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THE MOLECULAR BASIS OF ANTI-INFLAMMATORY ACTION OF THE OLEANOLIC AND URSOLIC ACIDS ON 
CYCLOOXYGENASE ISOFORMS BY DOCKING AND MOLECULAR DYNAMICS. The triterpenoids oleanolic (OA) and 
ursolic (UA) acids show non-selective antiinflamatory activity in vitro for cyclooxygenase (COX) isoforms. 3D conformations of 
OA and UA, with three possible orientations (1, 1’ and 2) in the active site of isoforms COX, obtained by docking, were submitted 
to molecular dynamics. The results show that orientation 2 of the OA in COX-2 is more favorable because orientation 1 moved away 
from the active site. The carboxylate group of OA interact by hydrogen bonds with Ser353 and with Phe357 and Leu359, mediated 
by water, while hydroxyl in C-3 interact by hydrogen bond, mediated by water, with Tyr385.
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INTRODUÇÃO

As isoformas 1 e 2 da enzima ciclo-oxigenase (COX), uma pro-
teína homodimérica integral de membrana, catalisam a conversão do 
ácido araquidônico (AA) a prostaglandina H2 (PGH2), cujos derivados 
prostanoides causam efeitos fisiológicos e patológicos, como a in-
flamação.1 COX-1 é constitutivamente expressa em vários tecidos e 
produz prostanoides necessários à modulação das funções gastrintes-
tinais, renais e à homeostase vascular. COX-2 é considerada induzível 
porque se expressa em células inflamatórias em resposta a agentes 
pró-inflamatórios, citocinas, endotoxinas, fatores de crescimento e 
promotores de tumor, embora esteja presente constitutivamente em 
regiões glomerulares e em vasos sanguíneos renais, o que demonstra 
sua importância na manutenção das funções fisiológicas cardiovas-
culares e renovasculares.2 As isoformas COX têm dois sítios ativos, 
ciclo-oxigenase e peroxidase dependente de heme, que catalisam a 
conversão de AA a prostaglandina G2 (PGG2) e a conversão desta a 
PGH2, respectivamente. Diversos fármacos anti-inflamatórios não 
esteroidais (AINEs) inibem o sítio ativo ciclo-oxigenase das isoformas 
COX (a partir de agora referido simplesmente como “sítio ativo”). 
Alguns AINEs disponíveis no mercado, como diclofenaco e flurbi-
profeno, inibem ambas as isoformas em concentrações semelhantes, 
enquanto outros, como o celecoxibe, inibem preferencialmente a 
COX-2 e são classificados como COX-2-seletivos.

Através do estudo de estruturas cristalográficas de isoformas COX 
complexadas com o AA, com AINEs clássicos e COX-2-seletivos e 
com ligantes que não se tornaram fármacos como o SC-558, foi pos-
sível conhecer a arquitetura do sítio ativo, um longo canal lipofílico 
cuja entrada é uma constrição feita por Tyr355, Arg120 e Glu524 na 
superfície da enzima. A cerca de 13 Å de Arg120, no ápice do canal, 

encontra-se o resíduo catalítico Tyr385, responsável pela conversão 
de AA em prostaglandina G2 (PGG2). Em ambas as isoformas, o 
canal lipofílico é circundado por Gly526, Ala527, Phe381, Leu384, 
Trp387, Phe513 e Ser530, bem como existe uma cavidade adjacente 
circundada por Met113, Val116, Val349, Tyr355, Leu359 e Leu531. 
Em COX-2, os resíduos Leu352, Tyr355, Phe518, Val523 e Ser353 
formam uma cavidade lipofílica que é mais acessível nessa isoforma 
do que em COX-1, devido às posições 434 e 523 serem ocupadas por 
isoleucina em COX-1 e por valina em COX-2. Anexa à referida cavi-
dade, encontra-se uma cavidade polar circundada por His90, Gln192 
e pelo resíduo da posição 513 (Histidina em COX-1, Arginina em 
COX-2), o que favorece a interação com grupos polares de ligantes 
em COX-2 porque o grupo guanidina de Arg513 é mais extenso que 
o anel imidazol de His513.3,4

O desenvolvimento dos AINEs seletivos para COX-2, como cele-
coxibe (Celebra®, Pfizer), rofecoxibe (Vioxx®, Merck) e lumiracoxibe 
(Prexige®, Novartis) permitiu o tratamento de condições inflamatórias, 
como a artrite reumatoide e a osteoartrite, sem os efeitos adversos 
sobre o TGI causados pelos AINEs clássicos. Entretanto, o Vioxx® foi 
retirado do mercado em 2004 e o Prexige® em 2007, devido ao risco 
cardiovascular associado ao uso crônico por mais de 18 meses e à 
formação de metabólitos tóxicos, respectivamente. O celecoxibe ainda 
é comercializado devido à menor seletividade por COX-2 quando 
comparado aos outros fármacos COX-2-seletivos.1,5 A investigação 
da atividade COX-2-seletiva de novas moléculas naturais, sintéticas 
e semissintéticas, estruturalmente semelhantes ou não aos coxibes, 
continua, assim como a avaliação destas no tratamento de outras 
patologias como câncer e Mal de Alzheimer.6 

Considerando a biodiversidade brasileira, o pequeno número de 
estudos acerca do seu potencial farmacoterapêutico e a necessidade 
de se lançar no mercado outros fármacos COX-2 seletivos, torna-
se importante avaliar, in silico, a atividade inibitória de moléculas 
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naturais sobre isoformas COX. Os ácidos oleanólico (Ácido 3-beta-
hidróxi-olea-12-eno-28-oico) e ursólico (Ácido 3-beta-hidróxi-urso-
12-eno-28-oico), AO e AU (Figura 1), são triterpenoides encontrados 
em plantas utilizadas na medicina oriental com diversas aplicações 
terapêuticas.7 A atividade anti-inflamatória de AO e AU foi avaliada 
através de estudos in vitro, em que se verificou, conforme valores de 
IC50 (inhibitory concentration 50% - concentração inibitória 50%) 
inibição não seletiva das isoformas COX-1 (IC50 380 e 210 µM, 
respectivamente) e COX-2 (IC50 295 e 130 µM, respectivamente).8 
Neste trabalho, objetivou-se estudar, por docking e dinâmica mole-
cular, as interações dos triterpenoides AO e AU com as isoformas 
COX-1 e COX-2.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparação das estruturas de isoformas COX e dos ligantes 
para o docking

As estruturas cristalográficas de isoformas COX complexadas 
com os respectivos ligantes (Figura 2), obtidas do PDB (Protein Data 
Bank)9 sob os códigos de acesso 1CQE (R=3,10 Å),10 1DIY (R=3,00 
Å),11 2OYE (R=2,85 Å),12 2OYU (R=2,70 Å)12 e 3KK6 (R=2,75 Å),13 
referentes à COX-1 de origem ovina, e 1CX2 (R=3,00 Å),3 3PGH 
(R=2,50 Å),3 4COX (R=2,90 Å)3 e 1PXX (R=2,90 Å),14 referentes 
à COX-2 de origem murina, foram preparadas no programa Swiss-
PDBViewer 4.015 gerando arquivos de monômeros contendo somente 
os resíduos de aminoácidos e o grupo heme e arquivos contendo 
somente os ligantes cristalográficos anteriormente complexados 
aos referidos monômeros. As estruturas dos sítios ativos de COX-1 
e COX-2 humanas são muito semelhantes às estruturas dos sítios 
ativos de COX-1 ovina e COX-2 murina, disponibilizados no PDB, 
porque há aproximadamente 60 e 87% de identidade de sequência 

nas estruturas da proteína completa e do sítio ativo, respectivamente, 
o que permite a utilização das estruturas cristalográficas citadas.3,16 Os 
ligantes cristalográficos, AO e AU foram desenhados no programa PC 
Spartan Pro17 mantendo os grupos carboxilatos ionizados, conforme 
o pH fisiológico, e minimizados pelo modelo mecânico-quântico 
semiempírico Austin Model 1 (AM1)18 no mesmo programa.

Docking de ligantes cristalográficos, AO e AU com monômeros 
de isoformas COX

Os monômeros de isoformas COX foram submetidos a tratamento 
no programa AutoDockTools 1.5.2,19 adicionando-se hidrogênios 
polares e cargas Gasteiger,20 mantendo-se a estrutura rígida e todos 
os resíduos de histidina protonados. Os ligantes também foram sub-
metidos ao tratamento nesse programa mantendo-se todas as ligações 
torcionáveis flexíveis e adicionando-se cargas Gasteiger. As malhas 

Figura 1. Estrutura química de AO e AU

Figura 2. Estruturas químicas dos ligantes complexados às estruturas cristalográficas de isoformas COX
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tridimensionais de afinidades (grid) dos monômeros foram calculadas 
pelo programa AutoGrid 4,21 centradas no ligante cristalográfico com 
grid de 60x60x60 e distância entre pontos de 0,375 Å. Os dockings 
de ligantes cristalográficos AO e AU, com monômeros de isoformas 
COX, foram executados pelo programa AutoDock 4,21 que utiliza 
o algoritmo genético Lamarckiano (LGA – Lamarckian Genetic 
Algorithm),22 classificado como algoritmo de busca estocástica ou 
randômica, e função de pontuação (scoring) empírica para calcular 
a energia livre de binding (∆Gbind) dos complexos propostos.23 O 
protocolo do LGA utilizou uma população inicial de 150 indivídu-
os, no máximo 27.000 gerações e 2.500.000 avaliações de energia, 
taxa de mutação 0,02, taxa de permutação 0,8, taxa de elitismo 1,0, 
produção de 20 soluções para cada docking e demais parâmetros 
definidos pelo programa automaticamente. Para o cálculo dos 
desvios quadráticos médios (RMSD – root mean square deviation) 
dos ligantes cristalográficos minimizados obtidos do docking em 
relação àqueles obtidos da estrutura cristalográfica, foi utilizado o 
programa Surflex 2.11.24 Foram considerados validados os dockings 
cujos ligantes apresentaram RMSD menor que 2,0 Å.25 O AutoDock 
4 ordenou as soluções conforme o ∆Gbind e agrupou-as em clusters 
(conjuntos) conforme o RMSD, medido em relação à solução mais 
estável de cada cluster. Para a visualização gráfica dos resultados 
dos dockings foram utilizados os programas AutoDockTools 1.5.2 e 
Discovery Studio Visualizer 2.5.5.26

Dinâmica molecular e redocking de AO e AU com monômeros 
obtidos de complexos equilibrados

Após a seleção para DM dos complexos de monômeros de 
COX com AO e AU provenientes do docking, foram geradas as to-
pologias dos monômeros no programa Gromacs27 utilizando campo 
de força GROMOS96 versão 45A3,28 reparametrizado a partir da 
versão 43A129 e dos ligantes no ProDrg30 utilizando campo de força 
GROMOS96 e atribuição total de cargas, que foram substituídas 
pelas cargas Hartree-Fock 6-31G calculadas com auxílio do pro-
grama Gaussian 03W versão 6.0,31 após minimização de energia 
pelo referido método. Em seguida, os complexos monômero-ligante 
foram solvatados explicitamente por água do tipo SPC (simple 
point charge)32 numa caixa cúbica utilizando condições periódicas 
de contorno, com distância de 1 nm entre o soluto e a superfície da 
caixa. Contraíons sódio foram adicionados aos sistemas de forma a 
neutralizar as cargas, conforme requisitado pelo programa. Todos 
os sistemas foram submetidos à minimização de energia usando o 
algoritmo Steepest Descent seguido por Gradiente Conjugado e, em 
seguida, foram utilizados como ponto de partida para as simulações 
de DM, conforme relatado a seguir.33 

Nos experimentos de DM, o método LINCS (Linear Constraint 
Solver)34 foi aplicado na restrição de ligações covalentes do soluto e 
da água para permitir um passo de integração de 2 fs. As interações 
eletrostáticas foram calculadas pelo método PME (Particle-Mesh 
Ewald).35 A temperatura e a pressão do sistema foram mantidas 
constantes, através do acoplamento de todas as espécies dos siste-
mas a banhos externos de temperatura e pressão.36 A termalização 
compreendeu o aquecimento gradativo dos sistemas de 10 a 310 K, 
mantendo flexíveis somente as estruturas do solvente com os objetivos 
de inseri-lo nas cavidades da macromolécula e de evitar deformações 
na estrutura desta; nesse processo, os sistemas foram mantidos a 
10, 50, 100, 150, 200 e 250 K durante 20 ps cada e a 310 K por 30 
ps, totalizando 150 ps de termalização. As etapas de equilibração 
e produção foram feitas na temperatura de equilíbrio de 310 K até 
que fossem completados 15.000 ps. Adicionalmente, para verificar 
a possibilidade de interações favoráveis que necessitassem superar 
barreiras de energia, os sistemas foram aquecidos a 410 K durante 50 

ps e mantidos novamente a 310 K durante 150 ps, totalizando 15.200 
ps (15,2 ns) de simulação por DM. 

As análises de estabilização dos sistemas consideraram os grá-
ficos de RMSD produzidos pelo Gromacs a partir da comparação 
entre a estrutura inicial minimizada e a estrutura obtida ao longo 
da trajetória. Estando os sistemas equilibrados, foram analisadas as 
interações receptor-ligante. As interações por ligação de hidrogênio 
observadas nos complexos obtidos a 15,2 ns foram avaliadas quanto à 
distância H...Aceptor (máximo de 2,2 Å) e ao ângulo HÂY (H, átomo 
de hidrogênio; A, átomo aceptor; Y, átomo ligado por covalência ao 
átomo aceptor), sendo que foram consideradas estáveis as interações 
cujos ângulos HÂY medidos se aproximaram do ângulo HÂY ideal, 
relacionado à hibridação do átomo aceptor.37 

Foram identificadas também as posições de aproximação entre 
os sítios reativos de AO e AU, passíveis de modificação por semis-
síntese, e a cavidade de seletividade de ambas isoformas que é mais 
acessível em COX-2 do que em COX-1, pois isso é relevante para o 
planejamento de inibidores COX-2-seletivos. Para o cálculo do ΔGbind, 
foram feitos os redockings de AO e AU com os monômeros obtidos 
a 15,2 ns contendo todas as moléculas de água presentes no sítio. A 
metodologia empregada nesses redockings seguiu os mesmos parâ-
metros daquela relatada para os dockings iniciais com os monômeros 
obtidos do PDB, mas a geração dos grids foi feita com os ligantes 
AO e AU extraídos dos complexos obtidos a 15,2 ns.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Docking dos monômeros rígidos de isoformas COX obtidos do 
PDB com os respectivos ligantes

Os valores de ΔGbind obtidos foram considerados satisfatórios, mas 
não podem ser comparados entre si devido a limitações da função de 
pontuação.38 Esses valores também não podem ser comparados com 
dados experimentais devido à falta destes na literatura, pois apenas os 
valores de IC50 de alguns ligantes cristalográficos para isoformas COX 
estão relatados e variam conforme o método experimental empregado. 

A Figura 3 mostra um desvio na relação entre o RMSD e o nú-
mero de ligações torcionáveis dos ligantes para os dockings de 4COX 
com indometacina, de 2OYE e 2OYU com os derivados etanoamidas 
e de 1DIY com o substrato AA. Entretanto, esse desvio pode ser 
considerado normal ao se considerar a resolução moderada ou baixa 
das estruturas cristalográficas, que contribui para uma incerteza con-
siderável do posicionamento dos átomos do ligante cristalográfico 
no complexo original. Assim, considerando os valores de RMSD 
obtidos, verifica-se que o método utilizado é robusto, especialmente 
para ligantes pouco flexíveis, como o são AO e AU, que têm apenas 
duas ligações torcionáveis.

Dockings dos monômeros rígidos de isoformas COX com os 
ligantes AO e AU

Os dockings de monômeros de isoformas COX com AO e AU 
produziram complexos em que esses ligantes se posicionaram no sítio 
com orientações e conformações distintas, o que demonstrou o quanto 
a estrutura rígida do monômero, moldada pelo ligante cristalográfico, 
influiu sobre o posicionamento dos ligantes. As orientações de AO 
e AU nos sítios das isoformas COX foram denominadas 1, 1’ e 2 
conforme Figura 4. Foram observadas variações no direcionamento 
das ligações flexíveis e no posicionamento dos grupos funcionais 
das soluções dentro do sítio, ainda que classificadas dentro de um 
mesmo grupo como orientação 1, 1’ ou 2. Dessa forma, a seleção dos 
complexos que seriam submetidos à DM considerou as orientações 
de AO e AU e os posicionamentos dos seus grupos funcionais nos 
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sítios das isoformas COX. Foram selecionados os complexos de AO 
e AU produzidos a partir dos dockings com os monômeros obtidos 
de 1DIY, 2OYE, 3PGH e 4COX, pois os dockings produzidos com 
os demais monômeros de COX forneceram complexos semelhantes 
a estes selecionados.

Complexos de AO e AU com COX-1: os dockings de AO e AU 
com 1DIY produziram orientações 1, em que as hidroxilas em C-3 
se aproximaram de Met113 e Val116 e os grupos carboxilato se apro-
ximaram de Met522 e Gly526; orientações 2, em que as hidroxilas 
em C-3 se aproximaram de Ser530 e Phe381 e os grupos carboxilato, 
de Phe518 e Leu352. O docking 2OYE-AU produziu orientações 1 
semelhantes àquelas relatadas para os complexos de AO e AU com 
1DIY, e orientações 2, em que a hidroxila em C-3 se aproximou de 
Val349 e Ser353 e o grupo carboxilato, de Val116 e Arg120. O docking 
2OYE-AO produziu orientações 1, em que a hidroxila em C-3 se apro-
ximou de Val119 e Ile89 e o grupo carboxilato, de Ser353 e Leu359.

Complexos de AO e AU com COX-2: o docking 3PGH-AO pro-
duziu orientações 1 equivalentes àquelas obtidas dos dockings de AO 
e AU com 1DIY, enquanto o docking 4COX-AO produziu orientações 
2, em que as hidroxilas em C-3 se aproximaram de Trp387, Tyr385 
e Leu384 e os grupos carboxilato, de Ser353 e Val349. O docking 
4COX-AU produziu orientações 2, 1 e 1’. A orientação 2 interagiu 
de forma ligeiramente diferente daquela relatada para o complexo 
4COX-AO, pois a hidroxila em C-3 se aproximou de Leu384, Phe381 
e Tyr385 e o carboxilato, de Leu359 e Ser353. Na orientação 1’, a 
hidroxila em C-3 aproximou-se de Tyr355 e o carboxilato, de Leu352, 

Tyr348 e Trp387; na orientação 1, a hidroxila em C-3 aproximou-se 
de Met113 e Val116 e o carboxilato, de Phe518, Met522 e Ala527.

Dinâmica molecular dos complexos de AO e AU com 
monômeros de isoformas COX

Conforme a Figura 1S (material suplementar), as cadeias princi-
pais de todos os monômeros complexados a AO e AU estabilizaram-se 
próximo ao intervalo de 4 a 7,5 ns. Foram observadas variações sutis 
de RMSD nesses gráficos, mas elas não podem ser relacionadas a 
AO e AU pois se referem aos carbonos-alfa da cadeia principal do 
monômero. Devido a esses ligantes serem estruturalmente muito 
semelhantes e ocuparem um sítio ativo anteriormente ocupado pelo 
ligante cristalográfico, tendem a causar modificações mais pronun-
ciadas nas cadeias laterais dos resíduos do sítio do que na cadeia 
principal do monômero durante a DM.

As análises das interações receptor-ligante foram feitas aos 8, 9, 
10 e 12 ns, não tendo sido observadas diferenças na flutuação dos 
ligantes e das cadeias laterais dos monômeros a partir de 10 ns de 
simulação, o que justificou o prolongamento da trajetória até 15 ns a 
fim de garantir um resultado mais confiável. Como a hidroxila em C-3 
dos ligantes não interagiu por ligação de hidrogênio com resíduos de 
aminoácidos próximos em alguns complexos, possivelmente devido 
a barreiras energéticas que deveriam ser superadas para modificação 
dos graus de liberdade dos resíduos, todos os sistemas finais foram 
simulados por mais 50 ps a 410 K e por 150 ps a 310 K, sem que 
ocorressem alterações, totalizando 15,2 ns de simulação.

Em todos os complexos obtidos da DM a 15,2 ns foram verificadas 
interações por ligação de hidrogênio consideradas estáveis, conforme 
a distância e ângulo HÂY. Os ligantes interagiram dessa forma com 
resíduos de aminoácidos que são conservados em ambas as isoformas 
e interagem com o substrato AA, como Tyr385, ou com inibidores, 
como Arg120, Tyr355, Ser530 e His90; este último resíduo é muito 
importante na interação com inibidores seletivos da COX-2. Em todos 
os complexos obtidos da DM foi verificada, também, a presença de 
moléculas de água próximas aos grupos polares dos ligantes. Apesar 
de o sítio das isoformas COX ser lipofílico, moléculas de água exer-
cem um papel fundamental nas interações com vários inibidores de 
COX, seletivos ou não, inclusive por mediarem interações por ligação 
de hidrogênio entre o inibidor e o receptor.39,40

Complexos de AO com COX-1 provenientes da DM
Conforme a Tabela 1, no complexo da orientação 1 de AO com 

1DIY foram observadas interações por ligação de hidrogênio do car-
boxilato do ligante com a hidroxila de Ser530 e da hidroxila em C-3 
do ligante com a carbonila de Leu357. No complexo da orientação 1 
de AO com 2OYE foram observadas interações por ligação de hidro-
gênio do carboxilato do ligante com o anel imidazol de His90 e com 
a hidroxila de Ser353, mediadas por água, com a amina de Ser353 
(interação fraca, conforme o ângulo HÂY) e duas moléculas de água. 
No complexo da orientação 2 de AO com 1DIY foram observadas duas 
interações fracas (conforme o ângulo HÂY) por ligação de hidrogênio 
do carboxilato do ligante com a hidroxila de fenol de Tyr355, que 
provavelmente correspondem a uma interação forte com a região de 
caráter negativo localizada entre os dois átomos de oxigênio do grupo 
carboxilato. Foram observadas também interações por ligação de hi-
drogênio do carboxilato do ligante com o grupo guanidina de Arg120 e 
com uma molécula de água. Dentre os complexos de AO com COX-1, 
apenas no complexo 2OYE-AO o carboxilato do ligante se aproximou 
da cavidade de seletividade (Ser353, His90) acessível em COX-2 e 
considerada inacessível em COX-1 pelos fármacos COX-2-seletivos, 
apesar de alguns ligantes já terem demonstrado interações com essa 
cavidade na isoforma 2OYE, em que é mais acessível.12

Figura 3. Correlação do número de ligações torcionáveis dos ligantes com o 
RMSD (Å) conforme dados da Tabela 1S (material suplementar). O coeficiente 
de correlação R equivale a 0,5

Figura 4. Orientações de AO e AU nos sítios ativos das isoformas COX, 
obtidas dos dockings com monômeros rígidos
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Complexos de AO com COX-2 provenientes da DM
Conforme a Tabela 1, no complexo com 3PGH, o carboxilato 

de AO (orientação 1) interagiu por ligações de hidrogênio com 
o carboxilato de Glu524 e a hidroxila de Tyr355, mediadas por 
água, e com Ser353. A hidroxila em C-3 desse ligante interagiu 
por ligação de hidrogênio com moléculas de água próximas à 
superfície da proteína. O complexo de 4COX com AO (orientação 
2) mostrou interações por ligação de hidrogênio do carboxilato do 
ligante com a carbonila de Phe357 e amina de Leu359, mediadas 
por água, e com a hidroxila de Ser353, bem como fraca interação 
por ligação de hidrogênio mediada por água da hidroxila em 
C-3 do ligante com a carbonila de Tyr385. O grupo carboxilato 
do ligante aproximou-se da entrada da cavidade de seletividade 
(Ser353). A visualização dos complexos mostrou que ambas as 
orientações do ligante, apesar de estarem invertidas no sítio, têm 
o grupo carboxilato próximo aos resíduos da base como Tyr355 
e Ser353. Isso ocorreu porque no complexo formado com 3PGH 
o ligante se distanciou muito do ápice do sítio, ocupando uma 
extensão menor do canal lipofílico, o que é uma desvantagem 
para a inibição da enzima e indica a possível saída do ligante do 
sítio ativo durante a simulação. Por isso, pode-se afirmar que a 
orientação 2 de AO (Figura 5) é energeticamente mais favorável 
do que a orientação 1 no sítio de COX-2.

Complexos de AU com COX-1 provenientes da DM
Conforme a Tabela 2, os complexos de 1DIY e 2OYE formados 

com as orientações 1 de AU, apesar de terem demonstrado interações 
distintas no docking inicial feito com os monômeros obtidos do 
PDB, convergiram para interações semelhantes durante a simulação 
de DM. Esse fato mostrou que as interações obtidas nos dockings 
iniciais podem não ser corretas, o que demonstra a importância de 

se combinar os métodos de docking e DM em estudos de interações 
ligante-receptor. Em ambos os complexos citados, o carboxilato de 
AU interagiu por ligação de hidrogênio com a hidroxila de fenol 
de Tyr385 e com uma molécula de água, além de ter interagido 
com as hidroxilas de Tyr348 e Ser530 nos complexos formados 
com 1DIY e 2OYE, respectivamente. No complexo da orientação 
1 de AU com 2OYE, a hidroxila em C-3 do ligante interagiu por 
ligação de hidrogênio com uma molécula de água presente na base 
do sítio, ausente no complexo formado com 1DIY. Nos complexos 
de 1DIY e 2OYE formados com as orientações 2 de AU foram 
verificadas interações muito diferentes entre si, conforme já havia 
sido verificado no docking inicial devido aos posicionamentos 
distintos do ligante. Em 2OYE, o carboxilato da orientação 2 de 
AU interagiu por ligação de hidrogênio mediada por água com os 
grupos guanidina de Arg79, Arg120 e com a carbonila de Arg79, 
enquanto a hidroxila em C-3 do ligante interagiu por ligação de 
hidrogênio com a carbonila de Ile523. No complexo de 1DIY com 
a orientação 2 de AU foram observadas interações por ligação de 
hidrogênio do carboxilato do ligante com o grupo amida da cadeia 
lateral de Gln358, com a hidroxila de Ser353 e com água, enquanto 
a hidroxila em C-3 do ligante interagiu por ligação de hidrogênio 
com a hidroxila de fenol de Tyr385. Em ambos os complexos da 
orientação 2 de AU com 1DIY e 2OYE foi observada a presença de 
moléculas de água próximas ao carboxilato do ligante, mas apenas o 
complexo formado com 2OYE indicou a presença de água próxima 
à hidroxila em C-3. 

Considerando que nos quatro complexos mencionados não 
houve saída do ligante do sítio durante os 15,2 ns de simulação e 
que as interações por ligação de hidrogênio ocorrem em número e 
estabilidade variada, não é possível definir qual é a orientação mais 
favorável de AU no sítio de COX-1.

Tabela 1. Interações por ligação de hidrogênio dos complexos de AO com COX-1 e COX-2, provenientes da DM, e ΔGbind (Kcal mol-1) calculados pelo AutoDock 4

Orientação de AO – PDB
ΔGbind redocking (Kcal mol-1)

Interação por ligação 
de hidrogênio

Distância
H...A (Å)

Ângulo
HÂYobs

Ângulo
HÂYprev

Orientação 1 – 2OYE (COX-1) -11,11 His90-NH...OH2

OH2
...OOC-AO

Ser353-OH...OH2

OH2
...OOC-AO

Ser353-NH2
...OOC-AO

OH2
...OOC-AO

OH2
...OOC-AO

1,9
1,6
1,8
1,6
2,2
2,1
1,8

114,8º
108,9º
99,7º
108,9º
164,1º
167,4º
104,8º

109,5º
120º

109,5º
120º
120º
120º
120º

Orientação 1 – 1DIY (COX-1) -12,39 Ser530-OH...OOC-AO
Leu357-C=O...HO-AO

1,9
1,8

101,3º
139,8º

120º
120º

Orientação 2 – 1DIY (COX-1) -13,37 Tyr355-OH...OOC-AO
Tyr355-OH...OOC-AO
Arg120-NH2

...OOC-AO
Arg120-NH...OOC-AO

OH2
...OOC-AO

2,1
2,1
1,6
2,1
1,8

74,3º
75,1º
158,4º
126,4º
140,6º

120º
120º
180º
120º
120º

Orientação 1 – 3PGH (COX-2) -9,27 Glu524-COO...H2O
OH2

...OOC-AO
Tyr355-OH...OH2

OH2
...OOC-AO

Ser353-OH...OOC-AO
OH2

...OH-AO

1,9
1,9
1,7
1,9
1,9
2,2

152,8º
104,3º
107,4º
104,3º
174,0º
42,5º

180º
120º

109,5º
120º
180º

109,5º

Orientação 2 – 4COX (COX-2) -12,06 Phe357-C=O...H2O
OH2

...OOC-AO
Leu359-NH2

...OH2

OH2
...OOC-AO

Ser353-OH...OOC-AO
Tyr385-C=O...H2O

OH2
...OOC-AO

1,8
1,6
1,9
1,6
1,9
1,8
2,1

138,3º
144,7º
101,0º
144,7º
110,3º
130,8º
88,7º

120º
120º

109,5º
120º
120º
120º
120º

HÂYobs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomo A, sendo que H (átomo de hidrogênio), 
A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor).
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Complexos de AU com COX-2 provenientes da DM
Conforme a Tabela 2, no complexo de 4COX com a orientação 

1’ foram observadas interações por ligação de hidrogênio entre as 
hidroxilas do ligante e de Ser353 e entre o carboxilato do ligante e as 
hidroxilas de fenol de Tyr348 e Tyr385. Com a orientação 1, foram 
observadas interações por ligação de hidrogênio do grupo carboxi-
lato do ligante com água, com o grupo guanidina de Arg120 e com 
a carbonila de Val523 através de uma molécula de água. A hidroxila 
em C-3 do ligante interagiu com a carbonila de Val99 (interação 
fraca, conforme o ângulo HÂY) e com uma molécula de água. Neste 
complexo, o ligante distanciou-se muito do ápice do sítio e interagiu 
com os resíduos da superfície proteica Val99, Trp100 e Val103, o que 
é uma desvantagem para a inibição da enzima e indica uma possível 
saída do ligante do sítio ativo durante a simulação. No complexo da 
orientação 2 com 4COX foram observadas interações por ligação de 
hidrogênio do carboxilato do ligante com as hidroxilas de Tyr355 
(interação fraca, conforme o ângulo HÂY) e Ser353 e da hidroxila 
em C-3 do ligante com a hidroxila de fenol de Tyr385. Foi verifica-
da a presença de moléculas de água próximas ao ligante na região 
do grupo carboxilato, que se aproximou da entrada da cavidade de 
seletividade (Ser353). 

Comparando-se os resultados obtidos nos redockings de COX-2 
com AO e AU, nota-se que a orientação 1 desses ligantes se afastou do 
sítio ativo em ambos os complexos. Assim, podem ser considerados 
pouco estáveis os complexos de COX-2 com AO e AU mantidos na 
orientação 1 dentro do sítio ativo. 

Redocking de AO e AU com monômeros de isoformas COX 
provenientes de complexos da DM

Nos redockings de AO e AU com as estruturas dos monômeros 
obtidas dos complexos de 15,2 ns, os ligantes sobrepuseram-se sa-
tisfatoriamente aos ligantes originais dos complexos, o que permitiu 
relacionar os valores de ΔGbind calculados pelo AutoDock 4 aos 
complexos equilibrados pela DM. Entretanto, esses valores, inseridos 
nas Tabelas 1 e 2, mostraram que AO e AU não são seletivos para 
COX-2 e que não é possível determinar qual é a orientação do ligante 
mais favorável para cada isoforma, devido às limitações da função 
de pontuação do AutoDock 4. Cabe lembrar que as metodologias de 
docking não são adequadas para a previsão de valores acurados de 
ΔGbind, embora o sejam para a previsão de interações, principalmente 
se associadas à DM. Dessa forma, torna-se importante avaliar as 
energias de interação dos complexos por métodos mais apropriados, 
tais como perturbação de energia livre (FEP – free energy perturba-
tion),41 por exemplo.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os resultados provenientes da DM mostraram que os principais 
resíduos das isoformas COX que interagem por ligações de hidro-
gênio estáveis com os ácidos oleanólico e ursólico são Arg120, 
Tyr355, Ser353, Tyr385 e Ser530, comumente relatados em artigos 
de docking e DM de inibidores diversos com COX, seletivos para 

Tabela 2. Interações por ligação de hidrogênio dos complexos de AU com COX-1 e COX-2, provenientes da DM, e ΔGbind (Kcal mol-1) calculados pelo AutoDock 4

Orientação de AU – PDB
ΔGbind redocking (Kcal mol-1)

Interação por ligação 
de hidrogênio

Distância
H...A (Å)

Ângulo
HÂYobs

Ângulo
HÂYprev

Orientação 1 – 1DIY (COX-1) -12,68 Tyr385-OH...OOC-AU
Tyr348-OH...OOC-AU

OH2
...OOC-AU

1,7
1,6
1,9

129,7º
116,3º
90,9º

120º
120º
120º

Orientação 2 – 1DIY (COX-1) -12,09 Gln358-NH2
...OOC-AU

Ser353-OH...OOC-AU
Tyr385-OH...OH-AU

OH2
...OOC-AU

1,9
1,8
1,9
1,6

138,6º
114,4º
116,4º
117,7º

120º
120º

109,5º
120º

Orientação 2 – 2OYE (COX-1) -10,86 Arg79-NH2
...OH2

OH2
...OOC-AU

Arg120-NH2
...OH2

OH2
...OOC-AU

Arg79-C=O...H2O
OH2

...OOC-AU
Ile523-C=O...HO-AU

2,0
1,8
1,8
1,9
1,9
1,9
1,8

126,9º
129,5º
91,2º
93,0º
131,6º
93,0º
131,5º

109,5º
120º

109,5º
120º
120º
120º
120º

Orientação 1 – 2OYE (COX-1) -10,56 Tyr385-OH...OOC-AU
Ser530-OH...OOC-AU

OH2
...OOC-AU

OH2
...OH-AU

1,7
2,0
2,2
1,8

148,5º
79,1º
152,8º
86,9º

120º
120º
120º

109,5º

Orientação 2 – 4COX (COX-2) -10,79 Tyr355-OH...OOC-AU
Ser353-OH...OOC-AU
Tyr385-OH...OOC-AU

2,0
1,6
1,9

84,2º
147,7º
104,6º

120º
120º
120º

Orientação 1’ – 4COX (COX-2) -12,55 Ser353-O(H)...HO-AU
Tyr348-OH...OH-AU

Tyr385-OH...OH2

OH2
...OOC-AU

2,1
1,9
2,0
2,2

85,0º
118,5º
109,7º
114,5º

109,5º
109,5º
109,5º
120º

Orientação 1 – 4COX (COX-2) -12,87 Arg120-NH...OOC-AU
Arg120-NH2

...OOC-AU
Val523-C=O...H2O

OH2
...OOC-AU

Val99-C=O...HO-AU
OH2

...OOC-AU

1,8
2,0
1,6
2,3
2,2
2,1

104,4º
108,1º
116,1º
108,8º
85,2º
104,9º

120º
120º
120º
120º
120º
120º

HÂYobs e HÂYprev referem-se, respectivamente, aos ângulo HÂY observado e previsto conforme a hibridação do átomoA, sendo que H (átomo de hidrogênio), 
A (átomo aceptor) e Y (átomo ligado por covalência ao aceptor).
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Figura 5. Orientações 1 e 2 do ácido oleanólico no sítio ativo de COX-2, 
obtidas após 15,2 ns de simulação por dinâmica molecular desse triterpenoide 
com as estruturas cristalográficas 3PGH e 4COX, respectivamente. Consi-
derando que os resíduos Tyr355 e Ser353 estão presentes na base do sítio 
ativo, e que o resíduo Tyr385 está presente no ápice, nota-se que a orientação 
1 (figura superior) está afastada do sítio ativo ao fim da trajetória de 15,2 
ns, ao contrário da orientação 2 (figura inferior). As interações por ligação 
de hidrogênio estão explicitadas em verde e apenas os resíduos próximos 
ao ligante (distância máxima de 4 Å) são apresentados, mas alguns foram 
removidos para melhor visualização do complexo. Figura produzida com 
auxílio do programa Discovery Studio Visualizer versão 2.5.5 26

COX-2 ou não seletivos. Observou-se, também, a importância das 
moléculas de água para a estabilização dos grupos polares de AO e 
AU em todos os complexos, mediando interações por ligação de hi-
drogênio com os resíduos de aminoácidos, inclusive. Pode-se afirmar 
que a orientação 1 de ambos os ligantes no sítio ativo de COX-2 é 
energeticamente desfavorável quando comparada às orientações 1’ 
e 2; logo, AO interage com COX-2 com orientação do tipo 2, o que 
talvez não ocorra com AU porque este ligante pode interagir com 
COX-2 através das orientações 1’ ou 2. 

Em relação aos complexos de COX-1, merece destaque o fato de 
os complexos da orientação 1 de AU com 2OYE e 1DIY, diferentes 
entre si na estrutura obtida pelo docking com monômero rígido, terem 
convergido para interações semelhantes durante a simulação, o que 
demonstra a limitação do docking com receptor rígido e a necessidade 
de se combinar docking e DM em estudos de complexos receptor-

ligante. Em alguns complexos formados com ambas as isoformas, 
os grupos carboxilato dos ligantes, passíveis de modificação por 
semissíntese, aproximaram-se de resíduos do bolso de seletividade, 
mais acessível em COX-2, o que é importante para o planejamento 
de inibidores COX-2-seletivos. Assim, os resultados obtidos neste 
trabalho forneceram subsídios importantes para a proposição do me-
canismo de inibição das isoformas ciclo-oxigenases, principalmente 
a COX-2, pelos triterpenoides ácidos oleanólico e ursólico.

MATERIAL SUPLEMENTAR	

Está disponibilizado em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma 
de arquivo .pdf, com acesso livre.
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