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Diclofenaco: uma visido bioquimica

1. Ciclo-oxigenases

As ciclo-oxigenases (COXs), também conhecidas como
prostaglandinas H,-sintetases (Nelson, Cox, 2014),
correspondem a uma classe de enzimas conservadas
evolutivamente, presentes em mamiferos. Possuem trés
isoformas principais: COX-1, COX-2 e COX-3
(Chandrasekharan, Dai, Roos, Evanson, Tomsik, Elton et al.,
2002).

A COX-1 ¢é produzida constitutivamente, sendo
responsavel, por exemplo, pela sintese de prostaglandinas que

regulam a producdo do muco géstrico (Nelson, Cox, 2014;
Turini, DuBois, 2002).

A COX-2 ¢é produzida de forma induzida, sendo
responsavel pela producdao de prostaglandinas que participam
de processos inflamatérios. Por isso, é alvo de varios anti-
inflamatérios (Figura 1) (Nelson, Cox, 2014).

A COX-3 foi descoberta mais recentemente e, por isso, sua
funcdo ainda nio estid bem estabelecida. Estudos demonstraram
que a sua inibicdo auxilia na diminuicio da dor e febre
(Chandrasekharan, Dai, Roos, Evanson, Tomsik, Elton et al.,
2002).

Figura 1 - Anti-inflamatérios.
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2. Estrutura quimica da ciclo-oxigenase-2

A ciclo-oxigenase-2 (COX-2) foi descoberta em 1991 por
Daniel L. Simmons, professor de quimica e o diretor do Cancer
Research Center da Universidade Brigham Young (Daniel,
2022). Esta proteina é formada por um dimero, sendo que cada
mondmero é formado por 25 alfa-hélices, sete hélices 3,, e
quatro fitas beta.

A Figura 2 foi desenvolvida a partir do arquivo 5COX.pdb,
que apresenta a estrutura da COX-2 de camundongo (Mus
musculus). Esta figura foi produzida a partir de um script
desenvolvido para o software RasMol e nela é apresentada a
estrutura de um mondémero da COX-2 formado por:

() Um dominio amino-terminal semelhante ao fator de
crescimento epidérmico (EGF);

(I) Um dominio de ligagdo a membrana: composto por quatro
alfa-hélices anfipaticas;

(III) Um dominio carboxi-terminal: que corresponde a maior
parte do monémero (Kurumbail, Stevens, Gierse,

McDonald, Stegeman, Pak, 1996).

O script produzido para a Figura 2 estd apresentado no
Capitulo 10 - Scripts desenvolvidos.

Legenda de cores

Dominio amino-terminal Azul

Dominio de ligacdo a membrana  Azul celeste

Dominio carboxi-terminal Azul matiz

Figura 2 - Estrutura quimica da ciclo-oxigenase-2.
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3. Diclofenaco

O diclofenaco (Figura 3) é um farmaco do grupo dos anti-
inflamatérios nao esteroidais derivados do acido fenilacético
(Geller, Krymchantowski, Steinbruch, Cunha, Ribeiro, Oliveira
et al., 2012).

Sua propriedade anti-inflamatéria e analgésica decorre da
inibicdo da sintese de prostaglandinas por meio do bloqueio das
enzimas ciclo-oxigenases-1 e -2 (COX-1 e COX-2), com um
grau moderado de seletividade para a COX-2 (Uzzaman, Hasan,
Mahmud, Fatema, Matin, 2021).

Este medicamento estd disponivel nas formas quimicas de
diclofenaco sédico e potassico (Barden, Edwards, Moore,
McQuay, 2004). Pode ser administrado por via oral,
intramuscular, retal ou tépica (Geller, Krymchantowski,
Steinbruch, Cunha, Ribeiro, Oliveira et al., 2012 ; Zacher,
Altman, Bellamy, Brithlmann, Da Silva, Huskisson et al., 2008).

Em relagdo aos seus efeitos adversos, geralmente sdao leves
e transitérios, sendo contraindicado para pacientes portadores
ou com histéria de discrasias sanguineas ou depressdao da
medula 6ssea (Geller, Krymchantowski, Steinbruch, Cunha,
Ribeiro, Oliveira et al., 2012).

ratiopharm

UNO 140 mg
naplasti

lééivé naplasti
(diclofenacum natricum)

Pripravek se pouZiva k mistni léEbé
bolesti pfi akutnim nataZeni, podvrtnuti
nebo zhmoZdéni konéetin v disledku
drazu (napf. sportovniho).

-7 Diclofenac AL 50
‘ enterssolventn: tablety
it

Figura 3 - Diclofenaco.
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4. Estrutura quimica do diclofenaco

Na Figura 4, observa-se a estrutura tridimensional do
diclofenaco, obtida a partir de um script desenvolvido para o
programa computacional RasMol, utilizando o arquivo DIF.cif.

Nesta figura, pode-se observar que o diclofenaco ¢é
estruturalmente dividido em trés regides principais:

(I) Um grupo diclorofenil, formado por um anel fenil
contendo 2 4tomos de cloro;

(IT) Um grupo amino secundério, pois apresenta dois 4&tomos de
carbono ligados ao nitrogénio (NH);

(IIT) Um grupo fenilacético, formado por um grupo fenil com
um terminal formado por um grupo carboxila. O d4tomo de
hidrogénio do terminal carboxila pode ser substituido pelo
s6dio ou potdssio no caso do diclofenaco sédico e
potassico, respectivamente (Sallman, 1986).

Vale ressaltar que o grupo amino é a unica parte da
molécula que ndo estd envolvida com interacdes com atomos da
ciclo-oxigenase-2 (Rowlinson, Kiefer, Prusakiewicz, Pawlitz,
Kozak, Kalgutkar, 2003).

O script produzido para a Figura 4 estd apresentado no
Capitulo 10 - Scripts desenvolvidos.

4a

Cl

NH
Cl OH

11

Atomo de carbono
Atomo de oxigénio

Atomo de nitrogénio
Atomo de hidrogénio
Atomo de cloro

Legenda de cores

Cinza claro

Vermelho ]
Azul celeste

Branco

Verde

Figura 4 — Estrutura quimica do diclofenaco.
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5. Ligacao do diclofenaco com ciclo-oxigenase-2

Na Figura 5, observa-se a ligacdo do diclofenaco com a
ciclo-oxigenase-2 (COX-2) de camundongo (Mus musculus),
obtida a partir de um script desenvolvido para o programa
computacional RasMol, utilizando o arquivo 1PXX.pdb.

Observe a estrutura dimérica da COX-2 representada no
modo backbone 50. A cadeia A é formada pelo dominio amino-
terminal semelhante ao fator de crescimento epidérmico (EGF)
(indicado por I em azul), dominio de ligacdo a membrana (Il em
azul celeste) e dominio carboxi-terminal (III em azul matiz).
Estes mesmos dominios da cadeia B estdo indicados,
respectivamente, em IV em violeta, V em magenta e VI em rosa
matiz. Os monO6meros estao posicionados inversamente, sendo
que o dominio amino-terminal da cadeia A estd voltado para
tras da molécula, enquanto o dominio amino-terminal da cadeia
B estad voltado para frente. Duas moléculas de diclofenaco (VII
em verde) estdo ligadas aos sitios ativos de cada monomero. A
faixa indicada por VIII representa a membrana plasmética do
reticulo endoplasméatico, onde os dominios de ligacdo a
membrana estdo ancorados (Goodsell, 2001).

O script produzido para a Figura 5 estd apresentado no
Capitulo 10 - Scripts desenvolvidos.

12

Legenda de cores

Estrutura Cor

Figura 5 - Ligacdo do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.

Amostra de cor
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6. Ligacoes do grupo diclorofenil do diclofenaco
com residuos de aminoacidos da ciclo-
oxigenase-2

Na Figura 6, observa-se a ligacdo do grupo diclorofenil do
diclofenaco com residuos de aminoacidos da ciclo-oxigenase-2
(COX-2) de camundongo (Mus musculus), obtida a partir de um
script desenvolvido para o programa computacional RasMol,
utilizando o arquivo 1PXX.pdb.

O diclofenaco estd representado no modo bolas e varetas
(por meio da combina¢do dos comandos spacefill 150 e
wireframe 75) e no padrdo de cores CPK.

O grupo diclorofenil (indicado por I na Figura 6) se liga a
ciclo-oxigenase-2, por meio de intera¢cdes de van der Waals com
as valinas 349 e 523 (II e III, respectivamente, em roxo claro),
alanina 527 (IV em verde médio) e leucina 531 (V em verde
oliva), representados no modo bolas e varetas (comandos
spacefill 150 e wireframe 75) e padrdo de cores shapely
(Rowlinson, Kiefer, Prusakiewicz, Pawlitz, Kozak, Kalgutkar,
2003).

O script produzido para a Figura 6 estd apresentado no
Capitulo 10 - Scripts desenvolvidos.

Amostra de
Estrutura

Cadeia A
Dominio amino-terminal Azul

Dominio de ligacdo a membrana Azul celeste
Dominio carboxi-terminal Azul matiz
Valina 349 e 523
Alanina 527

Leucina 531

Roxo claro

Verde médio

Ver Figura 4

Verde oliva
CPK

Diclofenaco

Figura 6 - Ligacdo do grupo diclorofenil do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
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7. Ligacgoes do grupo fenilacético do diclofenaco
com residuos de aminoacidos da ciclo-
oxigenase-2

Na Figura 7, observa-se a ligacdo do grupo fenilacético do
diclofenaco com residuos de aminoacidos da ciclo-oxigenase-2
(COX-2) de camundongo (Mus musculus), obtida a partir de um
script desenvolvido para o programa computacional RasMol,
utilizando o arquivo 1PXX.pdb.

O diclofenaco estd representado no modo bolas e varetas
(por meio da combina¢do dos comandos spacefill 150 e
wireframe 75) e no padrdo de cores CPK.

O grupo fenilacético (indicado por I na Figura 7) se liga a
ciclo-oxigenase-2, por meio de interacdes de van der Waals com
residuos hidrofébicos das leucinas 352 e 384 (II e III,
respectivamente, em verde oliva do modo shapely), tirosina 385
(IV em marrom médio do modo shapely) e triptofano 387 (V em
laranja), representados no modo bolas e varetas (comandos
spacefill 150 e wireframe 75) (Rowlinson, Kiefer, Prusakiewicz,
Pawlitz, Kozak, Kalgutkar, 2003).

O script produzido para a Figura 7 estd apresentado no
Capitulo 10 - Scripts desenvolvidos.

qqqqq

Legenda de cores

Amostra de
Estrutura Cor

Cadeia A
Dominio carboxi-terminal
Leucina 352 e 384
Tirosina 385

Triptofano 387 Laranja
CPK

Azul matiz

Verde oliva

Marrom médio

Diclofenaco Ver Figura 4

Figura 7 - Ligacdo do grupo fenilacético do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
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8. Outras ligacoes do grupo fenilacético do
diclofenaco com residuos de aminoacidos da
ciclo-oxigenase-2

Na Figura 8, observa-se outras liga¢cdes do grupo
fenilacético do diclofenaco com residuos de aminoéacidos da
ciclo-oxigenase-2 (COX-2) de camundongo (Mus musculus),
obtida a partir de um script desenvolvido para o programa
computacional RasMol, utilizando o arquivo 1PXX.pdb.

O diclofenaco estd representado no modo bolas e varetas
(por meio da combina¢do dos comandos spacefill 150 e
wireframe 75) e no padrado de cores CPK.

O grupo fenilacético (indicado por I na Figura 8) se liga a
ciclo-oxigenase-2, realizando contato com dtomos da metionina
522 (II em marrom claro do modo shapely) e glicina 526 (III em
verde azulado), representados no modo bolas e varetas
(comandos spacefill 150 e wireframe 75) (Rowlinson, Kiefer,
Prusakiewicz, Pawlitz, Kozak, Kalgutkar, 2003).

O script produzido para a Figura 8 estd apresentado no
Capitulo 10 - Scripts desenvolvidos.

Legenda de cores

Amostra de
cor

Cadeia A
Dominio carboxi-terminal

Azul matiz

Dominio de ligacdo a membrana Azul celeste
Metionina 522
Glicina 526
Diclofenaco

Marrom claro

Verde azulado
CPK

Ver Figura 4

Figura 8 - Outras liga¢des do grupo fenilacético do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
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9. Ligacoes do grupo carboxila do diclofenaco
com residuos de aminoacidos da ciclo-
oxigenase-2

Na Figura 9, observa-se a ligagdo do grupo carboxila do
diclofenaco com residuos de aminoacidos da ciclo-oxigenase-2
(COX-2) de camundongo (Mus musculus), obtida a partir de um
script desenvolvido para o programa computacional RasMol,
utilizando o arquivo 1PXX.pdb.

O diclofenaco estd representado no modo bolas e varetas
(por meio da combina¢do dos comandos spacefill 150 e
wireframe 75) e no padrdo de cores CPK.

Este grupo carboxila (COOH, sem a representacdo do
atomo de hidrogénio, indicado por I na Figura 9) se liga a ciclo-
oxigenase-2, por meio de ligacdes de hidrogénio com a tirosina
385 (II em marrom médio) e serina 530 (III em laranja médio),
localizados no épice do sitio ativo, representados no modo
bolas e varetas (comandos spacefill 150 e wireframe 75) e
padrdo de cores shapely (Rowlinson, Kiefer, Prusakiewicz,
Pawlitz, Kozak, Kalgutkar, 2003).

O script produzido para a Figura 9 estd apresentado no
Capitulo 10 - Scripts desenvolvidos.

Legenda de cores

Amostra de
cor

Cadeia A

Dominio amino-terminal Azul
Dominio de ligacdo a membrana Azul celeste
Azul matiz
Marrom médio _
Laranja médio

CPK

Dominio carboxi-terminal
Tirosina 385
Serina 530

Diclofenaco

Ver Figura 4

Figura 9 - Ligacdo do grupo carboxila do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
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10. Scripts desenvolvidos

Figura 2 - Estrutura quimica da ciclo-oxigenase-2
load 5cox.pdb
wireframe off
select *a
cartoons
select 34-73
colour blue
select 74-123
colour skyblue
select 124-583
colour bluetint
rotate x 170
rotate y 70
zoom 200
translate x 7
translate y -7

Figura 4 - Estrutura quimica do diclofenaco
load dif.cif
select dif/2
wireframe off
select dif/1
spacefill 100
wireframe 50
colour cpk
rotate y -90
translate y -35
translate x -4
zoom 500

17
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Figura 5 - Ligacao do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2 translate x 5
load 1PXX.pdb translatey O
wireframe off zoom 600
select *a

backbone 50
select 34-72
colour blue
select 73-122
colour skyblue
select 123-583
colour bluetint
select *b
backbone 50
select 1073-1122
colour magenta
select 1033-1072
colour purple
select 1123-1583
colour pinktint
select dif*a, dif*b
spacefill 150
wireframe 75
colour green
rotate x 220
rotate z 2
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Figura 6 - Ligacdao do grupo diclorofenil do diclofenaco com

a ciclo-oxigenase-2
load 1pxx.pdb
wireframe off
select *a
backbone 50
select 34-72
colour blue
select 73-122
colour skyblue
select 123-583
colour bluetint
select dif*a
spacefill 150
wireframe 75
colour cpk
select 349
spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
select 523
spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
select 527

spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
select 531
spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
rotate x 200
rotate z 2
translate x 5
translate y -3
zoom 600

19
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Figura 7 - Ligacdo do grupo fenilacético do diclofenaco com

a ciclo-oxigenase-2
load 1pxx.pdb
wireframe off
select *a
backbone 50
select 34-72
colour blue
select 73-122
colour skyblue
select 123-583
colour bluetint
select dif*a
spacefill 150
wireframe 75
colour cpk
select 352
spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
select 384
spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
select 385

spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
select 387
spacefill 150
wireframe 75
colour orange
rotate x 200
rotate z 2
rotate y -120
translate x -10
translate y 1
zoom 700

20
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Figura 8 - Outras ligacdes do grupo fenilacético do rotate z 2
diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2 rotate y -120
load 1pxx.pdb translate x -8
wireframe off translate y -10
select *a zoom 700

backbone 50
select 34-72
colour blue
select 73-122
colour skyblue
select 123-583
colour bluetint
select dif*a
spacefill 150
wireframe 75
colour cpk
select 522
spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
select 526
spacefill 150
wireframe 75
colour greenblue
rotate x 160
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Figura 9 - Ligacdao do grupo carboxila do diclofenaco com a rotate z 2
ciclo-oxigenase-2 translate x -3
load 1pxx.pdb translate y 8
wireframe off zoom 240
select *a

backbone 50
select 34-72
colour blue
select 73-122
colour skyblue
select 123-583
colour bluetint
select dif*a
spacefill 150
wireframe 75
colour cpk
select 385
spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
select 530
spacefill 150
wireframe 75
colour shapely
rotate x 220
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File:Diclofenac 1écivé pripravky.JPG [Internet]. 2014 May 26 [acesso 13 abr 2022] Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Diclofenac_l%C3%A9%C4%8Div%C3%A9_p%C5%99%C3%ADpravky.JPG. Figura registrada em
dominio publico sob a licenga Creative Commons CCO 1.0 Universal Public Domain Dedication.

Figura 4 - Estrutura quimica do diclofenaco.
Autores, 2022.

Figura 4a - Esquema da estrutura quimica do diclofenaco.

2D structure of NSAID-class drug diclofenac. File:Diclofenac.svg [Internet]. 2008 Jan 02 [acesso 13 abr 2022] Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Diclofenac.svg. Figura registrada em dominio publico (This image of a simple structural formula is
ineligible for copyright and therefore in the public domain, because it contains no original authorship).

Figura 5 - Ligacao do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
Autores, 2022.
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Figura 6 - Ligacao do grupo diclorofenil do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
Autores, 2022.

Figura 7 - Ligacao do grupo fenilacético do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
Autores, 2022.

Figura 8 - Outras ligagoes do grupo fenilacético do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
Autores, 2022.

Figura 9 - Ligacdao do grupo carboxila do diclofenaco com a ciclo-oxigenase-2.
Autores, 2022.
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Este livro explica por meio de figuras produzidas a partir de scjpts
desenvolvidos para programas computacionais de Bioinformatica
como ocorre 3 ligacao entre o diclofenaco e sua enzima-alvo, a
ciclo-oxigenase-2. £ por meio desta ligacdo que o diclofenaco
desempenha sua acdo anti-inflamatoria em nosso organismo.




