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RESUMO

A radiagdo ultravioleta (UV) pode desencadear processos inflamatdrios cutaneos associados a produgdo de
mediadores derivados do acido araquidonico por meio das enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2) e 5-lipoxigenase
(5-LOX). Neste estudo preliminar, avaliou-se, por docking molecular, o potencial anti-inflamatério de 11
compostos com conhecida atividade fotoprotetora e 4 polifenois, frente aos dois alvos enzimaticos. A partir das
pontuagdes de fitness foram priorizados ligantes com melhor desempenho relativo, dentro da série. Frente 8 COX-
2, apenas o iscotrizinol (87,86) e o DHHB (71,64) exibiram pontuagdo superior a do substrato natural, o acido
araquidonico (AA), de score 70,53. Frente a 5-LOX, o iscotrizinol (70,59) apresentou perfil semelhante ao
observado para a COX-2. Um comportamento distinto foi revelado pela tendéncia de maiores pontuagdes fitness
para os compostos volumosos e lipofilicos: bemotrizinol (72,07) e bisoctrizol (70,01) que atingiram pontuagdes
proximas ou superiores a do AA (70,95). Este estudo ressaltou que valores elevados de fitness score nem sempre
correspondem ao modo de ligagdo estruturalmente favoravel, o que permitiu a identificagdo de falsos positivos
associados ao efeito de tamanho ou a acomodagdo inadequada, como observado para iscotrizinol, bisoctrizol,
bemotrizinol ¢ DHHB. O (R)-octocrileno, por sua vez, apresentou interagcdes consistentes frente a COX-2,
enquanto o salicilato de octila foi o tnico ligante a exibir perfil de interacdo estruturalmente coerente frente a
ambas as enzimas. Os dados sugerem que alguns compostos com atividade fotoprotetora podem interagir com
alvos enzimaticos envolvidos na inflamacdo, entretanto esse potencial deva ser confirmado por estudos
experimentais e simulagdes adicionais.

Palavras-chave: método in silico; ciclooxigenase; lipoxigenase; anti-inflamatorios; filtros solares.

ABSTRACT

Ultraviolet (UV) radiation can trigger cutaneous inflammatory processes associated with the production of
arachidonic acid-derived mediators through the enzymes cyclooxygenase-2 (COX-2) and 5-lipoxygenase (5-
LOX). In this preliminary study, the anti-inflammatory potential of 11 compounds with known photoprotective
activity and four polyphenols was evaluated against both enzymatic targets using molecular docking. Based on the
fitness scores, the ligands showing the best relative performance within the series were prioritized. Against COX-
2, only iscotrizinol (87.86) and DHHB (71.64) exhibited scores higher than that of the natural substrate,
arachidonic acid (AA), which achieved a score of 70.53. For 5-LOX, iscotrizinol (70.59) showed a profile similar
to that observed for COX-2, whereas a distinct behavior was revealed by the tendency of bulky and lipophilic
compounds to achieve higher fitness scores. Bemotrizinol (72.07) and bisoctrizole (70.01) reached scores close to
or higher than that of AA (70.95). This study highlighted that high fitness scores do not always correspond to
structurally favorable binding modes, enabling the identification of false positives associated with molecular size
effects or inadequate accommodation within the binding site, as observed for iscotrizinol, bisoctrizole,
bemotrizinol, and DHHB. In contrast, (R)-octocrylene exhibited consistent interactions with COX-2, whereas octyl
salicylate was the only ligand to display a structurally coherent interaction profile against both enzymes. The data
suggest that some compounds with photoprotective activity may interact with enzymatic targets involved in
inflammation; however, this potential should be confirmed through experimental studies and additional
simulations.

Keywords: in silico method; cyclooxygenase; lipoxygenase; anti-inflammatory agents; sunscreen filters.
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INTRODUCAO

A radiagao ultravioleta (UV) ¢ um dos principais fatores etiologicos associados ao dano
cutaneo. A exposicao excessiva aos raios UVA e UVB pode provocar lesdes no DNA e induzir
a formagao de espécies reativas de oxigénio, promovendo estresse oxidativo e desencadeando
resposta inflamatoria local, clinicamente manifestada por eritema e edema. Quando persistente
ou recorrente, esse processo contribui para a carcinogénese cutanea, incluindo o melanoma, a
forma mais agressiva de cancer de pele (NEAGU, 2019). A inflamagdo, por sua vez,
corresponde a uma resposta fisioldgica complexa desencadeada por agentes fisicos, quimicos
ou bioldgicos, caracterizada pelo recrutamento celular e pela produgdo de mediadores capazes
de amplificar o dano tecidual e sustentar a progressao da lesdo (COUSSENS & WERB, 2002).
Entre os mediadores bioquimicos envolvidos nesse processo, destacam-se os eicosanoides,
derivados do acido araquidonico (AA) que sdo metabolizados por duas rotas enzimaticas: 1)
das Ciclooxigenases (COX) e 2) das Lipoxigenases (LOX), que originam mediadores centrais
da resposta inflamatéria (Figura 1) (HANSON & DELEO, 1990; GRESHAM et al., 1996;
GOMEZ et al., 2013; WANG et al., 2021; SHEPPE & EDELMANN, 2021).
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Figura 1. Importancia da metabolizagdo de derivados de AA na promogdo da resposta inflamatéria. Em 1)
incidéncia de radiacdo UV e, 2) ativagdo de queratindcitos, com 3) liberagdo de AA dos fosfolipidios de membrana.
Em 4) vias de metabolizacdo de AA: COX e LOX, originando diferentes mediadores lipidicos bioativos. Via da
COX - formagdo de prostaglandinas e tromboxanos, entre os quais a prostaglandina E2 (PGE2). Via da LOX -
formagdo de leucotrienos. Imagem produzida com auxilio do Canva (Canva Pty Ltd., Sidney, Australia).
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A prevencdo das neoplasias cutdneas fundamenta-se principalmente na reducdo da
exposicao a radiacdo UV e no uso de fotoprotetores. Esses agentes podem ser classificados em
filtros fisicos, como o didxido de titdnio, que refletem a radiagdo, e filtros quimicos, que
absorvem a energia UV e reduzem sua penetragao no tecido cutaneo (SANTOS; SOBRINHO;
OLIVEIRA, 2018). Entretanto, além da func¢ao fotoprotetora classica, alguns desses compostos
tém sido descritos como moléculas de natureza multifuncional, com potencial para exercer
atividades biologicas adicionais (PARRADO et al.,, 2016; CATANZARO; BISHAYEE;
FIMOGNARI, 2020).

A incidéncia mundial de cancer de pele cresceu entre 1990 e 2021 (ZHOU et al., 2025),
0 que justifica investigar se compostos fotoprotetores ¢ antioxidantes interagem com alvos
enzimaticos da inflamacdo. Abordagens in silico, como o docking molecular, sdo ferramentas
uteis para explorar essas interagdes (HEMAVATHI et al., 2024).

Moléculas com dupla funcionalidade, associando fotoprote¢do e modulagdo de vias
inflamatorias, ja foram descritas (WU et al., 2016; SANCHEZ-SUAREZ et al., 2022).

O presente estudo avaliou, por docking molecular, o potencial anti-inflamatério de 11
fotoprotetores e 4 polifenois frente 8 COX-2 e a 5-LOX, analisando os padrdes de interagdo
ligante—alvo e discutindo a viabilidade desses compostos como bioativos multifuncionais.
Como contribui¢do especifica, este estudo reune, em uma mesma analise comparativa,
fotoprotetores de diferentes classes quimicas e polifenois avaliados frente a COX-2 e a 5-LOX,
interpretando as pontuagdes de fitness em conjunto com a geometria e as interagdes das poses.
Essa abordagem permitiu examinar a influéncia da estereoquimica e identificar casos em que

pontuagdes elevadas ndo corresponderam a modos de ligagao estruturalmente coerentes.
MATERIAIS E METODOS

Preparagdo e amostragem conformacional dos ligantes

Para a presente pesquisa foram selecionados 15 compostos (Figura 2) que ja sao alvo de
outros estudos realizados nos Laboratérios de Bioquimica e de Farmacotécnica, da
Universidade Federal do Espirito Santo, campus S3o Mateus/ES, em colaboragdo com o
Laboratorio de Cosmetologia, da Universidade de Sao Paulo/SP. Foram utilizados 4 polifenois
de conhecida acdo antioxidante: 4cido clorogénico, apigenina, kaempferol e naringenina, e 11
moléculas fotoprotetoras: avobenzona, bemotrizinol, bisdisulizole dissodico, dietilamino
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hidroxibenzoil hexil benzoato (DHHB), etil-hexil-metoxicinamato (OMC), homosalato,

iscotrizinol, bisoctrizol, octocrileno, salicilato de octila ¢ oxibenzona (benzofenona-3).
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos estudados.

As estruturas quimicas (Figura 2) foram obtidas a partir dos respectivos codigos
SMILES disponiveis na plataforma PubChem (PUBCHEM, 2025). O estado de protonagdo em
pH fisiolégico (7,4) foi atribuido no MarvinSketch® versao 6.2.2, seguido de ajuste estrutural
e minimizagao inicial de energia no Avogadro (HANWELL et al., 2012). Os compostos com
centros estereogénicos foram expandidos em seus respectivos estereoisdmeros, totalizando 21
estruturas. A amostragem conformacional foi realizada no VegaZZ® (PEDRETTI et al., 2021),
com geracao de 3.000 confoérmeros para cada ligante sob o campo de forca UFF Smarts, sendo
selecionado, em cada caso, o conformero de menor energia. As geometrias selecionadas foram
refinadas pelo método PM6-D3H4 no MOPAC (STEWART, 2007), e as cargas atdomicas foram
atribuidas no proprio VegaZZ® (PEDRETTI et al., 2021).
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Selegdo e preparagdo das macromoléculas

As estruturas cristalograficas das enzimas COX-2 e 5-LOX, ambas de Homo sapiens,
foram obtidas no Protein Data Bank (PDB). Para a COX-2, foi selecionada a estrutura holo
PDB ID S5IKR, contendo o ligante cocristalizado &4cido mefenamico (ORLANDO &
MALKOWSKI, 2016). Para a 5-LOX, em razdo da auséncia de complexos com resolucao
satisfatoria para os propositos deste estudo, foi utilizada a estrutura na forma apo
correspondente ao PDB ID 7TTK (GILBERT & NEWCOMER, 2023). A COX-2 apresentou
sequéncia estrutural integra, enquanto a 5-LOX exibiu lacunas restritas as regides terminais,

distantes do sitio catalitico; por esse motivo, os residuos ausentes ndo foram modelados.

Docking Molecular

As simulagdes de docking e redocking foram conduzidas no programa GOLD (JONES
et al., 1997), empregando algoritmo genético com 30 execucdes independentes para cada
ligante. O ranqueamento inicial das poses foi realizado pela fun¢ao de pontuagao ChemPLP.

As regides de busca foram definidas por esferas com raio de 10 A paraa COX-2 e 18 A
para a 5-LOX. Na COX-2, a cavidade de docking foi centrada no ligante cocristalizado da
estrutura SIKR. Na 5-LOX, a regido de busca foi centrada no ion ferro nao heme localizado no
sitio catalitico. As poses obtidas e as interagdes ligante—receptor foram analisadas no Discovery
Studio Visualizer, também empregado na geracdo das figuras e dos mapas bidimensionais

utilizados na interpretagao dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Validagao do protocolo de docking

Para a validagao do protocolo de docking aplicado a COX-2, foi realizado o redocking
do acido mefenamico na estrutura SIKR. A sobreposi¢ao entre a pose predita e a conformacao
experimental resultou em valor de RMSD igual a 0,3694 A, bem abaixo do limite de 2,0 A
usualmente adotado como critério de validacdo, indicando que o protocolo ¢ capaz de
reproduzir satisfatoriamente a orientagao do ligante na cavidade de ligacao.

O sitio ativo da COX-2 ¢ formado por um canal hidrofébico alongado, no qual podem
ser reconhecidas trés regides estruturais: a entrada do canal, o nucleo catalitico e a cavidade

lateral associada a seletividade da isoforma (ZARGHI & ARFAEI, 2011). Na entrada,
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destacam-se principalmente os residuos Argl20 e Tyr355, frequentemente envolvidos no
reconhecimento e na orientagdo inicial de ligantes, especialmente daqueles que possuem grupos
polares ou acidos. Na por¢ao central e mais profunda do canal, sobressaem Tyr385 e Ser530,
considerados residuos-chave da regido catalitica, além de aminodcidos hidrofobicos adjacentes,
como Phe381, Leu384, Trp387, Phe518, Gly526, Ala527 e Leu531, que contribuem para a
acomodacao e estabilizacdo do ligante no interior da cavidade (ZARGHI & ARFAEI, 2011).

A COX-2 apresenta ainda uma cavidade lateral explorada por diversos inibidores
seletivos, formada ou delimitada principalmente por His90, GIn192, Leu352, Ser353, Tyr355,
Arg513, Ala516, Phe518, Val523 e Val434 (VECCHIO et al.,, 2011; ORLANDO &
MALKOWSKI, 2016; ROUZER & MARNETT, 2020). A analise das interagcdes obtidas na
simula¢do de docking do complexo 4cido mefenamico—COX-2 confirmou a adequagdo do
protocolo.

O ligante foi acomodado no canal hidrofobico do sitio ativo da COX-2, estabelecendo
interagdes com residuos localizados na entrada do canal, no nucleo catalitico e na cavidade
lateral associada a seletividade da isoforma, incluindo Argl20, Tyr385, Ser530, Val434,
Arg513, Phe518 e Val523 (ZARGHI & ARFAEI, 2011).

Conforme ilustrado na figura 3, a pose obtida preservou o padrao de reconhecimento
molecular caracteristico desse sistema, com ligacdes de hidrogénio estabelecidas com os
residuos Tyr385 e Ser530, com distancias de 1,92 e 2,07 A, respectivamente. Esses valores s3o
compativeis com ligacdes de hidrogénio convencionais favoraveis e reforcam a estabilidade da
acomodacao do ligante no sitio ativo (VAN DER LUBBE & FONSECA GUERRA, 2019). As

distancias observadas sustentam a adequacao da parametrizagdo empregada.
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Figura 3. Interagdes do acido mefenadmico no sitio ativo da COX-2.
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Para a 5-LOX (PDB ID: 7TTK), a auséncia de ligante cocristalizado na estrutura
selecionada inviabilizou a aplica¢do do redocking convencional. A validacdo do protocolo foi,
portanto, conduzida com base em um critério estrutural alternativo, avaliando a capacidade do
acido araquiddnico, substrato natural da enzima, de se acomodar em regido compativel com a
cavidade catalitica descrita na literatura e de estabelecer interagdes com os residuos
funcionalmente relevantes do sitio ativo (GILBERT et al., 2011). A 5-LOX apresenta uma
cavidade alongada, de acesso dinamicamente regulado e predominantemente hidrofébica, que
abriga em seu interior um ferro catalitico ndo-heme coordenado pelos residuos His367, His372,
His550 e Asn554, além do carboxilato terminal de Ile673, em arranjo de coordenagao
octaédrico. Essa cavidade ¢ delimitada por residuos como Leu368, Leu373, Ile406, Leud14 ¢
Leu607, além de aminoacidos que contribuem para sua conformagdo, como Ala603, Ala606,
His600, Thr364, Asn407 e His432. Os residuos Phel77 e Tyr181 formam o chamado FY cork,
que regula o acesso a cavidade catalitica por meio de mudangas conformacionais (GILBERT et
al., 2011).

Na pose obtida (Figura 4), o 4cido araquiddnico foi posicionado em regido compativel
com o sitio ativo da 5-LOX, com predominio de intera¢des hidrofobicas com residuos do sitio
ativo da cavidade catalitica, como Phel77, Leu368, Leu373, Leu414, Leu607 e Ala603, além
de contatos com His367 e His372, situados na vizinhanga imediata do centro catalitico. Foram
ainda identificadas intera¢des com residuos da hélice arqueada e da alga adjacente a cavidade
catalitica, incluindo Ile415, Phe421 e Ala410 (GILBERT et al., 2011), bem como uma ligagao
de hidrogénio com Asn425, residuo descrito como ponto de ancoragem secundario no sitio de

ligagdo da 5-LOX (LOMBARDO et al., 2026).
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Figura 4. Interacdes do acido araquiddnico no sitio ativo da 5-LOX.
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Esse conjunto de interagdes € coerente com a natureza estrutural do sitio ativo e indica
que, mesmo na auséncia de ligante cocristalizado, o protocolo foi capaz de gerar uma pose
compativel com os principais determinantes moleculares envolvidos no reconhecimento do
substrato, fornecendo suporte a sua adequagao para a 5S-LOX.

Embora a estrutura da COX-2 utilizada nos experimentos apresentasse o acido
mefenamico cocristalizado, optou-se por empregar, como parametro de comparacao para ambas
as enzimas, os resultados de docking obtidos com o &cido araquiddénico, por se tratar do
substrato natural tanto da COX-2 quanto da 5-LOX. Os resultados das simula¢des de docking
molecular obtidos no programa GOLD foram expressos em termos de pontuagao fitness (fitness
score). De modo geral, valores mais elevados indicam maior complementaridade prevista entre
o ligante e o sitio de ligacdo do receptor, no contexto do protocolo e da fun¢do de pontuagdo
empregados, embora a interpretacdo dessas pontuacdes deva ser sempre acompanhada pela
analise qualitativa das poses e das interagdes estabelecidas. As pontuacdes obtidas para cada
composto, assim como para o acido araquidonico, substrato natural utilizado como referéncia,
frente as enzimas COX-2 (PDB ID: 5IKR) e 5-LOX (PDB ID: 7TTK), estdo apresentadas na
tabela 1.

Com base nas pontuacdes apresentadas na tabela 1, foram priorizados para analise
detalhada os fotoprotetores com melhor desempenho relativo dentro da série. A inspec¢do
qualitativa subsequente das poses e das interagdes ligante-enzima permitiu distinguir os casos
em que o escore elevado correspondia a um modo de ligagao estruturalmente coerente daqueles
em que a pontuacao refletia, ao menos em parte, efeito de tamanho ou acomodacao inadequada

na proteina.
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Tabela 1. Pontuagdes de fitness obtidas no GOLD. Os valores correspondem a melhor pose
selecionada ap6s 30 execugdes independentes do algoritmo genético.
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Composto Fitness COX-2 Fitness 5-LOX
(5SIKR) (7TTK)
S 1O Acido Araquidénico 70,53 70,95
Acido clorogénico 41,52 53,75
Apigenina 53,63 40,39
POLIFENOIS Kaempferol 51,45 37,55
(R)-naringenina 34,10 35,53
(S)-naringenina 54,98 41,84
Avobenzona 47,96 42,02
Bemotrizinol 52,85 72,07
Bisdisulizole
dissodico 23,97 49,32
Bisoctrizol 14,20 70,01
DHHB 71,64 46,75
(R)-OMC 62,26 42,69
(S)-OMC 62,12 39,63
FOTOPROTETORES (R,R)-homosalato 48,02 39,67
(R,S)-homosalato 48,30 48,73
(S,R)-homosalato 52,26 37,83
(S,S)-homosalato 55,73 44,98
Iscotrizinol 87,86 70,59
(R)-octocrileno 67,13 46,87
(S)-octocrileno- 56,50 33,71
Salicilato de octila 61,77 56,87
Oxibenzona 57,53 48,73

Resultados frente a COX-2

Conforme mostrado na tabela 1, dentre todos os ligantes avaliados frente a COX-2,

apenas o iscotrizinol e o DHHB exibiram pontuacdo superior a do substrato natural, o 4cido
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araquidonico (70,53), com valores de 87,86 e 71,64, respectivamente. Entretanto, esses escores
devem ser interpretados com cautela, uma vez que podem refletir, a0 menos em parte, o efeito
de tamanho inerente as fungdes de pontuagao baseadas em contatos de van der Waals (JAIN,
2006). A inspecao qualitativa das poses confirma essa limitacdo para ambos 0s compostos.

No caso do iscotrizinol (Figura 5A), embora tenha sido observada uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo Tyr355 (2,97 A), a acomodagio do ligante é acompanhada por uma
rede densa de interagdes desfavoraveis. Foram identificados impedimentos estéricos com
residuos do sitio ativo da COX-2, incluindo Argl20, Ala527 e Phe381, além de contato com
His122. Essas distancias extremamente reduzidas indicam impedimento estérico significativo
e sdo incompativeis com um ajuste geométrico favoravel na cavidade catalitica, o que reforga
que o elevado escore atribuido ao iscotrizinol resulta predominantemente da soma aditiva de
multiplos contatos de curto alcance e nao representa uma complementaridade farmacoforica
genuina com o sitio ativo.

O DHHB (Figura 5B), ao contrario do iscotrizinol, apresentou um perfil intermediario.
A pose do DHHB apresenta uma liga¢io de hidrogénio com o residuo Arg120 (2,20 A) e duas
com o residuo Tyr355 (2,33 e 2,98 A), integrantes da regido de acesso ao canal catalitico da
COX-2, juntamente com Glu524 (ZARGHI & ARFAEI, 2011). Essas interacdes polares sao
consistentes com o padrdo de reconhecimento molecular observado para diversos inibidores da
enzima. No entanto, a acomoda¢do do DHHB ¢ comprometida pela presenga de contatos
desfavoraveis com Valll6, residuo da regido de entrada do canal catalitico (ROUZER &
MARNETT, 2020), e Val349, indicando impedimento estérico severo nessa por¢dao da
cavidade.

Embora o DHHB estabelega interagdes polares compativeis com os residuos da regido
de acesso ao canal catalitico, sua pose nao ¢ plenamente favoravel do ponto de vista geométrico.
A elevada pontuacdo fitness do DHHB reflete parcialmente os contatos favoraveis com Argl20
e Tyr355, mas ainda sofre influéncia do efeito de tamanho e ndo representa um modo de ligagao

ideal.
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Figura 5. Interagdes no sitio ativo de COX-2. Em (A) Iscotrizinol e (B) DHHB.

Ap6s a exclusdo dos casos em que o escore elevado ndo foi acompanhado por uma pose
estruturalmente coerente, a andlise subsequente privilegiou os seguintes ligantes: (R)-
octocrileno (67,13), (R)-OMC (62,26), (S)-OMC (62,12), salicilato de octila (61,77) e
oxibenzona (57,53). O isémero S do octocrileno (56,50) foi incluido especificamente para
investigar o impacto da configuracdo estereoquimica no reconhecimento molecular, em razao
da diferenca expressiva de pontuagdo observada em relagdo ao isomero R (67,13).

O isdmero R do octocrileno destacou-se como um dos compostos com perfil mais
promissor frente a COX-2. Na cavidade catalitica (Figura 6), o (R)-octocrileno estabeleceu duas
ligagdes de hidrogénio, por meio do grupo carbonila, com os residuos Argl20 e Tyr355, com
distancias de 1,62 e 1,94 A, respectivamente. Esses residuos integram, juntamente com Glu524,
a entrada do canal catalitico da COX-2, sendo frequentemente envolvidos no reconhecimento
e orientacdo de ligantes em direcdo ao interior hidrofobico da cavidade, incluindo diversos

inibidores cléssicos da enzima (ZARGHI & ARFAEI, 2011).
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Figura 6. Interagdes do (R)-octocrileno no sitio ativo da COX-2.

A distancia de 1,94 A observada para a interagio com Tyr355 é compativel com uma
ligacdo de hidrogénio convencional favoravel, enquanto a distancia de 1,62 A com Argl20,
embora incomumente curta, pode refletir uma otimizacdo geométrica local durante o processo
de docking e deve ser interpretada com cautela. Além das interacdes polares na entrada do canal
catalitico, o (R)-octocrileno estabeleceu uma rede consistente de contatos hidrofébicos com
residuos do canal catalitico, incluindo Leu352, Ala527 e Leu531, pertencentes ao sitio ativo da
COX-2, além de contatos adicionais com Val349 e Leu359, que estabilizam o ligante ao longo
da cavidade.

Ao contrario de compostos mais volumosos como o iscotrizinol, o (R)-octocrileno nao
exibiu impedimentos estéricos relevantes, € o conjunto de interagdes polares na entrada do canal
catalitico associado a ocupag¢do hidrofobica sustenta um padrdo de reconhecimento molecular
coerente com o sitio ativo da COX-2, configurando o isomero R como um candidato promissor
desta série para esse alvo.

A pose do isdbmero S mostra que a diferenca de pontuacao decorre de uma alteragao no
modo de acomodacdo do ligante na cavidade enzimdtica, diretamente relacionada a
configuracdo estereoquimica. A comparag¢do entre as estruturas tridimensionais dos dois
enantiomeros (Figura 7) mostra que a inversao do centro estereogénico altera a orientacdo da
cadeia ramificada em relagdo aos anéis aromaticos, impondo uma restricdo estérica que

desfavorece o acesso do isomero S ao canal catalitico.
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(R)-octocrileno (S)-octocrileno

Figura 7. Geometrias tridimensionais dos enantidomeros R e S do octocrileno.

Conforme ilustrado na figura 8, o (S)-octocrileno ndo reproduziu o padrao de ligacdo
observado para o isomero R. Ao invés de interagir com Argl20 e Tyr355 na entrada do canal
catalitico, o isdbmero S formou uma liga¢io de hidrogénio com Ser579 (2,64 A) e interagdes do
tipo m-sigma com His351, empilhamento amida-t com GIn350 e m-alquila com Phe577.
Nenhum desses residuos integra o sitio ativo da COX-2, sendo todos localizados na superficie

externa ou em regides periféricas da macromolécula, distantes do canal catalitico.

Figura 8. Interacdes do (S)-octocrileno em regido periférica da COX-2.

Essa orientagdo deslocada ¢ confirmada pela sobreposicdo dos dois isdmeros na
superficie da enzima (Figura 9), na qual o isdmero R, representado em vermelho, se encontra
profundamente inserido na cavidade catalitica, enquanto o isomero S, representado em roxo,
ocupa a face externa da proteina, em uma regido periférica da enzima. A sobreposi¢do mostra
que pequenas diferencas na configuragdo estereoquimica podem determinar modos de ligacao
distintos, com impacto sobre a relevancia farmacologica do ligante.

Health and Biosciences, v.1,n.3, ago. 2026
Disponivel em: https://periodicos.ufes.br/healthandbiosciences
pag. 49



Velloso et al.

Figura 9. Sobreposi¢do das poses de docking dos enantidmeros R (vermelho) e S (roxo) do

octocrileno na COX-2.

O etil-hexil-metoxicinamato (OMC) foi avaliado na forma de seus dois isdmeros, (R)-
OMC (62,26) e (S)-OMC (62,12). O isomero R reproduziu, de forma analoga ao (R)-
octocrileno (Figura 6), o padrao de interagdo caracteristico da entrada do canal catalitico da
COX-2, com ligacdes de hidrogénio estabelecidas com Argl20 e Tyr355, com distancias de
2,72 e 2,59 A, respectivamente (Figura 10). Esses valores situam-se dentro do intervalo
convencional para ligagdes de hidrogénio moderadas, porém menos otimizados do que os

observados para o (R)-octocrileno (Figura 6).

Figura 10. Interagdes do (R)-OMC no sitio ativo de COX-2.
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Além das interagdes polares na entrada do canal, o (R)-OMC estabeleceu uma rede
extensa de contatos hidrofobicos e aromaticos com residuos do sitio ativo, incluindo Phe381,
Leu384, Tyr385, Trp387, Phe518, Val523, Gly526, Ala527 e Leu531, além de contatos
adicionais com Val349, Vall16 e Leu93, residuos localizados na regido de entrada do canal. A
auséncia de impedimentos estéricos, associada ao preenchimento eficiente da cavidade,
sustenta 0 (R)-OMC como candidato relevante frente a COX-2, embora apresente interagdes
polares menos intensas que o (R)-octocrileno (Figura 6).

O isomero S do OMC, com fitness score de 62,12, valor praticamente idéntico ao do
isomero R (62,26), preservou o mesmo padrdo de reconhecimento molecular na entrada do
canal catalitico, com ligacdes de hidrogénio estabelecidas com Argl20 e Tyr355, com
distancias de 2,62 e 2,63 A, respectivamente (Figura 11). No entanto, diferentemente do
isomero R, o (S)-OMC apresentou um contato desfavoravel com Leu531, indicando uma
limitagdo local de ajuste geométrico na cavidade catalitica. Além das interagdes polares, o (S)-
OMC estabeleceu uma rede de contatos hidrofobicos e aromaticos com residuos do sitio ativo,
incluindo Phe381, Leu384, Tyr385, Trp387, Phe518, Val523, Gly526, Ala527 e Leu352, além
de contatos adicionais com Ile345, Leu359, Val349 e Vall16. A comparacao entre os dois
enantiomeros do OMC aponta influéncia estereoquimica discreta, com leve vantagem para o

isomero R em razdo da auséncia de impedimento estérico.

,

Figura 11. Ligagoes de hidrogénio de (S)-OMC no sitio ativo da COX-2.

Em contraste com o par octocrileno R/S, em que a diferenca de escore e de modo de

ligacdo foi expressivamente maior, esses resultados sugerem que a sensibilidade estereoquimica
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depende tanto da estrutura do ligante quanto da arquitetura da cavidade.

Outro composto que apresentou desempenho satisfatorio foi o salicilato de octila, com
fitness score de 61,77. Embora esse valor seja proximo ao dos metoxicinamatos (R)-OMC e
(S)-OMCQ), o salicilato de octila demonstrou uma orientagao preferencial distinta, voltada para
uma regido mais profunda do canal catalitico da COX-2. Conforme observado na figura 12A,
o composto estabeleceu uma ligagdo de hidrogénio com Ser530, com distancia de 2,12 A.
Considerando que Ser530 se localiza em uma regido funcionalmente importante do canal de
ciclooxigenacdo da COX-2, sendo alvo da acetilagdo irreversivel promovida pelo acido
acetilsalicilico e estando diretamente envolvido no posicionamento do substrato para catalise
(ROUZER & MARNETT, 2020), essa interagdo sugere acomodacdo favoravel do ligante em
uma por¢ao relevante do sitio ativo.

Além da interacdo polar, a cadeia alquilica do salicilato de octila favoreceu o
preenchimento do canal hidrofobico, com interagdes do tipo alquila e m-alquila envolvendo
residuos do sitio ativo como Tyr355, Val523, Ala527, Leu352 e Phe518, além de contatos
adicionais com Ile517, Ala516 e His90. A auséncia de impedimentos estéricos, associada a
geometria favoravel da pose, indica boa complementaridade conformacional entre o ligante e a
cavidade catalitica. O salicilato de octila (Figura 12A) apresenta, portanto, um perfil de
interagdo coerente com o sitio ativo da COX-2, entre os candidatos promissores desta série.

Perfil de interagdo semelhante ao do salicilato de octila foi observado para a oxibenzona
(benzofenona-3) que atingiu fitness score de 57,53 frente a COX-2 (Tabela 1). Conforme
ilustrado na figura 12B, o composto estabeleceu duas ligagdes de hidrogénio com Ser530, com
distancias de 2,33 € 2,72 A, ambas dentro do intervalo convencional para ligagdes de hidrogénio
favoraveis, o que reforga a orientagdo voltada para a regido mais profunda do canal e o
engajamento desse residuo de importincia catalitica central na COX-2 (ROUZER &
MARNETT, 2020).

Foram identificadas ainda interagdes do tipo m-enxofre com Met522 e empilhamento
amida-t com Gly526, além de contatos hidrofobicos do tipo m-alquila com Ala527 e Leu352,
pertencentes ao sitio ativo da COX-2, e com Val349. A auséncia de impedimentos estéricos
relevantes reforca a coeréncia geométrica da pose. Embora sua pontuacdo fitness seja inferior
a dos candidatos mais promissores desta série, a consisténcia geométrica da pose e a interagao
com residuo de importancia catalitica conferem a oxibenzona um perfil de interacao de interesse
farmacoloégico.
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Figura 12. Interagdes no sitio ativo de COX-2. Em A. salicilato de octila e B. oxibenzona.

Frente a COX-2, os resultados apontam dois padrdes distintos de reconhecimento
molecular: interagdo preferencial com Argl20 e Tyr355 na entrada do canal, observada para o
(R)-octocrileno e os metoxicinamatos, ¢ orientacao mais profunda com engajamento de Ser530,
observada para o salicilato de octila e a oxibenzona. A consisténcia geométrica das poses € a
auséncia de impedimentos estéricos distinguem esses compostos dos falsos positivos
identificados, e o (R)-octocrileno se destaca como o candidato mais promissor frente a esse

alvo.

Resultados frente a 5-LOX

Frente a 5-LOX (PDB ID: 7TTK), os resultados revelaram um perfil distinto do
observado para a COX-2, com tendéncia de maiores pontuacdes fitness para compostos
volumosos e lipofilicos. Conforme apresentado na tabela 1, trés compostos, bemotrizinol
(72,07), iscotrizinol (70,59) e bisoctrizol (70,01) atingiram pontuagdes proximas ou superiores
a do substrato natural, o 4cido araquidonico (70,95). Entretanto, esses escores devem ser
interpretados com cautela, uma vez que a arquitetura alongada e predominantemente
hidroféobica da cavidade enzimatica favorece escores artificialmente inflacionados,
independentemente da complementaridade farmacoforica real com o sitio catalitico. A inspe¢ao
qualitativa das poses confirma essa limitag@o para os trés compostos.

Para a andlise subsequente, foram selecionados esses trés compostos, por apresentarem
pontuagdes proximas a do substrato natural, além do salicilato de octila (56,87) que obteve a

maior pontuagdo entre os demais ligantes avaliados.
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Na pose obtida o bemotrizinol estabeleceu quatro ligagdes de hidrogénio com os
residuos Trp605 (1,78 A), GIn609 (1,93 A) e Arg666, com distancias de 2,21 e 2,49 A, além
de uma rede de interacdes hidrofobicas do tipo alquila e m-alquila com os residuos Leul88,

Phe610, Tyr660, Pro658 e Ile218, sem a identificagdo de impedimentos estéricos (Figura 13).

‘r/ﬁ;d\l
ks
(@B
‘61218 /
()
\a:188)

8610/

Figura 13. Interagdes do bemotrizinol em regido periférica da 5-LOX.

Embora esse conjunto de interagdes geometricamente consistentes explique, ao menos
parcialmente, a elevada pontuagdo obtida, a analise do posicionamento do ligante expde uma
limitagdo: nenhum dos residuos envolvidos pertence ao sitio catalitico, cujos principais
determinantes estruturais sao os residuos de coordenacdo do ferro (His367, His372, His550,
Asn554 e I1e673), os aminoacidos hidrofobicos da cavidade interna (Leu368, Leu373, 11e406,
Leud414 e Leu607) e o par FY cork (Phel77 e Tyrl181). Dessa forma, embora a auséncia de
impedimentos estéricos diferencie o bemotrizinol de compostos como o iscotrizinol, cuja
pontuagdo elevada ¢ acompanhada por repulsdes estéricas explicitas, o composto compartilha
com esses falsos positivos a caracteristica essencial de ndo interagir com os determinantes
moleculares funcionalmente relevantes do sitio ativo.

O elevado fitness score do bemotrizinol reflete, portanto, a acomodacao em uma regiao
periférica da enzima com complementaridade geométrica local, e ndo uma interacao
farmacologicamente relevante com a cavidade catalitica, devendo o composto ser igualmente
classificado como falso positivo frente a 5-LOX.
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Padrao analogo de falso positivo foi identificado para o iscotrizinol e o bisoctrizol, cujos
fitness scores elevados (70,59 e 70,01, respectivamente) refletem o efeito de tamanho inerente
as fungdes de pontuagdo, e ndo complementaridade farmacoforica real com o sitio catalitico da
5-LOX.

No caso da pose do iscotrizinol (Figura 14), as ligagdes de hidrogénio observadas
envolvem os residuos Vall78 (2,29 A) e Ser182 (2,66 A), localizados na hélice Ho2 e nio no
sitio catalitico da enzima (GILBERT et al., 2011). Assim como observado para o bemotrizinol,
o ligante se acomoda em uma regido periférica em relacao ao sitio catalitico. Essa pose também
¢ marcada por uma rede densa de contatos desfavoraveis com residuos da regido periférica,
incluindo Glu417, Cys418, Tyrl81, Trp599, Leud20 ¢ Leul79. Esses dados indicam que, além
de nao alcangar o sitio catalitico, o iscotrizinol apresenta volume molecular incompativel com
uma acomodag¢do adequada mesmo nessa regido. Desse modo, seu elevado escore parece refletir
predominantemente a soma de mdultiplos contatos de curto alcance, € ndo uma

complementaridade estrutural real com o sitio ativo.

Figura 14. Interagdes do iscotrizinol em regido periférica da 5-LOX.

O bisoctrizol (Figura 15) apresentou uma pose incompativel com uma acomodagao
produtiva no sitio catalitico da 5-LOX. Embora estabeleca duas ligagdes de hidrogénio com
Tyr181 (3,11 e 2,24 A), integrante do par FY cork que regula o acesso a cavidade, o contato
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com Leu607, residuo do sitio catalitico, corresponde a um impedimento estérico. Os demais
contatos, de natureza 7 e alquila com Phe421, Trp599, Ala603, Leud20 e Ala424, distribuem-

se pela periferia da cavidade.

Figura 15. Interagdes do bisoctrizol em regido periférica da 5-LOX.

O volume do bisoctrizol impede o encaixe no sitio: a maior parte da molécula permanece
na periferia e colide ao tentar ocupar o interior catalitico. O elevado fitness score ndo reflete
complementaridade efetiva com o sitio ativo, mas decorre do tamanho molecular e do somatorio
de contatos nao especificos distribuidos pela cavidade.

O salicilato de octila foi o Gnico composto a apresentar pose coerente com o sitio
catalitico da 5-LOX, apesar do fitness score de 56,87, inferior ao dos compostos mais
volumosos. A pose (Figura 16) mostra uma ligagio de hidrogénio com Ile673 (2,38 A),
diretamente envolvido na coordenagao do ferro catalitico, além de uma rede consistente de
interagdes hidrofobicas com residuos do sitio catalitico, incluindo Leu607, Leu414 e Tyr181,
integrante do par FY cork que regula o acesso a cavidade catalitica, bem como contatos
adicionais com Ala603, Phe421 e Trp599. Ao contrario dos demais compostos, nao ha
impedimentos estéricos nem interagdes geometricamente incompativeis, indicando boa
complementaridade com a cavidade enzimatica. Embora apresente menor afinidade teorica, o
salicilato de octila exibe uma pose de maior consisténcia estrutural, sendo o candidato mais

adequado desta série frente a 5-LOX (Figura 16).
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Figura 16. Interacdes do salicilato de octila na cavidade catalitica da 5-LOX.

Frente a 5-LOX a elevada pontuacdo fitness dos compostos volumosos ndo reflete
complementaridade efetiva com o sitio catalitico, e todos foram classificados como falsos
positivos, ainda que por razdes distintas, envolvendo impedimentos estéricos, contatos nao
especificos ou acomodagdao em regido periférica sem interagdo com os determinantes
moleculares do sitio ativo. O salicilato de octila, por outro lado, destacou-se como o Uinico
composto a exibir pose estruturalmente coerente com a cavidade catalitica, configurando-se
como o candidato mais adequado desta série frente a 5-LOX.

Apesar de sua utilidade na triagem e na geracdo de hipoteses, o docking molecular
apresenta limitacdes. As pontuacdes dependem do algoritmo e da func¢do de pontuagdo
empregados e ndo constituem medidas diretas de afinidade, inibi¢cdo enzimatica ou eficécia anti-
inflamatoéria; além disso, o método representa de forma simplificada fatores como flexibilidade
proteica, solvatacdo e contribuicdes entropicas (JAIN, 2006). Assim, as classificagcdes
propostas neste estudo devem ser entendidas como uma priorizagdo relativa de candidatos. A
confirmagdo do potencial indicado requer validacdo posterior por ensaios de inibigdo
enzimdtica frente a COX-2 e a 5-LOX e, em etapa subsequente, por modelos celulares;

simulagdes de dinamica molecular podem complementar essa avaliagao estrutural.
CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstraram que dentre os dois grupos de moléculas estudadas:
fotoprotetores e antioxidantes (polifendis), dentro das andlises realizadas, somente
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representantes do primeiro grupo apresentaram potencial promissor frente as duas enzimas de
importancia na resposta inflamatéria. Pelo exposto, o presente estudo apresenta o docking
molecular como uma estratégia Util para a triagem do potencial anti-inflamatério de compostos
com atividade fotoprotetora frente as enzimas COX-2 e 5-LOX.

A andlise evidenciou que valores elevados de fitness score ndo sdo, isoladamente,
indicativos de interacdo favoravel, uma vez que compostos volumosos podem apresentar
escores inflacionados em decorréncia do efeito de tamanho ou de acomodagdes estruturalmente
inadequadas.

A inspecao qualitativa das poses foi determinante para distinguir ligantes coerentes de
falsos positivos. Iscotrizinol e bisoctrizol exibiram pontuacdes elevadas acompanhadas de
limitacdes geométricas e impedimentos estéricos, enquanto o bemotrizinol apresentou
acomodacado periférica, sem interagdo com os determinantes funcionais do sitio ativo. O (R)-
octocrileno, por sua vez, mostrou interagdes consistentes frente a COX-2, o que evidencia o
papel da estereoquimica no reconhecimento molecular. Considerando conjuntamente os dois
alvos avaliados, o salicilato de octila foi o composto de melhor desempenho, por ser o unico a
apresentar perfil de interacdo estruturalmente coerente frente a COX-2 e a 5-LOX, e ¢ o
principal candidato desta série para uma possivel atuagdo multi-alvo.

Em conjunto, os resultados sugerem que alguns compostos com atividade fotoprotetora
podem interagir com alvos enzimaticos envolvidos na inflamacao cutanea. Ainda assim, essas
inferéncias devem ser interpretadas com cautela e validadas por abordagens complementares,

como ensaios experimentais e simulacdes adicionais, incluindo dindmica molecular.
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