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RESUMO

Os farmacos antiinflamatérios sdo sabidamente os mais
comer cializados em todo o mundo, e apesar disto apre-
sentam sérios efeitos colater ais, sobretudo no que sere-
fereaotrato gastrintestinal. A descoberta de novos pro-
totipos com atividade e seguranca ter apéutica melhor a-
das continua sendo uma busca constante. Com o adven-
to da quimica computacional torna-se maisfacil o estu-
do tedrico do comportamento fisiolégico de uma nova
substéncia bem como a compreensdo do possivel meca-
nismo de acdo destas novas moléculas. Assim, através de
model os matematicos de moléculas e receptor es estudou-
se neste trabalho o composto | (1-(2,6-
diclorofenil)indolin-2-ona) quanto a sua possibilidade de
inibir seletivamente a isoforma COX-2 da enzima
prostaglandina endoper 6xido sintase (PGHS), etambém
as melhor es posi¢des para a introducdo de grupamentos
guimicos e modificaces molecular es.
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Entre as diversas estratégias utilizadas para a
introduc&o de novos farmacos na terapéutica, as modificacdes
moleculares mostram-se promissoras. Estas consistem na
transformagdo quimica de moléculas conhecidas, com o
objetivo de aumentar poténcia e seguranca, garantindo assim
um melhor perfil farmacocinético e farmacodindmino
(Wermuth, 2004).

Os antiinflamatérios ndo-esteréides sdo uma
importante classe terapéutica de farmacos que exercem seus
efeitos devido ao bloqueio do sitio ciclooxigenase (COX)
da enzima prostaglandina endoperdxido sintase (PGHS)
(Lolli et a., 2001). Trés isoformas da COX sdo conhecidas:
COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é congtitutivamente
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expressa no estdbmago, rins e plaguetas, e considerada
importante na protecdo da mucosa estomacal. A COX-2,
inicialmente tida como induzida pelo processo inflamatorio,
foi constatada como sendo constitutiva no endotélio vascular,
rins, pulméo e cérebro. A COX-3 é umaisoforma encontrada
principalmente no sistema nervoso central e seu papel é ainda
desconhecido (Botting, 2006).

A descoberta de inibidores da isoforma COX-2
levou a obtengéo da segunda geracdo de antiinflamatorios
nao-esteroides, como celecoxibe, rofecoxibe, lumiracoxibe
entre outros. Entretanto, o rofecoxibe (AINE COX-2) foi
retirado do mercado em 2004 devido a constatagéo de efeitos
cardiovasculares decorrentes, em parte, da inibicdo da
isoforma COX-2 presente no endotélio vascular, levando a
um desequilibrio do processo homeostético entre a producéo
de prostaciclina no endotélio vascular e tromboxano A2 nas
plaquetas (Cairns, 2007).

O diclofenaco é um dos mais populares AINEs
utilizados na terapéutica, aprovado em cerca de 120 paises
desde suaintroducdo ha 25 anos atrés, e € 0 30° farmaco no
ranking dos 200 mais vendidos nos Estados Unidos
(Bandarage et al., 2000). A despeito da sualarga utilizagéo,
o diclofenaco nédo é um farmaco seletivo COX-2, e seu uso
crénico esta relacionado com alteracfes na integridade e
funcdo gastrointestinal (Veldzquez et a., 2005).

Estruturalmente relacionado ao diclofenaco, o
lumiracoxibe € um derivado aril-alcandico COX-2 seletivo,
aprovado em 2006 para comercializagdo pela unido européia.
Embora desenvolvido como um COX-2 seletivo, ainda se
observa com a utilizacdo desse fa&rmaco os efeitos
gastrintestinais, ainda que menos pronunciados que o
diclofenaco (Arellano et al., 2006)

Recentemente, desenvolvemos em nosso
laboratério, andlogos do diclofenaco e lumiracoxibe, com
atividade antiinflamatéria aguda em edema de pata de rato
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induzido por carragenina por vezes superior, e com reduzida
gastrotoxicidade.

A modelagem molecular (MM), segundo a lUPAC,
é ainvestigac8o das estruturas e das propriedades moleculares
pelo uso de quimica computacional e técnicas de visuaizago
gréfica, visando fornecer uma representacéo tridimensional,
sob um dado conjunto de circunstancias (Carvalho et al.,
2003). Ela compreende um nimero de ferramentas e métodos
computacionais e tedricos que tem como objetivo entender
e prever 0 comportamento de sistemas reais, sendo usada
para descrever e prever estruturas moleculares, propriedades
do estado de transi¢&o e equilibrio de reac6es, propriedades
termodinamicas, entre outras. Esses métodos abrangem
estudos de minimizag@o de energia de moléculas, andlise
conformacional, simulacfes de dindmica molecular, entre
outros, sendo aplicaveis desde atomos isolados a
biomacromoléculas (Kitchen et al., 2004; Verli & Barreiro,
2005). A MM fornece informagdes importantes para o
processo de planejamento de farmacos, pois permite a
obten¢do de propriedades especificas de um composto que
podem influenciar nainteracdo com seu receptor, como por
exemplo, o logP, arefratividade molar, 0 mapa de potencial
€letrostético, o contorno da densidade el etronica e as energias
dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO. Assim, elatem
se tornado uma ferramenta indispensavel ndo somente no
processo de plangjamento, mas também na otimizacdo de
prototipos ja existentes (Barreiro et al., 1997).

Desta forma, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar
através da quimica computacional se o composto | (1-(2,6-
diclorofenil)indolin-2-ona) (Figura 1), derivado do
diclofenaco, encaixa-se a0 modelo farmacoférico proposto
para os farmacos COX-2 (Garg et al., 2003; Rodrigues et
al., 2002), apresentando similaridade conformacional a
farmacos como celecoxibe e lumiracoxibe. Assim preten-
deu-se estudar se a menor irritacdo géstrica observada para
este composto, quando comparado a AINES ndo seletivos
(ex. diclofenaco), estaria relacionada a uma possivel inibi-
¢éo preferencia daisoforma COX-2.

Os calculos moleculares dos compostos foram rea-

lizados utilizando o programa PC Spartan Pro 1,0,5
(Wavefunction, inc), empregando 0 método semi-empirico
PM 3 (parametric method 3). O célculo tedrico do coefici-
ente de particéo (ClogP) e da refratividade molar (CMR)
dos compostos foi realizado utilizando o programa
ChemDraw ultra8.0.

Dentre as principais mudancas de aminoécidos en-
tre asisoformas COX-1 e COX-2, tém-se a substituicéo da
isoleucina nas posi¢des 434 e 523 por vaina na COX-2.
Esta mudanca permite acesso aregi&o hidrofdbica proxima
a entrada e adjacente ao canal central hidrofébico do sitio
ligante, aumentando muitas vezes o volume do sitio ativo
ligante da COX-2, o que resulta numainfluéncia do volume
molecular do inibidor sobre a seletividade & isoforma da
enzima (Garg et al., 2003).

Com base em mais de 40 equagdes de QSAR, Garg
et a. (2003) propuseram como algoritmos importantes nes-
tas equagdes a hidrofobicidade (medida pelo ClogP) e os
fatores estéricos (medido pelo CMR - calculated molar
refractivity). Assim, € sugerido que os compostos com me-
Ihores seletividades a COX-2 apresentam ClogP = 3,3 (3,2 -
5,7 eCMR >09.

Os valores calculados para o celecoxibe,
lumiracoxibe, e 0 composto | sdo mostrados na Figura 1.

Pode-se notar que entre estas estruturas a Unica que
satisfaz as condi¢des estéricas e de hidrofobicidade é a do
celecoxibe, apesar do lumiracoxibe possuir uma elevada
seletividade a COX-2, superior mesmo ao celecoxib.

Baseando-se nos 100 mais seletivos compostos
(seletividade > 1000 para COX-2), foram propostas as me-
Ihores distancias entre as quatro principais regides de
interac&o dos inibidores com o sitio ativo da enzima COX-
2: P1, P2, P3 e P4. Sendo que P1 e P2 sdo grupos doadores
e receptores de ligagdes de H, e P3 e P4 sdo grupos que
fazem interagdes hidrofdbicas (Figura 2) (Rodrigues et a.,
2002).

Com base nestas distancias foi possivel medir as di-
mensdes das estruturas e assim comparé-las dentro do mo-
delo farmacoférico proposto (Figura 3).

celecoxibe lumiracoxibe composto I
Q
HN-S=0 O
2 o Cl

N’N
/

F;C CLogP: 4.4
CMR: 9.1

CLogP: 4.7
CMR: 7.7

CLogP: 2.8
CMR: 7.3

Figura 1. Estrutura quimica dos AINES celecoxibe, lumiracoxibe e do
composto |, e valores cal culados de LogP e refratividade molar.
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Figura 2. Model o farmacoférico proposto para COX-2 e distancias entre regides ligantes.
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Figura 3. Interagdo dos AINES celecoxibe e lumiracoxibe no model o farmacoférico proposto.

E possivel observar que o celecoxib (seletividade
COX-2 = 375 vezes) (Rodrigues et al., 2002) interage com
trés dentre as quatro regides de interacdo propostas (P1, P2
e P3), enquanto que o lumiracoxib (seletividade COX-2
=1428 vezes) (Blobaum & Marnett, 2007) liga-se apenas a
duas (P2 e P3). As posic¢des em que as moléculas foram adi-
cionadas ao modelo sdo baseadas em estruturas cristalinas
de COX-2 com os respectivos farmacos (Garg et al., 2003).
Através da comparagdo das seletividades destes dois
farmacos fica clara a evidéncia de que ndo é necessé&ria a
interacdo das moléculas com as quatro regides propostas,
assim como a satisfagdo dos valores 6timos sugeridos de
hidrofobicidade e volume molecular. Em vistadisso, é pos-
sivel que mesmo uma molécula com dimensdes menores,
como a do composto |, sgja capaz de interagir de maneira
seletivaa COX-2.

Ao se comparar as distancias entre os grupos ligantes

do composto | com os grupos do celecoxibe e lumiracoxibe
(Figuras 3 e 4), observa-se que o primeiro é significativa-
mente menor e mais rigido que os outros dois, o que dificul-
ta seu encaixe neste modelo. Porém, este fato ndo € o que se
observa nos resultados biol égicos, onde o composto | apre-
senta atividade antiinflamatéria em edema de pata de rato
induzida por carragenina, e @ mesmo tempo uma minima
irritacdo géstrica quando se avalia a area de lesdo dos estd-
magos dos ratos tratados com esse composto.

Ao fazer a sobreposi¢do da estrutura do composto |
com a do celecoxibe e lumiracoxibe, respeitando as possi-
veis interagdes no modelo farmacofdrico nas regides P2 e
P3, observa-se que em ambas as imagens ha sempre dois
anéis bem sobrepostos (Figura 5), 0 amino heterociclico e
um fenilico, e ainda acima do grupamento carbonilico do
composto | estd sempre presente um grupo bastante polar,
como trifluormetil ou carboxilico. Esta observacéo pode ser
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Figura 4. Distancias calculadas para o composto I.
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Figura 5. Sobreposi¢do do composto | (modelo em tubo) aos compostos celecoxibe e

lumiracoxibe (modelos em linhas)

uma forte sugestdo de que, independentemente da posicao
de encaixe do composto | na isoforma COX-2 da enzima,
um grupo polar nesta regido pode ser muito importante para
um aumento na atividade antiinflamat6ria deste novo com-
posto.

A partir deste entendimento em nivel molecular de
acdo, estratégias de modificacdo molecular serdo utilizadas
afim de se otimizar a atividade antiinflamat6ria do compos-
to prot6tipo estudado. Assim, como pudemos observar pelo
modelo farmacofdrico que a substituicdo dos hidrogénios
benzilicos a-carbonilico por grupos polares pdde dar ori-
gem a uma promissora série de compostos mais seguros e
com maior poténcia antiinflamatoria.

Obtencédo do composto | (1-(2,6-diclor ofenil)indolin-2-ona)

Em 20mL de diclorometano, adicionou-se 315mg (1,1
mmol) de diclofenaco e 226mg (1,2 mmol) de EDC (cloridrato
de etil dimetilaminopropil carbodiimida). A mistura permane-
ceu sob agitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente e en-
t&o diluida com mais 50mL de diclorometano e lavada com
agua destilada (3x20mL ). A fase orgénicafoi secacom sulfato
de sbdio e o solvente removido por evaporacdo obtendo-se
278mg (94% rendimento) de 1-(2,6-diclorofenil)indolin-2-ona
de coloragdo avermelhada (faixa de fusdo: 121 - 123 °C;
Infravermelho (KBr): 1732 (C=0Olactama), 1612 (C-N) , 783
e 750 (C-Cl) cm *; MS-IE: 278 (m/z); RMN*H (Tabela 1).
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Tabela 1 - Dedocamentos quimicos de RMN 1H a partir do TMS (400

MHz, DM SO-d6)

Hb

O
c 7 /He
Ha N —
\_ i
HdCl He
Hc

Hidrogénio H
CH, 2H 3,87 s
Ha 1H 6,38 d J=7,67
Hb 1H 7,08 dt =7,67 € 1,05
Hc 1H 7,20 dt J=7,67 € 1,05
Hd 1H 7,38 d J=7,67
He 2H 7,74 d J=8,13

Hf

1H 7,60 dd J=8,13 e 8,13

ABSTRACT

Synthesis and molecular modeling of a novel indolinone
derivative as a candidate anti-inflammatory selectively
inhibiting COX-2.

Anti-inflammatory drugs are known to be the most widely-
marketed drugs in the world, despite their serious side
effects, mainly on the gastrointestinal tract. Thus, there
are constant efforts to discover new prototypes with
improved therapeutic activity and safety for the patient.
Since the advent of the computational chemistry, the
theoretical study of the physiological behavior of a new
compound and hence an under standing of its supposed
mechanism of action have been made alot more accessible.
Thus, molecule-receptor mathematical modeling was
applied to compound | (1-(2,6-dichlor ophenyl)indolin-2-
one), to predict theoretically its ability to inhibit, selectively,
the COX-2 isoform of prostaglandin endoperoxide
synthase (PGHS-2), and the best positions to introduce
chemical groups and to make molecular modifications.
Keywords: indolinone; COX-2; anti-inflammatory.
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