia das moléculas L1a, L2b e L3d € devido
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suas presencas no Oleo de andiroba com maior frequencia, apresentando boms valores de

inibicdo o que correspnde um minimo de 72,26% quando comparado ao BFL.

Tabela 1

Valores de energia de afinidade (kcal/mol) obtido no docking molecular.
Ligantes Moldock Score Informacoes
(L5i)1,2 diidro-311-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxigedunina -113.124 Candidato
(L9f) Andirobina -104.934 Candidato
(L1a) Gedunina -104.984 Candidato
(L3d) 7-desacetoxi-7- oxogedunina -96.8876 Candidato
(L4h) 7-hidroxiazadione -90.1818 Candidato
(L2b) 6a-acetoxigedunina -77.0742 Candidato
(L6c) metil-angolensate -58.4684 Candidato
(L7g) methyl-6-hidroxiangolensate -53.4826 Candidato
(L8j) Xilocensi k -45.4288 Candidato
Flurbiprofeno (BFL) (re-docking) -106.658 Referéncia

Neste sentido, se pode observar que a substancia L2b corresponde a 72,26% da atividade
de inibicdo do flurbiprofeno, enquanto que L1a corresponde a 98,42% da inibicao.

As moléculas de limonoides, Lla e L2b, foram avaliadas in silico quanto a atividade
anti-inflamatoria, observando-se se ambos as substancias apresentam evidencias de inibirem a
COX-1. As simulagdes por ancoragem molecular foram validadas utilizando como referéncia
o inibidor BFL ja complexado a enzima COX-1. Os mesmos padrdes foram aplicados para 0s
limondides L1a e L2b. Os valores energéticos obtidos sugerem que o composto L1a (-104,984
kcal/mol) tem potencial para inibir a enzima COX-1 préximo ao inibidor BFL (-106,658
kcal/mol), enquanto que o composto L2b, embora possua afinidade com a enzima COX-1, este
possui um menor potencial de inibicdo tanto em relagdo ao L1a quanto ao BFL.

Estudos das atividades e dos descritores paramétricos fisico-quimicos sdo apresentados
na Tabela 2. Observa-se que todas as moléculas, inclusive a referéncia interage com proteinas
do plasma, o que ressalta que a molécula L2b apresenta maior quantidade de penetrabilidade
quando comparada como L1a e com a referéncia. Deste modo a lipossolubilidade, expressa por
log P, apresenta valor numérico menor que 5 e, consequentemente, apresentam alto potencial

de lipossolubilidade, o que permite atravessar a membrana celular.

Tabela 2
Descritores paramétricos de interacao fisico-quimicos dos ligantes
LIGTE PPB Permeabilidade SPW SKLogP SKlogS HA* HD*
cm/H cuténea mg/L Mol/L Mol/L
Log KP, cm/H
Lla 92,25 -1,8082 0,2272 3,7317 -6,3272 6 0
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L2b 88,91 -2,0469 0,2535 3,1546 -6,3288 8 0
L3d 92,95 -1,8655 0,4085 3,4416 -6,0307 6 0
L4h 93,28 -1,1987 0,5559 3.9871 -5,9239 6 1
L5i 90,94 -2,5577 0,3931 3,3975 -6,0514 6 1
L6c 91,038 -1,7564 1,1948 3,4524 -5,5953 7 0
L7g 87,99 -2,2778 2,3697 2,6636 -5,3124 8 1
L8j 82,74 -2,7659 3,4871 2,1941 -5,1447 7 1
Lof 92,44 -2,4209 1,3566 3,3677 -5,5251 7 0
BFL 78,89 -2,5262 2,7085 2,4853 -5,3009 2 1

PPB=ligacdo com a proteina do plasma: Forte >90%, Fraca <90%; LogKP: alta permeabilidade < 0,1 e

Baixa permeabilidade > 0,1 ; SPW=solubilidade em agua pura: alta >1, baixa<1; HA=aceitador de H, HD=doador
de H, SKlogP=lipossolubilidade: média-alta lipossolubilidade >3, baixa-moderada lipossolubilidade <3.
LIGTE=ligantes. *SwissAdme (http://www.swissadme.ch/index.php)

Observa-se gque a solubilidade das substancias em &gua pura destaca a BFL como sendo
a mais soluvel, seguida da L2b, a qual tem menor valor de permeabilidade cutanea (Log KP)
quando comparada com Lla e L3d. Entretanto, todas apresentam alta permeabilidade. Os
valores de lipossolubilidade sdo aceitaveis e se correlacionam com os niveis de alta aceitacdo
(HA) e nenhuma doacdo (HD) de hidrogénio, caracterizando assim seus potenciais de
penetrabilidade da pele.

Em ambos casos, os limonoides se apresentam com descritores altamente favoraveis
para uso topico, entretanto € necessario 0 processamento da amostra para se gerar um processo
de obtencéo de um concentrado dos limondides. Neste caso, a separacao da fracdo saponificavel
da insaponificivel podera ser uma alternativa concreta.

Deste modo, é apresentado no Figura 5 os gréaficos na forma de radar dos descritores

fisico-quimicos das estruturas de limondides estudas.
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Observa-se que L3d e L5i apresentam tendencias semelhantes quanto a
lipossolubilidade (LIPO), tamanho da molécula (SIZE), polaridade (POLAR), insolubilidade
(INSOLU), grau de insaturacdo (INSATU) e flexibilidade (FLEX). L1a apresenta uma leve
tendencia de similaridade com L4h. Neste mesmo sentido as moléculas L6c, L7j e LOf
apresentam similaridades. Entretanto as estruturas 1, 3 ,4 e 5 apresentam mesmo nivel de
lipossolubilidade, seguida de todas as estruturas apresentarem similaridades no nivel de
tamanho molecular. Estas informagdes coadunam com a importancia de uso destas moléculas

em ac0es topicas.

5 CONCLUSAO

As simulacgdes por ancoragem molecular ressaltaram os maiores efeito anti-inflamatério
das moléculas L1a e L2b, observando-se que a molécula L1a apresentou melhor afinidade de
interacdo do que a molécula L2b quando compradas a referéncia BFL. Os resultados de
penetrabilidade demonstraram que os candidatos possuem potencial de lipossolubilidade, que
atravessam a barreira cutanea. Os descritores fisico-quimicos acrescentaram as evidencias
necessarias para que todas as moléculas apresentem lipossolubilidade, ressaltando-se L11a,
L3d, principalmente. As informacGes dos descritores fisico-quimicos descrevem o
comportamento de solubilidade para todas as moléculas, entretanto € importante ressaltar que
as mesmas nao serdo usadas em administracao oral, mas que estes estudos estdo voltados para

uso toépico.
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