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RESUMO

ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA “IN SILICO” E TOXICIDADE DO DERIVADO
N-ACILHIDRAZONICO SUBSTITUIDO: N’-2-CIANO-(4-(METILSULFONIL-
BENZILIDENO) - ACETOHIDRAZIDA (JR04)

1Janiely Brenda de Souza Almeida; ?Vanda Lucia dos Santos
L2Universidade Estadual da Paraiba-UEPB
lLianielybrendasouza@gmail.com

A inflamag&o € uma resposta de defesa a estimulacdo, onde possui caracteristicas
como vermelhiddo, inchaco, calor, dor e disfuncdo. Compostos que atuam
modulando a atividade das enzimas COXs sdo compostos promissores no combate
a inflamacéo, a exemplo dos derivados N-acilhidrazénicos que mostram ser eficazes
em modelos classicos de inflamacdo tendo despertado o interesse dos
pesquisadores. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatoria
e predi¢cbes farmacocinéticasin silico e toxicidade in vitro e in vivo do composto N’-2-
Ciano - (4 - (Metilsulfonil-Benzilideno) - Acetohidrazida (JRO04). Inicialmente foi
realizado o estudo de docking molecular do composto JR0O4 utilizando Discovery
Studio Visualizer 2017, nas estruturas das isoformas de cicloxigenase (COXs). As
predicdes farmacocinéticas foram realizadas utilizando a plataforma Swiss ADME.
Em seguida foi avaliada a toxicidade aguda n&o clinica de dose unica (procedimento
aprovado pelo CEUA/CESED sob o0 n°5905022016) e a citotoxicidade em eritrocitos.
O resultado in silico mostrou que o JR04 interage de forma inespecifica com o sitio
catalitico das COXs, onde apresentou energia livre de ligacdo (-8.55 Kcal/mol) com
menor afinidade para isoforma COX-2 quando comparado com o celecoxibe (-11.04
Kcal/mol). Na isoforma COX-1 o JR0O4 apresenta maior afinidade com energia livre
de ligacdo (-11.32 Kcal/mol) comparado com o celecoxibe (-8.42 Kcal/mol). Assim,
JR04 mostrou maior afinidade pela COX 1, pois quanto menor a energia de ligacao
maior a afinidade com o alvo. De acordo com os resultados obtidos com as
predicdes farmacocinéticas foi possivel observar que o JR04 possui propriedades
moleculares desejaveis quando relacionamos aspectos ligados a absorcdo e
permeabilidade em membranas bioldgicas, e que possui TPSA abaixo de <140(A°)?
e ABS entre 71,82% indicando boa absorcdo gastrointestinal. No ensaio de
toxicidade aguda nenhuma morte foi registrada e ndo foram evidenciados sinais
clinicos relevantes, mas foi observado pequenas lesbes ulcerativas gastricas em
concordancia com a afinidade pela COX 1 mostrada in silico. Quanto a atividade
hemolitica o composto apresentou baixa atividade (2,16% de hemdlise). Dessa
forma, o composto JR04 mostrou seguranca quanto ao seu uso, podendo contribuir
para validacdo do potencial biolégico desse derivado, tornando-o candidato a
farmaco anti-inflamatorio.

Palavras Chaves: Inflamacéo. Docking molecular. Hidrazona.



ABSTRACT

STUDY OF THE ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF THE SUBSTITUTED N-
ACYLHYDRAZONE DERIVATIVE: N’-2-CYAN-(4-(METHYLSULFONYL-
BENZYLIDENE) - ACETOHYDRAZIDE (JR04)

1Janiely Brenda de Souza Almeida; ?Vanda Lucia dos Santos
L2Universidade Estadual da Paraiba-UEPB
lLianielybrendasouza@gmail.com

Inflammation is a defense response to stimulation, where it has characteristics such
as redness, swelling, warmth, pain, and dysfunction.Compounds that act modulating
the activity of COX enzymes are promising, compounds to combat inflammation,
such as the N-acylhydrazonic derivatives that show to be effective in classical models
of inflammation, having aroused the interest of researchers. This work aimed to
evaluate the in silico anti-inflammatory activity and pharmacokinetic predictions,
andin vitro and in vivo toxicity of the compound N'-2-Cyano - 4 - (Methylsulfonyl-
Benzylidene) - Acetohydrazide (JRO4). Initially, a molecular docking study of
compound JRO4 using Discovery Studio Visualizer 2017 was performed on the
structures of cyclooxygenase isoforms (COXs). Pharmacokinetic predictions were
performed using the SwissADME platform. Then single-dose acute non-clinical
toxicity (procedure approved by CEUA/CESED number 5905022016) and cytotoxicity
in erythrocytes were evaluated. The in silico result showed that JR04 interacts
nonspecifically with the catalytic site of COXs, where it showed binding free energy (-
8.55 Kcal/mol) with lower affinity for COX-2 isoform when compared with celecoxib (-
11.04 Kcal/mol). In COX-1 isoform, JR04 showed a higher affinity with binding free
energy (-11.32 Kcal/mol) compared to celecoxib (-8.42 Kcal/mol). Thus, JR04
showed a higher affinity for COX-1 because the lower the binding energy, the higher
the affinity for the target. According to the results obtained with the pharmacokinetic
predictions, it was possible to observe that JR0O4 has desirable molecular properties
when we relate aspects linked to absorption and permeability in biological
membranes and has TPSA below <140(A°)2 and ABS between 71.82% indicating
good gastrointestinal absorption. In the acute toxicity assay no death was recorded
and no relevant clinical signs were evident, but small gastric ulcerative lesions were
observed in agreement with the affinity for COX-1 shown in silico. As for the
hemolytic activity, the compound showed low activity (2.16% of hemolysis). Thus, the
compound JR04 showed safety for its use and can contribute to the validation of the
biological potential of this derivative, making it a candidate for an anti-inflammatory
drug.

Keywords: Inflammation. Docking molecular. Hydrazone.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo € uma resposta defensiva a estimulacdo, caracterizada por
vermelhiddo, inchago, calor, dor e disfuncdo. Em geral, quando de curto prazo a
inflamacéo € benéfica sendo uma resposta de defesa automética do corpo humano,
mas também pode ser prejudicial quando ataca o préprio tecido do corpo, persiste e
se transforma em cronica (DE LAVOR, 2018).

As terapias farmacoldgicas empregadas no tratamento clinico das doencas
inflamatérias englobam os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e esteroidais
(AIES)(WANG et al 2019).Estudos recentes apontam os AINEs como os
medicamentos mais eficazes para o tratamento da dor associada a crise de calculo
renal, sendo superior inclusive aos opiodides (PATAN; MITRA; CAMERON, 2018).

A acado farmacoldgica dos AINEs depende da dose e do tempo utilizado, o
gue predispde acometimento de oOrgaos especificos, os efeitos colaterais mais
importantes dos AINEs ocorrem no aparelho gastrointestinal, sendo o segundo mais
acometido o rim (BATLOUNI, 2010; WEHLING, 2014). Além das complicacdes
renais, os AINES podem ocasionar alteracdo gastrointestinal (perfuracdo e
ulceracdo gastrica), hepatica (cirrose), cardiovascular e plaquetario (eventos
tromboticos), corroborando para cautela e indicagdes adequadas na sua prescricao
(KUMMER; COELHO, 2002 apud CAVALCANTI et al.,2019).

Uma vez que os AINEs estdo associados a toxicidades graves, novas
abordagens ou estratégias alternativas foram adotadas para diminuir os efeitos
colaterais toxicos sem comprometer seus efeitos benéficos a saude (PEESA, 2016).
Baseando-se nas estratégias de bioisosterismo, algumas séries de N-acilhidrazonas
foram sintetizadas e avaliadas farmacologicamente, de forma a permitir o estudo das
relacbes entre a estrutura quimica e suas respectivas atividades bioldgicas
(FONTENELE, 2020).

Diante disto, o presente estudo visa analisar a atividade anti-inflamatéria do
derivado N-acilhidrazénico (JR04), através de ancoragem molecular, bem como
avaliar sua toxicidade in vitro e in vivo utilizando testes em células sanguineas e em

modelos animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria in silico, predicdo farmacocinética e
toxicidade do composto N’-2-Ciano - (4 - (Metilsulfonil-Benzilideno) - Acetohidrazida
(JROA4).

2.2  Objetivos Especificos

e Realizar ensaios in silico de modelagem molecular para demonstrar possivel
interacdo da molécula JR0O4 com a COX e prever parametros
farmacocinéticos;

e Realizar ensaio de citotoxicidade do composto;

e Determinar a toxicidade in vivo do composto.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Processo inflamatério

O processo inflamatério € uma reacao natural do organismo a danos, injuria
ou lesdes teciduais devidas a presenca de um corpo estranho, trauma (mecéanico,
quimico ou térmico), infeccdes, reacdes imunoldgicas e necrose tecidual. Esta
resposta estd associada a liberacdo de substancias quimicas como as citocinas e
guimiocinas (TNF-q, lipoxinas, cininas, prostaglandinas, leucotrienos) e proteinas de
sinalizacdo celular no ambiente tecidual e células migratérias com a funcdo de

bloquear, inativar ou eliminar o agente causador (LAMONTAIN et al, 2019).

7z

A inflamagdo aguda é classificada de acordo com as caracteristicas do
exsudato, com o tipo, duracéo e intensidade da agressédo. Os mediadores envolvidos
no processo agudo sdo as aminas vasoativas, metabdlitos do acido araquidénico,
gue incluem as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, o fator de ativacéao
plaquetéaria (PAF), quimiocinas, fator de necrose tumoral (TNF), e citocinas, com as
interleucinas (IL) IL-1B, IL-6 e IL-18. Este processo €, na realidade, uma complexa
resposta fisiologica do organismo para neutralizar, inativar e eliminar o agente
causador da inflamacéo, substituindo os tecidos danificados por fibrose, culminando

com o reparo tecidual e bloqueio da resposta inflamatoria (SINGH et al, 2016).

A inflamacao crbnica é caracterizada pela ocorréncia simultanea da ativacao
inflamatoria e destruicdo tecidual. Em geral, o processo inflamatério crénico evolui
gradualmente, sendo dependendo do tempo da injuria, permanéncia do agressor e
persisténcia de sucessivas inflamacdes agudas e da dificuldade do organismo em
eliminar o dano tecidual ou celular, evoluindo e exacerbando a congestdo, o
aumento da permeabilidade vascular e a producdo de exsudato inflamatério,

juntamente com a producdao de linfocitos (VERDAM et al, 2017).

Uma vez instalada a leséo tecidual, a liberacdo de mediadores inflamatérios e
a degradacdo dos fosfolipidios de membrana ativam a producdo de &acido
araquidénico (AA), que passa a ser o substrato de enzimas, gerando as diferentes
familias de eicosandides, por duas vias distintas (Figura 1). Em uma primeira via, o
AA é substrato das prostaglandina-H sintases (PGHS), também conhecidas como

cicloxigenases (COX), sofrendo ciclizacdo e levando a formacdo em cascata de
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diversas prostaglandinas (PGs), além dos tromboxanos A2 e B2. Em uma segunda
via metabolica, o AA é alvo da acgéo da lipoxigenase (LOX), gerando uma série de
leucotrienos (GUSTAFSON et al, 2009; SINGH et al, 2016; PRASHER et al, 2019).

Figura 1 - Via de Metabolismo do Acido Araquidonico.
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Fonte: Wang, B. et al.(2021)

Uma vez produzidos, os eicosandides participam do aparecimento e
progressdo dos sinais cardinais da inflamacdo aguda, condicdo em que as
prostaglandinas exercem uma vasta gama de funcdes em diferentes processos
fisiologicos e patoldgicos, incluindo vasodilatagdo ou vasoconstricdo, resposta
imunoldgica e hiperalgesia (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).
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Existem trés tipos de COX: COX-1, COX-2 e COX-3. As mais estudadas sao
a COX-1 e COX-2, uma vez que a COX-3 s foi descoberta posteriormente
(GELLER et al., 2012).

A isoforma COX-1 é constitutiva e se encontra nos tecidos, enquanto a COX-
2 € encontrada em casos de inflamacdes. A COX-1 é fundamental para manter o
estado de homeostase, e tem funcdo de proteger a mucosa gastrointestinal, fluxo
sanguineo renal, respostas autoimunes, funcdes pulmonares e do sistema nervoso
central, cardiovasculares e reprodutivas. A COX-2 é induzida pela inflamacao,e
assim tem-se acao de citocinas, endotoxinas e reprodutivas. Além disso, pode estar
presente em varios tecidos durante condi¢cbes fisioldgicas, inclusive em células
vasculares. Existem estudos que confirmam a existéncia de uma isoforma COX-3,
mas ainda sem detalhes significativos (ROMAINE; LOUREIRO; DA SILVA, 2021;
MENDES, 2012).

Os AINEs sédo otimos farmacos para tratar os efeitos indesejaveis da
inflamacéo. Eles agem amenizando o edema, a hiperemia, a febre, e a dor.
Apresentam seguranca significativa, mas podem apresentar varios efeitos adversos,
gue podem ir desde uma dispepsia até o Obito decorrente de uma ulcera perfurada
ou hemorragia. Logo, seu uso deve ser seguro, para que possa ter mais beneficios
do que riscos para a saude do paciente, devendo ser sempre prescrito e

acompanhado por profissional (SILVA, et al., 2019).

3.2 Anti-inflamatdrios nao esteroidais

Com base em sua estrutura quimica, os AINEs podem ser amplamente
classificados em salicilatos, derivados do acido aril e heteroarilacético, derivados do

acido indol / indolacético, antranilatos e oxicams (Figura 2) (BINDU et al; 2020).
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Figura 2. Classificacdo dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) com base na

estrutura.

N COOH
( Xz
=

NSAID

!

!

!

}

}

Salicylic acid Aryl and heteroaryl Indol and indene Anthranilic acid Enolic acid
derivatives acetic acid derivatives acetic acid derivatives derivatives derivatives
HO
HO : 5 (I)/ cl
OH —
o N OH N @NH W
"»‘. . = — (o]
S Ibuprofen o;{ N\ N /; cl Cl /_\
OH b
\ 7 0
SI'O Diclofenac
Sulfasalazine HN o Indomethacin

=N,

0<_OH S
&OYO

L1 L) 3
NN N o

Fenoprofen

HO._O
H

o ! N | Ny

XN /\

Piroxicam

\ o X
(o] OH S,
Acetylsalicylic acid W \ Moanuanie aoid HiC \(\N
= s
HQ Naproxen Sulindac ‘<NH
O> £;> o Chs
-N O
Na©» \_7 oL Gl " 5 Vs S:
Sodium salicylate N/ = = Y & 5
E
N [} 72 o N
| N H o]
7 OH ! = N/)\/\g_‘ K o Meloxicam

Difiunisal

Oxaprozin

Etodolac

Meclofenamic acid

Fonte: Bindu et al. (2020)

Desde o isolamento do salicilato da casca do salgueiro por volta de 1830,
seguido pela descoberta da aspirina (acido acetilsalicilico) por Felix Hoffman da
industria Bayer, Alemanha, em 1897, os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES)
tém desfrutado de um sucesso de vendas status na industria farmacéutica
(MONTINARI; MINELLI; DE CATERINA, 2019). Os farmacos mais vendidos no
mundo sdo os AINEs. Por serem indicados na terapéutica para o alivio da dor, febre
e inflamacédo. Estudos afirmam que na maioria das vezes os AINEs sédo vendidos
sem prescricdo médica, favorecendo o aumento nos casos de reacdes adversas,
onde os idosos sdo as pessoas mais atingidas. Outro resultado parecido diz que os
AINEs estavam entre os medicamentos mais vendidos correspondendo a 89,7% do
total de vendas das farméacias comunitarias envolvidas no estudo (AOYAMA,

DELMAO, 2021).
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Alguns AINEs séo inibidores ndo especificos de ambas as enzimas COX,
enquanto outros sao especificos, notadamente “coxibes” que inibem
especificamente 0 COX-2(BECKER; DOMSCKE; POHLE, 2004; DARLING et al,
2004).

3.3 Desenvolvimento dos AINEs

A busca por anti-inflamatérios, mais potentes, eficientes e menos toxicos,
estimulada pelo interesse de mercado da Industria Farmacéutica Mundial, despertou
varios estudos académicos e industriais voltados ao desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos, culminando com a descoberta de varias classes quimicas,
grupos e atributos funcionais e possiveis mecanismos de acao alternativos com
perfil terapéutico desejado (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; BATLOUNI,
2020).

O planejamento de estruturas moleculares visando a obtencdo de novos
candidatos a farmacos é o passo inicial e, provavelmente, 0 mais importante para o

desenvolvimento de um novo medicamento (DECKER, 2017).

As moléculas que contém o composto N-acilhidrazona em sua férmula
caracterizam-se por possuir uma diversidade estrutural que € importante na
construcdo de distintas familias de compostos protoétipos e possiveis candidatos a
farmacos. Baseando-se nas estratégias de bioisosterismo, algumas séries de N-
acilhidrazonas foram sintetizadas e avaliadas farmacologicamente, de forma a
permitir o estudo das relacbes entre a estrutura quimica e suas respectivas
atividades biolégicas (FONTENELE, 2020).

O Bioisosterismo consiste em ser uma estratégia baseada em uma
modificacdo que cause uma variacdo em alguma caracteristica fisico-quimica ou
estrutural do protétipo, mas mantenha o seu efeito biolégico e o reconhecimento do
farmaco pelo biorreceptor alvo (LIMA & BARREIRO, 2005; RODRIGUES, 2008).

O fragment-based drug discovery FBDD usa bibliotecas relativamente
pequenas de compostos de baixa complexidade que representam fragmentos de
compostos maiores mais semelhantes a drogas. Ao reduzir a complexidade dos

produtos quimicos selecionados, mais dos locais de ligagdo em potencial de uma
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proteina alvo podem ser explorados por meio da promiscuidade de ligacdo dos
fragmentos (THOMAS et al., 2017).

Onde os fragmentos se ligam, embora com menor poténcia do que as
moléculas semelhantes a drogas de high-throughput screening (HTS), eles oferecem
bons pontos de partida para projetar ligantes de maior afinidade usando o
conhecimento da estrutura da proteina como um modelo para gerar compostos com
maior eficiéncia de ligante (melhor ligacao por atomo energia para o alvo) (PATEL et
al., 2014).

O FBDD oferece uma abordagem atraente para explorar efetivamente o
espaco quimico para a ligacdo de uma proteina alvo. Em campanhas convencionais
de HTS, grandes bibliotecas de compostos muitas vezes complexos sao

selecionadas para atividade contra um alvo (HALL et al., 2014).

A proposta é que estes estudos auxiliam na busca de novos agentes
baseados em planejamentos quimicos racionais, resultando na obtencdo de
substancias com maior eficacia, seletividade e consequentemente, menor
toxicidade. Nesse contexto, a capacidade de interagir com sistemas biolégicos
coloca os grupos funcionais hidrazona e N-acilhidrazona em destaque entre os

compostos quimicos para fins medicinais (SOUZA, 2020).

3.4 Derivados acilhidrazdnicos: sintese e propriedades biologicas

As hidrazonas pertencem a uma classe de compostos com estrutura geral —
C=N-NH, sendo obtidas normalmente pela condensacéo de hidrazinas com cetonas
ou aldeidos. Uma vez que a hidrazina seja uma N-acilhidrazina (ou hidrazida), o
produto € uma N-acilhidrazona (Figura 3) (SUGIURA & KOBAYASHI, 2005).
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Figura 3. Reacao geral de formacéo de uma Hidrazona
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Fonte: Guimarées, D. G. et al. (2017)

O grupo funcional hidrazona tem despertado crescente interesse cientifico,
em virtude de seu amplo espectro de aplicacbes e propriedades quimicas,
terapéuticas, biolégicas e industriais (LOPEZ-TORRES; ZANI; MENDIOLA, 2011;
DESPAIGNE et al, 2010). Outros atrativos desta funcdo que justificam sua
relevancia sdo suas variadas propriedades estruturais, a facilidade de sintese e a
estabilidade a hidrdlise (LOPEZ-TORRES; ZANI; MENDIOLA, 2011; FERRARESI-
CUROTTO, 2017).

De maneira geral, as hidrazonas séo sintetizadas através da condensacao
equimolar de hidrazinas ou hidrazidas com aldeidos e cetonas. O emprego de
catélise acida € comum para este tipo de reacdo, onde resumidamente, ocorre a
adicdo nucleofilica seguida da transferéncia de prétons (Figura 4) (CAREY &
SUNDBERG, 2007). Frequentemente séo utilizados o acido acético, acido cloridrico

ou o acido sulfarico, como catalisadores (CACHIBA et al, 2012).



Figura 4. Mecanismo de reacéo de formacao de hidrazonas via catalise acida
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Guimaraes et al (2017) relataram em seu estudo de revisdo que existem

variadas atividades biologicas dos derivados hidrazénicos como apresentado na

tabela 1.
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Tabela 1 - Atividades biolégicas dos derivados hidrazénicos.

Estrutura

Atividade

Referéncia

Antineoplasica

Antimicrobiana

Tripanocida

Antimalarica

Anticonvulsivante

Antidepressiva

Anti inflamatoria

Cardioprotetora

Chew et al (2014)

Wang et al (2012)

Santos filho et al (2009)

Walcourt et al (2013)

Amir et al (2014)

Oliveira et al (2011)

El-Sayed et al (2011)

Simunek et al (2008)

Fonte: adaptada de Guimarées et al (2017).
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Nosso grupo de pesquisa em 2016 iniciou o estudo com o derivado N-
acilhidrazénico substituido (JR04) (Figura 5), realizando a caracterizacao, elucidacao
estrutural, avaliacdo do potencial anti-inflamatério e antinociceptivo in vivo e
atividade microbiana, ensaios esses bastante promissores, que favoreceram a
continuacdo de estudos farmacolégicos (APOLINARIO, 2016; SILVA, 2017a).

Figura 5 - Estrutura do JR0O4
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Posteriormente, Silva (2017), objetivando averiguar uma possivel interagédo
molecular dos compostos da série JR sobre as enzimas COX-1 e COX-2 realizou o
ensaio de ancoragem molecular que permitiu avaliar a relacéo estrutura-atividade e
0 comportamento desse composto quando ligado as enzimas COXs. Obtendo como
resultado que o JR04 possui uma melhor interacdo com a COX-1 apresentando
resultados de maior afinidade comparado com farmacos como Diclofenaco e

Nimesulida.

3.5 Docking Molecular

O docking molecular, ou modelagem molecular, € uma abordagem in silico
(computacional) baseada em um processo natural celular, envolvendo ligantes
(pequenas moléculas) em configuracBes apropriadas para interagir com um receptor
para a formacdo de um complexo estavel, sendo tal abordagem de grande interesse
para o ponto de vista medicinal (SUPRIYA et al., 2016).

Essa metodologia vem se tornando cada vez mais popular entre diversos

pesquisadores da quimica medicinal, posto que, se mostra um método facil, barato,
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eficaz e que viabiliza a economia de tempo e material superando, por vezes,
abordagens como High Throughput Screening HTS (SALMASO; MORO, 2018;
SUPRIYA et al., 2016).

O docking molecular utiliza duas abordagens principais: 1) abordagem de
simulacd@o, onde o ligante e o alvo sdo separados por uma distancia fisica e aos
poucos vao se aproximando apds “tempos definidos de movimentos” em seus
espacos conformacionais; 2) abordagem de complementaridade da forma, onde a
energia de interacdo molecular se da através das caracteristicas estruturais
superficiais do alvo e do ligante (DAR; MIR, 2017).

O desenvolvimento de novos farmacos a partir de estruturas quimicas de
farmacos ja conhecidos (ligand-based drug discovery) baseia-se na comparacéo das
estruturas dos compostos em estudo com estruturas quimicas, ou perfis gerados a
partir da estrutura quimica, de ligantes ativos testados in vivo ou in vitro
(KOUTSOUKAS et al., 2011).

Perante o exposto, levando em consideracéo a hipétese de que o derivado N-
acilhidrazénico substituido: N-2-ciano-(4-(metilsulfonil- benzilideno) - acetohidrazida
(JRO4) apresenta atividade anti-inflamatoria, objetivamos realizar ensaios in silico
para demonstrar interacdo da molécula com a COX e prever parametros
farmacocinéticos. Além de realizar e determinar ensaio de citotoxicidade e a

toxicidade aguda do composto.
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4 Metodologia

4.1 Obtencao do composto e Local da Pesquisa

O composto foi fornecido pela equipe do Laboratorio de Sintese e Vetorizagédo
Molecular da Universidade Estadual da Paraiba, em Campina Grande coordenado
pelo Prof. Dr. Ricardo Olimpio Moura.

O teste de toxicidade in vivo foi desenvolvido no Laboratério de Ensaios
Farmacologicos, do complexo integrado Trés Marias, da Universidade Estadual da
Paraiba, em Campina Grande.

O ensaio de citotoxicidade em eritrocitos foi realizado no Laboratorio de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos da Universidade Estadual da Paraiba,

em Campina Grande.

4.2 Animais e Procedimentos éticos

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) adultos,
fémeas, pesando entre 25 e 35¢g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas,
com temperatura e umidade ambiente (23 £ 2°C), respeitando-se o ciclo claro-escuro

de 12h, com racao e agua ad libitum.

Os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) do Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) sob
namero: 5905022016 e conduzidos de acordo com as diretrizes éticas propostas

pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.3 Ensaios de modelagem molecular in silico

A estrutura do composto sintetizado foi convertida pela técnica Chem3D 15.1
criando um modelo 3D, seguido de uma minimiza¢ao da energia molecular usando a
mecanica molecular (MM2). Os ligantes otimizados foram salvos como arquivos
MOL2.
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Com o uso do AutoDockTools-1.5.6, os hidrogénios né&o-polares foram
fundidos com os carbonos correspondentes, entdo a carga parcial de atomos foi
calculada usando o procedimento Gasteiger implementado no pacote
AutoDockTools. As ligacdes rotativas dos ligantes foram definidas, e as estruturas

salvas como pdbqt e usadas para estudos de docking.

As estruturas cristalograficas utilizadas de COX-1 e COX-2 foram
complexadas com o ligante para definir os sitios cataliticos, o celecoxib (PDB 3KKE6,
para COX-1 e PDB 3LN1, para COX-2) como ligante seletivo, baixada do RCSB

Protein Data Bank.

Com o uso do PyMol 3D, moléculas de agua e outros heteroatomos foram
removidos. Entdo, usando AutoDockTools, os hidrogénios n&o polares foram
fundidos e os hidrogénios polares foram adicionados a estrutura das proteinas. As
cobrancas de Kollman foram adicionadas e uma estrutura foi salva como pdbqt para
os estudos de docking. O algoritmo genético Lamarckiano no AutoDock 4.2.2 foi
aplicado para buscar a melhor conformacéo e orientacao dos ligantes. A otimizacéo
global foi iniciada com uma populacdo de 150 individuos posicionados
aleatoriamente com um maximo de 2.500.000 avaliacbes de energia € um maximo
de 27.000 geracbes. Durante cada experimento de docking, 100 corridas foram
realizadas, gerando 100 conformacdes. As poses de encaixe resultantes foram

analisadas usando o Discovery Studio Visualizer 2017 (Cliente R2) (R. Rondla).

Para validacdo do estudo de ancoragem molecular (redocking) foram
utilizados os programas AutoDock Tools 1.5.6 e Discovery Studio 2.0, possibilitando

a observacéo da sobreposicdo entre o ligante cristalizado e a molécula.

4.4 Estudos farmacocinéticos in silico

As predicBes farmacocinéticas foram realizadas utilizando plataformas online,
disponibilizadas de maneira gratuita e, que apresentam graficamente resultados
mais propicios para discussfes e correlacfes. O programa utilizado para predizer
propriedades de absorcdo (gastrointestinal e hematoencefalica) log P, log S, e
inibidores da CYP450, como também, comparagbes de “druglikeness” foi o Swiss
ADME desenvolvido pela Swiss Institute of Bioinformatics na Suica, com referéncias

disponibilizadas no artigo de Daina, Michielin e Zoete (2017). Parametros
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relacionados ao metabolismo e os pontos de ataque enzimaticos, foram realizados
através da plataforma Xenosite, desenvolvido pela Universidade de Medicina de
Washington, EUA. Baseado em 56 artigos como Zaretzki, Matlock e Swamidass
(2013) e Dang et al. (2016), apresenta uma interface que necessita apenas que sua

estrutura esteja no formato smiles, formato este gerado pelo ChemDraw Ultra 12.0.

4.5 Ensaio de Citotoxicidade

Para o teste de citotoxicidade o sangue tipo O + foi doado pelo Laboratério de
Analises Clinicas (LAC) e acondicionado em tubo com heparina. O plasma foi

retirado do tubo apods centrifugacéo a 2500 rpm por 5 minutos.

Posteriormente a suspensao de hemacias foi lavada trés vezes, com solucao
salina 0,9%. As heméacias foram ressuspendidas novamente com a mesma solucao
e o0 volume ajustado para 5%. Entéo, foi colocado 2 mL da suspensdo de hemacias
a 5% junto com 2 mL da solucdo do JR04 na concentracdo de 500 pug/mL em tubos
de ensaio, deixados em repouso durante 1 hora a temperatura ambiente para que
aconteca a hemdlise. Apos esse periodo, cada tubo foi centrifugado a 2500 rpm por
5 minutos, sendo retirado o sobrenadante para leitura em espectrofotdmetro em um
comprimento de onda de 540 nm. Como controle positivo, foi utilizado o liquido de
Turk a 2% uma vez que, essa substancia causa 100% de hemolise e como controle
negativo solucédo salina a 0,9%, que ndo causa hemolise alguma. A analise foi

realizada em triplicata.

4.6 Preparo da substancia

Para realizacdo do teste farmacoldgico de toxicidade aguda a molécula foi

dissolvida em solucéo salina e administrada por gavagem (via oral).

4.7 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda oral foi realizado segundo metodologia do Guia
423 (adaptado), das Diretrizes da Organizacdo para Cooperacao e Desenvolvimento

Econémico (OECD, 2011). Foram utilizados grupos de 3 animais fémeas. Os
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animais do grupo controle negativo, foram tratados com o veiculo (solu¢édo salina
0,9%) e os animais do grupo teste tratados com o composto JR04 na dose de 300
mg. Kg?, via oral. Apdés o tratamento, foram realizadas observacdes
comportamentais sistematicas segundo metodologia descrita por Almeida (1999),
(Anexo 1) nos tempos de 15 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4 horas ap0s
administracdo. Para@metros como massa corporal, consumo de agua e racdo foram
observados a cada 24 horas durante 14 dias. No décimo quarto dia, os animais
foram pesados, e em seguida eutanasiados por deslocamento cervical, sendo 0s
orgaos (figado, baco, coracdo e rins) retirados, pesados e avaliados
macroscopicamente. Também foi retirado o estbmago para verificar a formacéo de

Ulceras gastricas.
4.8 Analise estatistica
Os dados sao apresentados como meédia + erro padrdo das médias (E.P.M.)

das medidas feitas com 3 animais em cada grupo. Foi utilizado o programa Prisma

5.0. e os dados analisados pelo teste T, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor compreensdo do mecanismo anti inflamatério do composto JR04,
o docking molecular foi realizado com a estrutura cristalografica da COX-1 (PDB ID
3KK6) e COX-2 (PDB ID 3LN1). Para validagdo do método utilizado, foi realizado o
procedimento de redocking com o ligante co-cristalizado. Esse procedimento permite
obter, a partir da realizacdo do docking entre o ligante co-cristalizado e o
biorreceptor em questao, a preservacdo da orientacdo espacial do ligante.

5.1 Docking Molecular do alvo COX- 1

O Redocking do ligante com a enzima apresenta importantes interacgoes,
enfatizando que quanto menor a energia livre de ligacdo maior sera a interacéo do
ligante com a enzima. A avaliagdo da metodologia se da pelos valores de Root-

mean-square-deviation (RMSD) que deve apresentar valores < 2,0 A.

O método de redocagem baseia-se em submeter o mesmo ligante co-
cristalizado com o biorreceptor em questdo aos estudos de ancoragem molecular e
observar se as interacfes com os residuos de aminoacidos chave e a orientacao
espacial do ligante sdo preservadas, ou seja, que no RMSD entre o ligante
cristalogréafico e a proteina ou enzima seja menor possivel, de modo a comprovar a
capacidade preditiva do modelo in silico (MOURA, 2019).

A tabela 2 mostra que o posicionamento espacial dos atomos do CEL

redocado é semelhante ao mesmo ligante co-cristalizado com a estrutura 3KK6.
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Tabela 2 - Redocking molecular como método de validacdo do estudo (PDB ID
3KK®6):

Ligante co-cristalizado CEL ~ RMSD GRID BOX

40 x-points
40 y-points
40 z-points

Coordinates of Central Grid Point
of Maps = (-32.531, 43584, -
0.63A g 345)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Na tabela 3 podemos observar os resultados do Docking molecular obtido
para o alvo terapéutico Ciclooxigenase -1 em que o JR04 possui menor energia livre
de ligacdo e menor constante de afinidade (-11.32 Kcal/mol 5.05 nM) quando
comparado com o ligante CEL que possui maior energia livre de ligacdo (-8.42

Kcal/mol) e maior Constante de afinidade (668.02 nM).

Tabela 3 - Docking molecular com JR04 no alvo COX-1 (PDB ID 3KK6):

Constante de

Composto Energia livre de ligacao
P J 98¢ Afinidade
Ligante
-8.42 Kcal/mol 668.02 nM
CEL
JR0O4 -11.32 Kcal/mol 5.05 nM

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Os dados apresentados sugerem que o JR04 possui boa interacdo molecular
com a COX-1, onde o valor de energia de ligacdo € menor que a do CEL que é um

composto que apresenta baixa interacdo com esta enzima.

Em outro estudo com derivados hidrazénicos El sayed et al (2011), utilizaram

compostos onde acoplaram no sitio ativo do COX-1 com sucesso, mas a ligacao foi
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insuficiente de ambos 0s compostos podendo ser explicada em termos da

ocorréncia de ligacdes de hidrogénio serem muito fracas.

De acordo com Osmaniye et al (2021) em resultados de estudos de encaixe
utilizando um composto N-acilhidrazénico ligando-se ao sitio ativo da COX-2, formou
uma interacao adicional (ligacdo de halogénio) através do substituinte do atomo de
cloro. Assim, evidenciaram que modificacdes estruturais podem ser feitas com base
nos novos derivados de N-acilhidrazona-metissulfonil para procurar compostos com

maior atividade inibitéria contra a enzima COX-2.

A figura 6 mostra as interacdes ocorridas entre o composto JR04 e o ligante
CEL com a enzima COX-1. Algumas interacdes do composto JR04 sao semelhantes
as do ligante CEL, como por exemplo, a ligacdo de hidrogénio convencional com
GLN A:192, Pi-sigma ILE A:523, ligagdo carbono hidrogénio HIS A :90, LEU A:352,
SER A:353. No entanto, observamos que o ligante CEL apresentou mais regides de
interacéo, tendo ele maior interacdo com o alvo quando comparado com 0 composto
JRO4. Sugerindo-se que esta interacdo possa ser devido ao tamanho da molécula
do CEL no sitio ativo, que apesar de ter maior numero de intera¢cées nao forma

complexos estaveis com o alvo.
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Figura 6 - Representacao 2D das interagbes entre o composto JR04 (A) e o ligante
CEL (B) com o alvo COX-1

ILE

AS17
@..
*a

SER
ASlE

HIS SE
AR law

Interactions
Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

ILE
AS23

kY

Pi-Sigma
Pi-Sulfur
Pi-alkyl

TRP
A387

LEU ALA
A359 A527

SER
A353

VAL VAL
Alle A:349

A:523

PHE
AS1E

Interactions
Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Pi-Sigma

BN
~

LEU
A352

GLN
A192

Pi-Sulfur
Alkyl
Pi-Allyl

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Moraes et al (2018) relataram em seu estudo com derivados indol-
acilhidrazénicos que as posi¢cdes de acoplamento obtidas para COX-1 mostram
conformacdes distintas. No sitio ativo menos volumoso da COX-1, assume uma
conformacdo onde o anel indol € apontado para o bolso lateral hidrofilico do sitio
ativo através de uma

ligacdo carbono-hidrogénio. E podem manter uma

conformacéao similar quando comparado com o sitio ativo COX-2.

Quando observamos através do docking que a interacdo do JR04, os valores
de energia de ligacdo e constante de afinidade possuem melhor resultado de
inibicdo com a COX-1, sugerimos que estas interacdes estao relacionadas ao tipo de

grupamento que a mesma possuli.

O composto JR04 apresenta uma estrutura diferenciada em relacdo as
demais moléculas da série, apresentando um grupamento metilssulfonil ligado ao
anel benzilidénico. Para Silva (2017), tal substituinte € encontrado nos inibidores
seletivos da COX-2, sugerindo uma possivel acao seletiva para esta isoforma. No
entanto, os dados apresentados ndao condizem com esta afirmacéo, pois o JR04 ao

ser ancorado demonstrou afinidade pela COX-1.
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5.2 Docking Molecular do alvo COX- 2

Analisando a tabela 4 é possivel verificar o posicionamento espacial dos
atomos do CEL co-cristalizado estrutura 3LN1, estando com o valor de RMSD dentro
dos parametros estabelecidos na Tabela 3. O pequeno aumento do valor de RMSD

na estrutura de 0.95 A indica que essa estrutura apresenta pequenas variacoes.

Tabela 4 - Redocking molecular como método de validacdo do estudo (PDB ID
3LN1):

Ligante co-cristalizado CEL RMSD GRID BOX

40 x-points
40 y-points
40 z-points

Coordinates of Central Grid Point
of Maps = (30.597, -22.559, -
0.95 A 15.758)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Na tabela 5 estdo expostos os resultados do Docking molecular obtido para o
alvo terapéutico COX-2, onde é possivel observar que o JR04 possui maior energia
de ligacao (-8.55 Kcal/mol) e constante de afinidade (544.24 nM) quando comparado
com o ligante CEL que apresentou menor Energia Livre de Ligacao (-11.04 Kcal/mol)

e menor Constante de afinidade (8.11 nM).

Como a afinidade de um ligante pelo seu sitio ativo esta representada pela
energia de ligacdo do complexo ligante-receptor, em que quanto menor a energia,
maior sera a afinidade com o alvo (BALI; OHRI; DEB, 2012), nossos dados mostram
gue o JRO4 possui baixa interacdo molecular com a COX-2 apresentando maior

energia de ligacdo, ou seja, menor afinidade com o alvo.
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Tabela 5 - Docking molecular com JR04 no alvo COX-2 (PDB ID 3LN1):

Energia livre de
Composto ligacéo Constante de Afinidade
Ligante CEL -11.04 Kcal/mol 8.11 nM
JRO4 -8.55 Kcal/mol 544.24 nM

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

A figura 7 mostra as interacdes ocorridas entre o composto JR0O4 com a
enzima COX-2. Como pode-se observar, o composto JR04 apresenta interacdes
semelhantes ao ligante CEL, como por exemplo, a ligacdo de hidrogénio
convencional com ILE A:503, PHE A:504, ARG A:499, Pi-alquil ALA A:513, Pi-sigma
VAL A:509. Observamos que o ligante CEL apresentou mais regides de interacao,

tendo ele maior interacdo com o alvo quando comparado com o composto JR04.

Figura 7 - Representacao 2D das interacdes entre o composto JR04 (A) e o ligante
CEL (B) com o alvo COX-2

LEU
A:370

TRP
A:373

ALA
> MET
TYR HLE A:508

ol A:341

A4a3

EHE HIS
\\a AS04 WAL AT
ST A509
508
LEU
A!IS-E3 Az345
LEU PHE
ALA A:338 AT504
A3 VAL SER.
A:335 A:339

LLE
A502

ARG
A:499

Interactions

Interactions Conventional Hydrogen Bond Alkyl

Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl Carbon Hydrogen Bond Pioalkyl

Pi-Sigma Pi-Sigma

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

O numero de aminoéacidos (aa) que compdem as duas isoformas COX-1 e
COX-2 é bem semelhante e possuem a mesma afinidade pelo AA, diferindo no sitio
de ligacdo das COXs na posigéo 523, onde na COX-1 observa-se a presenca de um
residuo de lle 523 e na COX-2 um residuo de Val. A presenca do residuo de Val na

estrutura da COX-2 confere a enzima uma maior acessibilidade de um possivel
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ligante de maior massa molecular uma vez que a cadeia lateral deste aa € menor do
que a lle, aumentando em muitas vezes o volume do sitio ativo ligante da COX-2
(EL-SAYED, et al., 2011).

Os resultados apresentados mostram que o JR04 possui uma maior afinidade
pela COX-1. Demonstrando que possui uma maior afinidade quando correlacionada

com o farmaco Celecoxibe.

Através disto podemos observar em relacdo as interacbes ocorridas entre o
composto e o ligante que as interacdes com o ligante COX-1 sdo melhores quando
comparadas com as interagdes com a COX-2. Assim, pode-se sugerir que o JR04

possui melhor interagdo com COX-1.

Os resultados obtidos nestes estudos de ancoragem sugeriram que O
composto JRO4 foi ajustado no sitio ativo da enzima para formar as interagdes de
ligacédo, conforme indicado por seu padrdo de encaixe em compara¢cdo com o do
celecoxibe. No geral, essas interacdes e padrdes de ligacdo no sitio ativo da COX-1

explicam a notavel atividade inibitéria e anti inflamatéria do JRO4.

53 Estudos farmacocinéticos in silico

De acordo com os resultados obtidos através da abordagem in silico
mostrados € possivel observar que o JR04 possui propriedades moleculares
desejaveis quando relacionamos aspectos ligados a absorcdo e permeabilidade em
membranas bioldgicas, ja que obedeceu a regra dos 5 de Lipinski, ou seja, peso
molecular < 500g/mol; numero de aceptores de hidrogénio (ALH) < 10, numero de
doadores de hidrogénio (DLH)< 5 e coeficiente de lipofilicidade (cLogP) < 5
(LIPINSKI et al., 1997). O valor de Log S calculado mostrou que o farmaco é soluvel

em agua.

Tabela 6 - Estudos de ADME (Absorcao Distribuicdo Metabolismo Excrecao)

Doadore Refrativi
Peso
de dade
Molecular . .
Compos /mol ligagédo Aceptores de  LigagGes Absorgéo Molar
mo
to g deH ligacdo de H Rotativas Log P Log S TPSA Intestinal (%)
JR0O4 265.29 1 5 5 0,87 -2,13 107.77 71,82% 65,36

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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Sabendo que os valores de Log S representam solubilidade de acordo com a
seguinte escala: insollvel <-10<pouco solluvel<-6<moderado<-4<solluvel<-2< muito
solivel <O<altamente solavel (BORGES, 2018). A partir dos valores da Topological
Polar Surface Area (TPSA) foi calculado a porcentagem de absorcao gastrointestinal
pela formula (ZHAO et al; 2013).:

%ABS: 109- [0,345 X TPSA]

O TPSA é um parametro relacionado com o transporte molecular passivo
através das membranas e permite a predicdo da absorcdo intestinal humana e
passagem na barreira hematoencefalica, no qual valores de TPSA<140(A°)? sdo
considerados desejaveis para indicar boa absorcdo gastrointestinal e passagem na
barreira hematoencefalica (BORGES, 2018). E possivel observar que o JR04 possui
TPSA abaixo de <140(A°)2 e %ABS entre 71,82% indicando boa absorcdo

gastrointestinal.

Figura 8 — Correlacdo entre WlogP e TPSA, na forma de BOILED-Egg para o JR04.

Fonte: Daina et al. (2016)

Legenda: BHE AGI ° p-GP+ cp—GP—

BHE - Moléculas na &rea amarela do grafico que sdo capazes de atravessar a barreira

hematoencefalica;

AGI — Moléculas absorvidas passivamente pelo trato gastrointestinal;
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p-GP+ - Moléculas que associam-se a p-glicoproteina;

p-GP- - Moléculas que ndo associam-se a p-glicoproteina.

Correlacionando a figura 8 com as propriedades de WlogP e TPSA na forma
de BOILED - Egg, o JR04 demonstrou possuir capacidade de ser absorvido
passivamente pelo trato gastrointestinal quando observamos o ponto vermelho
(molécula do JR04) localizado na clara do BOILED — Egg, relacionando esta
propriedade a uma possivel administragdo oral do farmaco. Além disso, 0 mesmo

nao se associou a glicoproteina-p e nao atravessa a BHE.

No estudo in silico na plataforma SwissADME o JRO04 apresentou
propriedades drug-likeness adequadas e nao violou os filtros de Lipinski, Veber,
Muegge, Ghose e Egan. Onde esta de acordo com os resultados apresentados na
tabela 6.

As propriedades drug-likeness podem ser caracterizadas como um conjunto
de caracteristicas estruturais e fisico-quimicas que indicam se um uma substancia
apresenta similaridade com farmacos biodisponiveis por via oral, sugerindo o

potencial dessa substancia como candidato a farmaco (PIANTA, 2021).

54 Citotoxicidade

Em relacdo a citotoxicidade o composto JR04 apresentou 2,16% de hemdlise
no tipo sanguineo O +. Assim, podemos observar que a molécula testada (JR04)
nao causa hemdlise nas hemacias, pois seu percentual ndo foi significativo, sendo

portanto, uma molécula de baixa toxicidade para as hemacias humanas.

De acordo com os parametros estabelecidos pela literatura o percentual de
hemdlise sera considerado como baixo quando estiver situado entre 0 e 4%,
moderado quando estiver entre 40 e 80% e alto quando estiver acima de 80%
(RANGEL, 1997; DANTAS, 2017).

5.5 Toxicidade Aguda

O composto JR04, foi avaliado através da administracdo v.o., de uma dose

fixa de 300 mg.kg*, onde durante as primeiras 4 horas foram avaliados os reflexos
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autondmicos, parametros fisioldgicos e comportamentais, segundo protocolo

estabelecido por Almeida (1999).

ApoOs administracdo do composto, as Unicas alteracdes observadas foram
aumento da micgéo, perda da coordenacdo motora e diminuicao dos reflexos da dor,
ocasionado ao pressionar a cauda dos animais, sendo indicativo que o composto
apresenta atividade analgésica. Durante os 14 dias consecutivos, ndo houve morte,

nem sinais clinicos e de toxicidade geral.

Foi possivel observar que ocorreu diminuicdo do consumo de racdo quando
comparamos com O grupo controle, mas a alteragdo do peso dos animais foi
insignificante (Tabela 7) e ndo alterou a saude do animal, assim é possivel

evidenciar a baixa toxicidade apresentada pelo composto.

Tabela 7 - Consumo de agua e racdo e evolucado ponderal, dos animais tratados
com JRO4.

Consumo Salina JRO4

Racao(g) 15.54+0.70 11.92+0.47***

Agua(mL) 18,3+1,13 21,0+0,808"s
Evolucéo ponderal(g) 2.00£0.09 2.333+0.33"

Os valores foram expressos como média + E.P.M (n=3 animais em cada grupo); nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

Na analise macroscépica dos érgaos, foram observadas pequenas ulceracfes
gastricas quando comparada ao controle, porém sem significancia estatistica, em
concordancia com a afinidade pela COX 1 mostrada in silico. Porém, nenhuma

alteracao macroscopica foi observada nos demais érgaos (Tabela 8).
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Tabela 8 - Peso relativo dos 6rgaos de camundongos tratadas com JR04

Orgéos Salina JR04
Coracao 0.367+0.047 0.435+0.031"s
Rins 0.968+0.086 1.008+0.050"s
Figado 4.704+0.345 4.721+0.103 "
Baco 0.278+0.058 0.313+0.018"
Pulméao 0.471+0.044 0.510+0.113"

Os valores foram expressos como média + E.P.M (n=3 animais em cada grupo); nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

Estes resultados mostram que o composto JR04 apresenta baixa toxicidade
nas condi¢des avaliadas, contribuindo para validacdo do potencial biolégico desse

derivado, tornando-o candidato a farmaco anti-inflamatorio, o que nos da garantia de

continuar os estudos com este promissor composto.
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6 CONCLUSAO

Através das avaliacdes in silico, in vivo e in vitro realizadas foi possivel observar

que o composto JRO4:

e possui boa interacdo com enzimas ligadas ao processo inflamatério (COXs),
sinalizando que a inibicdo destas enzimas estd relacionada com sua
atividade;

e possui propriedades moleculares desejaveis quando relacionamos aspectos
ligados a absorcdo e permeabilidade em membranas biolégicas, pois
obedece a regra dos 5 de Lipinski e apresentou propriedades Drug-likeness;

e apresenta boa absorcéo gastrointestinal;

e mostra seguranca quanto ao Seu UsO, pois apresentou baixa toxicidade in
vitro e in vivo.

Assim, esses resultados contribuem para validagdo do potencial biolégico desse

derivado, tornando-o candidato a farmaco anti-inflamatorio.
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ANEXO 1

1. Protocolo utilizado na triagem farmacoldgica comportamental
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Resparshe forgads
Lacrimejamento

Fonte; Almeida et al, { 1999).
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