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RESUMO 

 

 

Os flavonóides são um grupo de compostos polifenólicos de ocorrência natural encontrados 

nos vegetais, frutas e cereais. Durante as últimas décadas, os flavonóides têm recebido 

crescente interesse, uma vez que muitos estudos bioquímicos e epidemiológicos têm 

demonstrado que possuem efeitos benéficos para a saúde humana. Uma das principais 

propriedades dos flavonóides é a inibição da replicação do vírus da imunodeficiência. Nesta 

dissertação apresentam-se resultados do uso dos métodos computacionais: Mecânica 

Quântica/Mecânica Molecular (QM/MM) e Dinâmica Molecular (DM) aplicados ao estudo 

das interações entre a enzima integase (IN) do HIV-1 e o flavonóide quercetagetina. 

Através destes métodos foi possível identificar os principais tipos de interações que 

ocorrem entre os resíduos da IN e o inibidor quercetagetina. Além disso, apresenta-se 

também nesta dissertação a acidez em fase gasosa e em solução para quinze compostos 

flavonóides determinados através de cálculos teóricos B3LYP/6-311++G(d,p). O objetivo 

foi encontrar o sítio de desprotonação dos compostos e correlacionar as propriedades de 

acidez com a atividade anti-HIV-1. As informações reportadas nesta dissertação podem ser 

usadas para o planejamento de novos inibidores de IN. Uma vez que os resultados 

fornecem informação sobre o mecanismo de inibição usado por essas moléculas. 

 

PALAVRAS-CHAVE: HIV, AIDS, flavonóides, anti-HIV-1, integrase, DFT/B3LYP, 

propriedades de acidez. 
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ABSTRACT 

 

 

Flavonoids are a group of naturally occurring polyphenolic compounds found in vegetables, 

fruits, and cereals. During the last decades, flavonoids have received growing interest since 

many epidemiological and biochemical studies have demonstrated that they possess 

beneficial effects on human health. A of the main properties of the flavonoids is inhibition 

of human immunodeficiency virus (HIV) transcriptase and HIV replication. In this 

dissertation is presented results of the Quantum Mechanics/Molecular Mechanics 

(QM/MM) and Molecular Dynamics (MD) applied to study of the interactions between the 

enzyme integase (IN) of HIV-1 and the inhibitor quercetagetin. Through these methods we 

could identify the main types of interactions that occur between the residues of IN and the 

inhibitor quercetagetin. Moreover, present thus in this dissertation the gas phase and in 

solution acidities for the fifteen compound flavonoids determined through theoretical 

B3LYP/6-311++G(d,p) calculations. The aim was to find the desprotonation site of the 

compounds and correlate these termodynamic quantities with the activity anti-HIV-1. The 

information reported in this dissertation can be used for the design of new inhibitors of IN. 

In conclusion this results can supply some information about the inhibition mechanism 

used for this molecules. 

 

KEY WORDS: HIV, AIDS, flavonoids, anti-HIV-1, integrase, DFT/B3LYP, acidity 

properties. 
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1 INTRODUÇÃO 

 O Vírus da imunodeficiência Humana (HIV) é o agente etnológico causador da 

síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), o qual tem a capacidade seletiva de 

infeccionar o sistema imunológico responsável pela defesa do organismo contra invasores 

(FAUCI, 1988; FOLKS, KESSLER et al., 1988). Segundo dados do UNAIDS (“The United 

Nations Program on AIDS”), no mundo inteiro, estima-se que 33,4 milhões de pessoas 

estão infectadas com o vírus. No ciclo de vida do retrovirus (HIV), três enzimas são 

codificadas pelo gene pol do HIV: transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e protease 

(PR), estas enzimas são essenciais para a replicação viral, por esse motivo tornam-se alvos 

importantes para o desenvolvimento de fármacos contra AIDS. A IN é o mais recente alvo 

estudado no combate ao HIV, uma vez que inibidores de transcriptase reversa e protease 

têm apresentado toxidez e resistência viral (HAMMER, 2005; MARINELLO, 

MARCHAND et al., 2008). Os primeiros inibidores de integrase foram divulgados na 

década de 90 (FESEN et al., 1993; 1994), entretanto, somente no ano de 2005 foi divulgado 

pelo laboratório Merk um novo inibidor de integrase, que se encontra em fase de teste 

clínico (POMMIER, Y., A. A. JOHNSON, et al., 2005). Todavia, ainda não é conhecido o 

mecanismo de ação dos inibidores de integrase, bem como o mecanismo de integração. 

 O HIV-1 (IN) é um alvo válido e atrativo para o desenvolvimento de fármacos 

contra a AIDS, pois é de grande importância para o ciclo de vida viral e também não 

existem análogos em células humanas (POMMIER, Y., A. A. JOHNSON, et al., 2005). A 

IN catalisa a integração do cDNA no genoma humano, facilitando a replicação viral de 

maneira estável e sustentando a infecção. Estudos in vitro usando recombinação de 

proteínas permitiu a distinção entre as duas principais reações catalisadas pela IN, chamada 

processamento 3’ e transferência de fita de DNA. Ambas as reações consistem em um 
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ataque nucleofílico de uma ligação fosfodiester por um grupo hidroxila e requer um íon 

metálico divalente (Mg
2+

 ou Mn
2+

) como um cofator (BROWN, 1997). Entretanto, o 

mecanismo de inibição ainda não está claro. Existem algumas propostas na literatura para 

justificar a atividade anti-HIV (IN), por exemplo, para moléculas aromáticas foi sugerido 

que a interação do anel aromático com o íon metálico, interação do tipo cátion-π 

(NICKLAUS, NEAMATI et al., 1997; MARCHAND, ZHANG et al., 2002; Pais, Zhang et 

al., 2002), é responsável pela atividade apresentada. Há também a possibilidade de uma 

interação tipo carga-carga entre o íon metálico e o ligante iônico ou cargas parciais do 

ligante. Foi mostrado que ambos os tipos de interação podem coexistir no sítio ligante 

(DOUGHERTY, 1996). Outros trabalhos também têm sugerido um modo de atuação no 

qual o inibidor atua como um agente quelante (POMMIER, JOHNSON et al., 2005). 

Flavonóides são compostos polifenólicos amplamente encontrados no reino vegetal 

e que possuem atividades biológicas bastante diversificadas. Alguns compostos flavonóides 

apresentam ação anti-HIV, entretanto a forma de atuação desses compostos na inibição do 

vírus pode ser de forma diferente, por exemplo, o quercetin que é uma flavona possui 

atividade anti-HIV-1, inibindo a integrase (FESEN, KOHN et al., 1993). Enquanto que 

Baicalin, que também é uma flavona e possui atividade anti-HIV-1, inibindo a RT (TAN, 

MILLER et al., 1992). 

 Recentemente significativas pesquisas têm indicado compostos flavonóides como 

inibidores da integrase (FESEN, POMMIER et al., 1994; RAGHAVAN, BUOLAMWINI 

et al., 1995). Desse modo, torna-se fundamental compreender o mecanismo de ação dos 

compostos flavonóides, a fim de não só, indicar quais propriedades físico-químicas faz-se 

importantes para cada tipo de mecanismo de atuação, mas também, contribuir para síntese 
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de futuros fármacos, mais potentes e menos tóxicos, baseando-se nas propriedades ditas 

como importantes para ação dos mesmos. 

 O método de mecânica quântica combinado com o método de mecânica molecular 

(QM/MM) (WARSHEL E LEVITT, 1976; FIELD, BASH et al., 1990) foi desenvolvido 

para cálculos com proteínas e vem sendo utilizado em estudos de reações enzimáticas 

(GARCIA-VILOCA, GAO et al., 2004; MARTI, ROCA et al., 2004), especialmente em 

catálise enzimática. No método QM/MM, o ligante é explicitamente tratado por um método 

quântico (QM). O ambiente protéico e/ou solvente são representados por campo de força da 

mecânica molecular (MM). Este método tem-se mostrado eficiente para o estudo de 

interações entre ligantes e proteínas no sistema HIV-1 protease (HENSEN, HERMANN et 

al., 2004) e em outros sistemas (GRATER, SCHWARZL et al., 2005). Recentemente, esta 

metodologia foi utilizada para obtenção da energia de interação entre a enzima IN e alguns 

inibidores (S-1360, wild-type e N155S), os quais foram relacionados com sua atividade 

anti-HIV-1 IN (ALVES, MARTI et al., 2007b; a; 2008). Portanto, nesta dissertação, 

também realizaremos simulações de Dinâmica Molecular (DM) com o método de Mecânica 

Quântica/Mecânica Molecular (QM/MM) para determinar a energia de interação e a 

energia de decomposição por resíduo a fim de determinar as contribuições individuais dos 

resíduos nas interações entre enzima e inibidor. Além de realizar cálculos utilizando a 

Teoria do Funcional de Densidade (DFT) para um conjunto de 15 flavonóides, com 

objetivo de verificar a posição mais favorável de desprotonação do hidrogênio (H
+
). Estes 

dados foram relacionados com os resultados de DM, os quais estão de acordo com dados da 

literatura. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Realizar estudos teóricos de flavonóides com atividade anti-HIV-1 IN, através das 

metodologias QM/MM e Simulação por Dinâmica Molecular, visando contribuir para o 

entendimento do mecanismo de ação dessas moléculas. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.2.1 Realizar um estudo teórico de acidez em fase gasosa e em solução para quinze 

compostos flavonóides com atividade anti-HIV-1-IN, com objetivo de avaliar a provável 

posição de desprotonação destas moléculas. 

2.2.2 Estudar através de metodologias QM/MM e Dinâmica Molecular interações 

intermoleculares específicas entre a enzima integrase e os flavonóides com atividade anti-

HIV-1 IN, buscando identificar os principais tipos de interações que ocorrem no 

acoplamento entre estes possíveis fármacos e a enzima integrase. 

2.2.3 Dar uma contribuição a nível molecular para o mecanismo de ação da Integrase frente 

a estes inibidores, desta forma criar um modelo para o estudo de novos inibidores de HIV-1 

partindo de produtos naturais. 
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3 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

3.1 PROBLEMÁTICA - O VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA HUMANA 

O HIV, pertencente à família dos lentivírus e é considerado um retrovírus RNA, o 

qual foi originalmente designado vírus T linfotrópico humano (HTLV)-III. Este vírus 

codifica um DNA-polimerase em RNA-dependente (transcriptase reversa) e se replicar 

através de um DNA intermediário, a cópia de DNA do genoma viral é integrada no 

cromossomo do hospedeiro e transcrita como um gene celular (FAUCI, 1988; FAUCI E 

FISCHINGER, 1988). Existem dois tipos de HIV: o Vírus da Imunodeficiência Humana 

Tipo 1 (HIV-1) que é o mais patogênico, cerca de 99% dos casos, e o Vírus da 

Imunodeficiência Humana Tipo 2 (HIV-2) que é menos patogênico, encontrado 

predominantemente no oeste da África (TRINITAPOLI, 2009). 

De acordo com recente boletim do Programa das Nações Unidas para HIV/AIDS 

(UNAIDS) sobre a situação do HIV, no mundo, aproximadamente 33,4 milhões de pessoas 

estão atualmente infectadas pelo vírus (Figura 1), deste total 31,3 milhões são pessoas 

adultas, 15,7 milhões são mulheres e 2,1 milhões são crianças com menos de 15 anos de 

idade, na America latina, os índices de HIV atingem cerca de 2,0 milhões de pessoas, o que 

torna esta doença um dos principais problemas de saúde pública mundial (UNAIDS, 2009). 

A Figura 1 mostra o mapa com as áreas destacadas em vermelho, as quais são as que 

possuem maior número de casos, os dados foram obtidos dividindo o número de adultos 

(15-49 anos) vivendo com AIDS, pela população adulta (15-49 anos) de cada país. 

O ciclo de vida do retrovírus (Figura 2) requer três regiões principais: a região gag, 

que codifica as proteínas estruturais internas p17 (MA), p24 (CA), p7 (NC) e p6, a região 

pol, que codifica a protease (p11, PR), transcriptase reversa (p66/p51, RT) e integrase (p31, 
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IN) e, finalmente, a região env, responsável pela codificação das proteínas do envoltório, 

gp120 (SU) e gp41 (TM) (FRANKEL E YOUNG, 1998). O genoma do HIV-1 codifica 

ainda seis outras proteínas acessórias, sendo duas (tat e rev) relacionadas com a regulação 

da expressão gênica (FRANKEL E YOUNG, 1998). 

 

 

 

 

Figura 1. Uma visão global da infecção pelo vírus HIV, as áreas em vermelho 

mostram os países com maior número de casos, os dados foram obtidos dividindo o número 

de adultos (15-49 anos) vivendo com AIDS, pela população adulta (15-49 anos) de cada 

país. Source 2008 Report on the global AIDS epidemic, July 2008, UNAIDS 
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Figura 2. Ciclo de replicação do HIV. 1 adsorção; 2 fusão; 3 desencapeamento; 4 

transcrição reversa; 5 integração ao genoma do hospedeiro; 6 transcrição em RNA viral 

genômico e mRNA; 7 tradução em poliproteinas env, gag e gag-pol; 8 montagem; 9 

brotamento; 10 maturação (D'ANGELO, MOUSCADET et al., 2001) 

 

O vírus infecta particularmente as células contendo, em sua superfície, a molécula 

CD4, a qual é encontrada em células imunológicas, principalmente nas T-auxiliares, as 

quais auxiliam o sistema imunológico, e também nas macrófages, células que flutuam pelo 

organismo combatendo bactérias e outros germes. O HIV penetra nessas células grudando-

se no receptor da CD4 por meio da glicoproteína de superfície gp120. Uma vez grudado na 

CD4, o HIV, para completar a fusão, ativará outras proteínas na superfície da célula 

humana conhecida como receptores CCR5 (ALKHATIB, LOCATI et al., 1997) e CXCR4 

(BERGER, 1997). Uma vez ocorrida a fusão (LU, SEUFERT et al., 1997), o RNA do vírus, 

e algumas enzimas importantes, são absorvidas pela célula humana. Desta forma, a enzima 

viral transcriptase reversa traduz o material genético RNA em DNA. 
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O DNA viral recém-formado integra-se ao DNA da célula hospedeira humana 

através da enzima viral integrase (KATZ E SKALKA, 1994). Isso permite que o HIV 

codifique a célula humana para criar mais vírus. Nesse estágio, as duas variações do DNA 

dividem-se, formando uma nova variação do RNA viral, os quais são, algumas vezes, 

chamados de RNA mensageiro. Os blocos formadores de proteínas, constituídos dentro da 

célula humana, produzirão a nova partícula do HIV. Estes blocos são criados através da 

tradução das informações fornecidas pelo mensageiro do RNA. Os blocos formadores de 

proteínas são cortados em partes menores pela enzima viral denominada protease. Essas 

partes formam a estrutura da nova partícula do HIV que inclui cada uma das enzimas e 

proteínas necessárias para a repetição do processo reprodutivo. Uma vez ocorrida a 

formação, a nova partícula do vírus sai da célula humana e entra na corrente sanguínea, 

podendo assim infectar outras células. Aproximadamente 10,3 bilhões de novos virions são 

formados diariamente em pessoas que não usam a terapia anti-retroviral altamente potente 

(HAART) (POWERS, MARDEN et al., 2006). 

3.2 INTEGRASE 

A integrase (Figura 3) é um alvo interessante para o desenvolvimento de fármacos 

contra a AIDS, pois é de grande importância para o ciclo de vida viral e também não 

existem análogos em células humanas (POMMIER, JOHNSON et al., 2005). A IN catalisa 

a integração do cDNA no genoma humano, facilitando a replicação viral de maneira estável 

e sustentando a infecção (BROWN, BOWERMAN et al., 1987; Brown, 1997). Estudos in 

vitro realizando recombinação de proteínas permitiu a distinção entre as duas principais 

reações catalisadas pela IN, chamada processamento 3’ e transferência de fita de DNA. 

Ambas as reações consistem em um ataque nucleofílico de uma ligação fosfodiester por um 
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grupo hidroxila e requer um íon metálico divalente (Mg
2+

 ou Mn
2+

) como um cofator 

(BROWN, 1997). Entretanto, o mecanismo de inibição ainda não é muito claro. Existem 

algumas propostas na literatura para justificar a atividade anti-HIV (IN), por exemplo, para 

moléculas aromáticas foi sugerido que a interação do anel aromático com o íon metálico, 

interação do tipo cátion-π (NICKLAUS, NEAMATI et al., 1997; MARCHAND, ZHANG 

et al., 2002; PAIS, ZHANG et al., 2002), é responsável pela atividade apresentada. Há 

também a possibilidade de uma interação tipo carga-carga entre o íon metálico e o ligante 

iônico ou cargas parciais do ligante. Foi mostrado que ambos os tipos de interação podem 

coexistir no sítio ligante (DOUGHERTY, 1996). Outros trabalhos também têm sugerido 

um modo de atuação no qual o inibidor atua como um agente quelante (POMMIER, 

JOHNSON et al., 2005). 

 

Figura 3. Estrutura do complexo cristalográfico 1QS4 complexada com o 5CITEP. Este 

complexo apresenta três cadeias idênticas, A, B e C. A região expandida apresenta o sítio 

onde o 5CITEP se complexou (cadeia A). Os resíduos de aminoácidos e o átomo de 

magnésio, os elementos essenciais para a atividade catalítica da enzima, são apresentados. 
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3.3 INIBIDORES DA INTEGRASE 

Os inibidores da enzima integrase são moléculas que atuam como anti-HIV, mas por 

um mecanismo de ação diferenciado, o que pode torná-los menos tóxicos. O 

desenvolvimento de agentes antivirais alternativos, que inibam o ciclo replicativo do HIV, 

continua sendo um objetivo importante a fim de aliviar os efeitos colaterais dos agentes 

atualmente aprovados, ou para superar o problema da resistência aos medicamentos. Os 

primeiros inibidores de integrase foram divulgados por FESEN et al., 1993; 1994 (Figura 

4).  No entanto, mais uma década depois foi que o Laboratório Merk lançou o primeiro 

inibidor de integrase, conhecido como Raltegravir ou MK-0518 (Figura 5) (EVERING E 

MARKOWITZ, 2007), que esta em processo de testes clínico (COOPER, STEIGBIGEL et 

al., 2008; STEIGBIGEL, COOPER et al., 2008) e tem mostrado bons resultados 

(GOLDWIRT, BARRAIL-TRAN et al.), apesar deste medicamento possuir alto valor de 

mercado. Dessa forma, torna-se necessário encontrar novos candidatos a fármacos, que 

sejam menos onerosos para o governo e principalmente para a população. 

 

 

Figura 4. Principais inibidores da integrase divulgados por FESEN et al. 
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Figura 5. Representação do Raltegravir ou MK-0518 o primeiro inibidor de 

integrase. 

Existem vários medicamentos anti-HIV, com a finalidade de atacar o vírus em 

alguns estágios do ciclo de vida (ver Figura 2). A Figura 6 mostra os principais inibidores 

do HIV, para cada estágio do ciclo reprodutivo do vírus. No estágio da fusão são chamados 

inibidores de fusão. Experimentos realizados com o T-20 (enfuvirtude, Fuzeon) em 

combinação com outros anti-retrovirais demonstraram resultados positivos (HE, CHENG et 

al., 2008). Para bloquear o vírus, o T-20 gruda no mesmo, enquanto que outros inibidores 

de fusão grudam na proteína CCR5 ou na CXCR4. No estágio da transcrição reversa três 

classes de medicamentos anti-HIV atacam o vírus: os análogos de nucleosídeo 

(MANOUILOV, FEDOROV et al., 1995) (AZT/zidovudina, ddI/didanosina, 

3TC/lamivudina, d4T/lamivudina, ddC/zalcibatina, abacavir); os inibidores de transcriptase 

reversa não-nucleosídeos (CHOW, HIRSCH et al., 1993) (efavirenze,neviparina, 

delavirdina); e os análogos de nucleotídeo (tenofovir) (TUSKE, SARAFIANOS et al., 

2004). Finalmente, os inibidores de protease (TISDALE, MYERS et al., 1995) (indinavir, 

ritonavir, saquinavir, nelfinavir, amprenavir, lopinavir, atazanavir, tripanavir) que atacam 

esse estágio do ciclo de vida do HIV. 
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Figura 6. Representação dos principais inibidores do HIV, para cada estágio do 

ciclo reprodutivo do vírus 

Apesar de existirem medicamentos capazes de inibir estes estágios do ciclo de vida 

do HIV, inibidores de transcriptase reversa e protease têm se mostrados tóxicos e têm 

apresentado resistência viral (HAMMER, 2005; MARINELLO, MARCHAND et al., 

2008). Portanto, o mecanismo de ação dos inibidores de integrase é um alvo válido e 

atrativo para o desenvolvimento de fármacos contra a AIDS, pois o mecanismo de 

integração ainda não foi totalmente elucidado. 

3.4 FLAVONÓIDES 

Os flavonóides constituem um grupo de substâncias naturais que possuem 

atividades biológicas bastante diversificadas. Como os flavonóides estão presentes na dieta 

humana, sendo amplamente encontrados em chás verdes, vinhos tintos, frutas, vegetais, 

plantas medicinais e remédios derivados de ervas (HSIEH E KINSELLA, 1989), é 

importante o entendimento das suas propriedades biológicas. As variadas propriedades 

 Inibidores de fusão:
Enfuvirtide, Fuzeon

 Inibidores de transcrição reversa nucleosídica:
AZT/zidovudina, ddI/didanosina, 3TC/lamivudina,
d4T/lamivudina, ddC/zalcibatina, abacavir

 Inibidores de transcrição
reversa não-nucleosídica:
efavirenze, neviparina,
delavirdina

 Inibidores de transcrição reversa análogos
de nucleotídeo: tenofovir

 Inibidores de protease: indinavir, ritonavir, saquinavir, nelfinavir,
amprenavir, lopinavir, atazanavir, tripanavir)
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biológicas dos flavonóides (HAVSTEEN, 1980; HAVSTEEN, 2002) podem ser descritas 

como: atividade antiinflamatória (TATLI, AKDEMIR et al., 2008), anti-tumoral 

(CABRERA, SIMOENS et al., 2007), anti-bactéria (GABOR E EPERJESS.E, 1966), 

atividade hepatotóxica, antioxidante (JOVANOVIC, STEENKEN et al., 1994; 

RICEEVANS E MILLER, 1996), antiviral (BELADI, PUSZTAI et al., 1977), anti-HIV 

(HU, CHEN et al., 1994), anti-microbial (CUSHNIE E LAMB, 2005) etc. 

Na literatura existem mais de 4.000 flavonóides diferentes, que têm sido descritos e 

categorizados como flavonol, flavona, flavanona, flavanonol, isoflavona, flavanol e 

antocianinas (Figura 7) que podem ou não possuir açucares ligados as suas estruturas 

(HAVSTEEN, 1983; HARBORNE E WILLIAMS, 2000; HAVSTEEN, 2002). A estrutura 

geral dos compostos flavonóides, estudados nesta dissertação, está esboçada na Tabela 1. 

 

 

Figura 7. Principais classes de flavonóides. 
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Tabela 1. Estrutura básica, numeração e atividade biológica dos compostos 

flavonóides estudados. 

 

 

Flavonóides 
 (µM) Substituição dos anéis 

Cleavage Integration 3 5 6 7 8 2’ 3’ 4’ 5’ 

1 Quercetagetin 6,10 7,00 OH OH OH OH   OH OH  

2 Baicalein 5,92 5,37  OH OH OH      

3 Robinetin 5,23 5,80 OH   OH   OH OH OH 

4 Myricetin 5,12 5,60 OH OH  OH   OH OH OH 

5 Quercetin 4,63 4,87 OH OH  OH   OH OH  

6 Fisetin 4,55 5,07 OH   OH   OH OH  

7 Luteolin 4,48 4,60  OH  OH   OH OH  

8 Myricetrin 4,40 4,99 RH OH  OH   OH OH OH 

9 Quercetrin 4,22 4,42 RH OH  OH   OH OH  

10 Rhamnetin 4,21 4,54 OH OH  MeO   OH OH  

11 Avicularin 4,18 4,60 A OH  OH   OH OH  

12 Gossypin 4,16 4,65 OH OH  OH GL  OH OH  

13 Morin 4,12 4,50 OH OH  OH  OH  OH  

14 
6-MeO-

Luteolin 

4,03 4,41 
 OH MeO OH   OH OH  

15 Kaempferol 4,01 4,19 OH OH  OH    OH  

Abreviações: RH = raminose; A = arabinose; e GL = glicose (FESEN et al.) 

 

Conforme comentado acima, alguns flavonóides apresentam ação anti-HIV, 

entretanto a forma de atuação desses compostos na inibição do vírus pode ser de forma 

diferente, por exemplo, o quercetin que é uma flavona possui atividade anti-HIV-1, 

inibindo a integrase (FESEN, KOHN et al., 1993). Enquanto que Baicalin, que também é 

uma flavona e possui atividade anti-HIV-1, inibindo a RT (TAN, MILLER et al., 1992). 
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 Recentemente significativas pesquisas têm indicado compostos flavonóides como 

inibidores da integrase (FESEN, POMMIER et al., 1994; RAGHAVAN, BUOLAMWINI 

et al., 1995). Além de estudos sobre a Relação Estrutura Atividade (Structure Activity 

Relationship, SAR) e Relação Quantitativa entre Estrutura Atividade (Quantitative 

Structure Activity Relationship, QSAR) (RAGHAVAN, BUOLAMWINI et al., 1995; 

ZHAO, NEAMATI et al., 1996; ALVES, PINHEIRO et al., 1999; ALVES, PINHEIRO et 

al., 2001; MOLFETTA, ALVES et al., 2002; MOLFETTA, HONORIO et al., 2004) de 

flavonóides e derivados encontrados nas literaturas indicarem boas correlações entre estes e 

as propriedades estéricas e eletrônicas, porém ainda existe uma ampla área de 

conhecimento a ser investigado para a compreensão do mecanismo de ação destas 

fármacos. Desse modo, torna-se fundamental compreender o mecanismo de ação dos 

compostos flavonóides, a fim de não só, indicar quais propriedades físico-químicas faz-se 

importantes para cada tipo de mecanismo de atuação, mas também, contribuir para síntese 

de futuros fármacos, mais potentes e menos tóxicos, baseando-se nas propriedades ditas 

como importantes para ação dos mesmos. 

 

4 MÉTODOS 

4.1 CÁLCULO TEÓRICO DAS PROPRIEDADES DE ACIDEZ 

4.1.1 Propriedades de acidez em fase gasosa e em solução de compostos flavonóides com 

atividade anti-HIV-1 integrase 

Os flavonóides constituem um grupo de substâncias naturais que possuem 

atividades biológicas bastantes diversificadas (HAVSTEEN, 2002). As principais 

propriedades dos compostos flavonóides são a capacidade de modificar a atividade de 
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várias enzimas, interagirem com receptores específicos e proteger contra doenças 

oxidativas. Esta capacidade antioxidante é relacionada com o número e posições relativas 

dos grupos hidroxilas, sua conjugação e efeitos de ressonância. 

Na literatura, dois mecanismos (LEOPOLDINI, RUSSO E TOSCANO, 2006) - 

pelos quais antioxidantes fazem seu papel de proteção - foram propostos e largamente 

analisados. A transferência do átomo de hidrogênio, no qual um radical livre R
•
 remove um 

átomo de hidrogênio do antioxidante (ArOH): R
•
 + ArOH → RH + ArO

•
 e o mecanismo de 

transferência de um elétron, no qual o antioxidante doa um elétron para o radical livre: R
•
 + 

ArOH → R
−
 + ArOH

•+
. Nesta dissertação, realizamos um estudo teórico de acidez em fase 

gasosa e em solução de quinze compostos flavonóides com atividade anti-HIV-1 integrase 

(FESEN, POMMIER et al., 1994), com o objetivo de avaliar a provável posição de 

desprotonação destas moléculas e obter uma relação entre os valores de acidez e a atividade 

biológica dos compostos estudados. 

O programa Gaussian03 (FRISCH, TRUCKS et al., 2004) foi utilizado para os 

cálculos das propriedades de acidez relatadas no presente estudo. Todos os cálculos foram 

realizados utilizando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) (LEE, YANG et al., 1988) 

com o funcional híbrido B3LYP. Os flavonóides neutros, em solução e seus respectivos 

ânions foram otimizados sem restrição empregando os conjuntos de bases 6-311++G(d,p) 

(DITCHFIE.R, HEHRE et al., 1971; LEE, YANG et al., 1988; BECKE, 1993) com dupla-ζ 

polarização. A inclusão de funções difusas, dos conjuntos de bases, pode descrever 

adequadamente o comportamento, de longo alcance, de orbitais moleculares associados 

com sistemas aniônicos. 

As freqüências vibracionais foram calculadas para as moléculas neutras (ArOH) e 

seus rescpectivos ânions (ArO
•
), com o objetivo de obter a conformação de mínima energia 
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no ponto zero. Efeito do solvente foi calculado utilizando o modelo continuo polarizado 

(PCM), sendo a constante dielétrica em meio aquoso de 78,39. 

Análise das cargas NBO (FOSTER E WEINHOLD, 1980; REED, WEINSTOCK et 

al., 1985) foi utilizada para melhor descrever as estruturas eletrônicas do sistemas aquoso. 

A acidez em fase gasosa foi calculada em 298 K, como sendo a diferença de entalpia entre 

o ânion (A
−
) e suas espécies neutras (HA): ΔHacidez = HA− − HHA como descrito na literatura 

(LEOPOLDINI, RUSSO E TOSCANO, 2006). 

 

4.2 O MODELO 

As coordenadas iniciais para os cálculos de DM QM/MM foram retiradas da cadeia 

A da estrutura cristalina trímerica do HIV-1 (Figura 8a), a qual é complexada com o 

inibidor 5CITEP (Figura 8b), e localizada sob o código 1QS4 (GOLDGUR, CRAIGIE et 

al., 1999) no banco de dados de proteínas PDB (Protein Data Bank). A cadeia A da 

estrutura 3D contendo o inibidor 5CITEP foi utilizada como ponto de partida para a 

simulação de DM, pois é a única que liga o inibidor ao domínio catalítico da integrase, 

substituindo o 5CITEP pelo flavonóide quercetagetina (Figura 8c). 
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Figura 8. a) Domínio catalítico do HIV-1 integrase complexado com Mg
2+

 e o 

inibidor 5CITEP, cadeia A em azul, cadeia B em vermelho e cadeia C em cinza; b) inibidor 

5CITEP 1-(5- cloroindol-3-il)-3-hidroxi-3-(2H-tetrazol-5-il)-propanona e c) estrutura do 

flavonóide quercetagetina. 

 

O primeiro passo foi adicionar todos os átomos de hidrogênio ao sistema 1QS4-IN, 

os quais foram adicionados na proteína de acordo com cálculos eletrostáticos de pKa 

(GILSON, 1993; ANTOSIEWICZ, MCCAMMON et al., 1994), como implementado por 

Field, Bash et al., 1990; nenhum estado de ionização de aminoácidos foi predito. Os átomos 

de hidrogênio adicionados a proteína foram relaxados por meio de sucessivos passos de 

otimização através de diferentes algoritmos de busca: gradiente, gradiente conjugado e 

LBFGSB (BYRD, LU et al., 1995). Durante esse processo todos os átomos pesados da 

proteína e do inibidor foram mantidos através de uma constante umbrella de 1000 kJmol
-

1
Å

-2
. 

O segundo passo foi relaxar a proteína, a qual foi otimizada usando o esquema de 

retenção, aplicado apenas a estrutura básica dos peptídicos, mas com uma constante menor 

(100 kJmol
-1

Å
-2

). Em seguida, a proteína otimizada foi colocada em uma caixa cúbica de 

águas pré-otimizadas com dimensão de 80 Å (Figura 9), utilizando o eixo principal do 



33 
 

complexo inibidor-proteína, como o centro geométrico. As moléculas de água situadas em 

um raio de 2,8 Å de distância de um átomo pesado da proteína foram excluídas. Então, as 

moléculas de água restante na estrutura final foram relaxadas usando alguns passos do 

algoritmo de gradiente conjugado seguido por uma otimização LBFGSB. 

 

 

Figura 9. A enzima integrase no interior de uma caixa cúbica de molécula de água 

com dimensão de 80 Å 

 

O sistema final foi equilibrado com DM usando o método híbrido QM/MM de 

Langevin-Verlet de 100 ps. Todos os cálculos de DM foram realizados no programa 

DYNAMO (DYNAMO, 2000). Em todos os cálculos o inibidor foi tratado com o método 

semi-empirico AM1 (DEWAR, ZOEBISCH et al., 1985), enquanto o resto do sistema 

(proteína e água) foi descrito usando uma combinação dos campos de força OPLS-AA 

(JORGENSEN, MAXWELL et al., 1996) e TIP3P (JORGENSEN E JENSON, 1998). A IN 

foi colocada em uma caixa de água com dimensão de 80 Å, todo o sistema contém 15741 
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resíduos com total de 50215 átomos (ver Figura 9). Posteriormente, todo o sistema foi 

submetido a simulações de DM QM/MM até 1,0 ns, a uma temperatura de 300 K. 

 

4.3 SIMULAÇÃO POR DINÂMICA MOLECULAR UTILIZANDO O MÉTODO 

HÍBRIDO QM/MM PARA UM FLAVONÓIDES COM AÇÃO ANTI-HIV-1 

INTEGRASE 

O método de mecânica quântica combinado com o método de mecânica molecular 

(QM/MM) (WARSHEL E LEVITT, 1976; FIELD, BASH et al., 1990) foi desenvolvido 

para cálculos com proteínas e vem sendo usado para o estudo de reações enzimáticas 

(GARCIA-VILOCA, GAO et al., 2004; MARTI, ROCA et al., 2004), especialmente em 

catálise enzimática. No método QM/MM, o ligante é explicitamente tratado por um método 

quântico (QM). O ambiente protéico e/ou solvente são representados por campo de força da 

mecânica molecular (MM). Este método tem-se mostrado eficiente para o estudo de 

interações entre ligantes e proteínas no sistema HIV-1 protease (HENSEN, HERMANN et 

al., 2004) e em outros sistemas (GRATER, SCHWARZL et al., 2005). Recentemente, esta 

metodologia foi utilizada para obtenção da energia de interação entre a enzima e inibidor, 

de alguns inibidores de IN, a qual foi relacionada com sua atividade anti-HIV-1 (IN) 

(ALVES, MARTI et al., 2007b; a; 2008). Portanto, nesta dissertação, a energia de interação 

para o flavonóide quercetagetina foi calculada usando simulações de Dinâmica Molecular 

combinado com o método de Mecânica Quântica/Mecânica Molecular (QM/MM). Em 

seguida foram realizados cálculos para a decomposição de energia para determinar as 

contribuições individuais dos resíduos nas interações entre enzima-inibidor. 
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Neste sentido, foram estudadas, através da metodologia QM/MM e Dinâmica 

Molecular, as interações intermoleculares específicas entre a enzima integrase e o composto 

flavonóide quercetagetina, caracterizado como inibidor, a fim de criar um modelo para o 

estudo de novos inibidores de HIV-1.  

Nesta etapa, a proteína foi relaxada utilizando um algoritmo de otimização para 

fixar a cadeia peptídica com uma constante de força menor (100 kJ.mol
-1

Ǻ
-2

). Em seguida, 

foi inserida em uma caixa d’água com dimensão de 80 Ǻ, de águas pré-otimizadas, usando 

o eixo principal do complexo proteína-inibidor como centro geométrico (ver Figura 4). As 

moléculas de água que estavam a um raio de 2.8 Ǻ da proteína foram excluídas, e as demais 

moléculas de água foram otimizadas seguindo o LBFGSB algoritmo de otimização. 

O sistema final foi equilibrado através de simulações de dinâmica molecular de até 

1,0 ns, a uma temperatura de 300 K, com o método QM/MM. Em que somente os átomos 

do inibidor foram tratados com mecânica quântica, utilizando o método semi-empirico 

AM1, enquanto que, o resto do sistema (proteína e moléculas de água) foi descrito usando 

os campos de força OPLS-AA e TIP3P, respectivamente como implementado no programa 

DYNAMO. A etapa seguinte consistiu em congelar todos os resíduos de aminoácidos que 

se encontram a uma distância de 25 Å do centro do inibidor. Seguindo assim com os 

cálculos de DM QM/MM até atingir 1,0 ns de dinâmica, utilizando uma distância de corte 

(cutoff) para os não ligantes de 11 a 13 Å. 
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4.4 CÁLCULO DA ENERGIA DE INTERAÇÃO 

 A energia de interação para um sistema QM/MM pode ser obtida por: 
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// MMQM
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,        (1) 

onde é o hamiltoniano no vácuo para a parte QM selecionada, é a função de onda 

polarizada, que representa a energia do campo de força e  é a união entre o operador do 

subsistema QM e MM e inclui um termo eletrostático e de van der Waals. 

 A equação (1) pode ser escrita numa forma diferente a fim de definir a energia de 

interação QM/MM. De forma eficaz, a energia total pode ser escrita como a soma da 

energia QM do subsistema no vácuo, a energia de interação QM/MM e a energia MM: 
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onde Ψ
0
 é a função de onda padrão não polarizada (fase gasosa) do subsistema QM. A 

energia de interação (QM/MM) pode ser mais adiante decomposta considerando que o 

operador de junção entre os subsistemas QM e MM inclui um termo eletrostático e de van 

der Waals. Esta última contribuição é normalmente avaliada usando a expressão de 

Lennard-Jones: 

),,(),,(),(/ MMQM

QM

POLMMQM

QM

elecMMQMVW

Int

MMQM RRrERRrERREE          (3) 

onde R é a distância entre os centros de interação QM e MM. Como esta expressão não 

envolve coordenada eletrostática este termo de energia não precisa ser incluído na avaliação 

SCF da função de onda do subsistema QM. 
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4.5 CÁLCULOS DA ENERGIA DE DECOMPOSIÇÃO POR RESÍDUO 

 Para verificar a confiabilidade das estruturas e dos cálculos de energia de interação 

por resíduo, realizados pelo método AM1/MM, foram realizados cálculos DFT (Teoria de 

Densidade Funcional) para descrever a região híbrida QM/MM. A função B3LYP foi 

empregada com o conjunto de base 6-31G* para descrever a região QM do sistema, o qual 

inclui todos os átomos dos ligantes, enquanto que o campo de força OPLS-AA foi utilizado 

para a região MM. Esta estratégia foi utilizada por Guo et al., 2002 para estudar a 

estabilidade das ligações com um metal. 

A energia potencial para este estudo foi obtida da expressão QM/MM: 

MM
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MM EE
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q
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,,

0
ˆ           (4) 

MM
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elect

MMQMQM EEEEE //  ,             (5) 

onde EMM é a energia da região MM, é a energia de van der Waals entre as regiões QM e 

MM, incluindo as interações colombicas do núcleo QM (ZQM) e a interação eletrostática da 

função de onda polarizada (Ψ) com as cargas da proteína (qMM), e EQM é a energia na fase 

gás da função de onda polarizada. Algoritmos de otimização substituíram o termo de 

interação eletrostática por uma interação columbina, na qual as cargas dos átomos da região 

QM foram obtidas através de potenciais eletrostáticos baseados na densidade eletrônica. A 

energia potencial final pode ser expressa por: 
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Finalmente, a energia de interação entre o inibidor e o meio é calculada como a 

diferença entre a energia QM/MM e as energias QM e MM separadas. Considerando que a 
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região MM será descrita usando um potencial não polarizado, a energia de interação é dada 

pela seguinte expressão: 
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QMInt
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onde Ψ
0
 é a função de onda na fase gasosa do inibidor. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 PROPRIEDADES DE ACIDEZ EM FASE GASOSA E EM SOLUÇÃO DE 

COMPOSTOS FLAVONÓIDES COM ATIVIDADE ANTI-HIV-1 INTEGRASE 

A utilização do método DFT, para a determinação das propriedades de acidez em 

fase gasosa e em solução, demonstrou resultados satisfatórios. Em nossa análise, ambos os 

métodos são válidos e úteis para o desenvolvimento deste estudo. A Figura 10 mostra uma 

comparação entre os valores de acidez em fase gasosa e em solução (Tabela 2), este modelo 

apresentou coeficiente de correlação igual a 0,77 e distribuição linear da acidez. Os valores 

de acidez das moléculas 9, 11 e 12 identificadas como outliers foram omitidas para obter o 

modelo, o qual possui valores de resíduo padronizado maior que dois. Essas moléculas têm 

açúcares como substituinte nos anéis C e A, respectivamente, o que provavelmente 

influência o calor de formação (HF) destes compostos. Eles mostraram bons valores, com 

um baixo coeficiente de variação e um bom ajuste entre os dados de acidez. Portanto, DFT 

é um bom método para avaliar a acidez tanto em fase gasosa quanto em solução. 
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Figura 10. Comparação entre os valores de acidez em fase gasosa e em solução. 

 

 

Table 2. Valores de acidez dos flavonóides calculados a nível B3LYP/6-311++G** em 

fase gasosa e em solução, com suas respectivas posições de desprotonação. 

Compostos 
Acidez (kcal/mol) 

Fase gasosa Solução 

Phenol   

OH 345,1 303,8 

Quercetagetin   

3'-OH 337,6 302,6 

4'-OH 316,2 295,3 

3-OH 332,1 300,5 

5-OH 331,3 299,4 

6-OH 328,2 297,3 

7-OH 327,2 296,1 

Baicalein   

5-OH 337,6 300,7 

6-OH 330,9 296,6 

7-OH 323,7 299,3 

Robinetin   

3'-OH 323,6 298,2 

4'-OH 323,2 295,5 

5'-OH 338,9 302,6 

3-OH 337,7 302,0 

7-OH 322,4 296,7 

Myricetin   

3'-OH 335,7 302,3 

4'-OH 320,3 295,1 

5'-OH 322,9 298,5 
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3-OH 330,5 299,4 

5-OH 338,6 303,0 

7-OH 323,7 296,8 

Quercetin   

3'-OH 336,7 301,4 

4'-OH 315,9 298,9 

3-OH 332,1 299,8 

5-OH 338,9 303,0 

7-OH 323,8 296,7 

Fisetin   

3'-OH 325,5 301,5 

4'-OH 319,4 299,3 

3-OH 338,0 301,9 

7-OH 323,9 296,8 

Luteolin   

3'-OH 320,6 297,2 

4'-OH 325,1 298,5 

5-OH 345,0 304,9 

7-OH 326,7 296,6 

Myricetrin   

3'-OH 328,0 300,8 

4'-OH 317,8 296,3 

5'-OH 332,9 301,1 

5-OH 351,0 308,4 

7-OH 332,8 300,6 

Quercetrin   

3'-OH 329,8 250,2 

4'-OH 337,1 250,8 

5-OH 349,7 256,1 

7-OH 333,1 248,9 

Rhamnetin   

3'-OH 338,4 302,1 

4'-OH 317,2 294,6 

3-OH 333,6 299,6 

5-OH 339,1 301,9 

Avicularin   

3'-OH 333,5 292,6 

4'-OH 339,7 292,6 

5-OH 354,5 298,5 

7-OH 336,5 291,2 

Gossypin   

3'-OH 333,6 297,5 

4'-OH 313,7 295,7 

3-OH 329,8 299,6 

5-OH 350,5 302,5 

7-OH 339,7 301,6 

Morin   
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2'-OH 329,0 298,6 

4'-OH 324,0 298,7 

3-OH 331,2 299,7 

5-OH 334,7 301,6 

7-OH 320,4 295,9 

6-MeO-Luteolin   

3'-OH 320,6 297,2 

4'-OH 325,0 297,1 

5-OH 342,6 303,8 

7-OH 329,8 296,0 

Kaempferol   

4'-OH 324,1 298,5 

3-OH 333,1 299,7 

5-OH 338,3 302,3 

7-OH 324,2 296,6 

 

A Tabela 2 lista os compostos com seus respectivos valores calculados de acidez em 

fase gasosa e em solução. A ordem decrescente de acidez obtida foi 4’-OH > 7-OH > 3’-

OH > 3-OH > 6-OH > 5’-OH > 5-OH. Os compostos apresentaram maior acidez nos sítios 

de desprotonação 4’-OH e 7-OH. Por exemplo, o kaempferol em fase gasosa doa primeiro o 

próton H⁺ da posição 4’-OH, que apresenta maior acidez, enquanto que em fase aquosa a 

posição 7-OH irá perder o próton mais rapidamente, como pode se observado nas estruturas 

ressonantes do composto 15, em que há a formação de um íon pela perda de um próton da 

posição 4’ ou da posição 7 (Esquema 1). 

 

 

Esquema 1. Estruturas de ressonância do composto 15 para as posições 4’ e 7. 
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Os resultados de acidez em fase aquosa mostram que, com exceção do composto 2, 

o grupo OH da posição 7 é o sítio mais ácido em relação aos outros estudados, a presença 

de outras hidroxilas nas posições 3, 5 e 6 não modificam consideravelmente a acidez do 

grupo 7-OH. Os cálculos de acidez dos grupos hidroxilas dos compostos flavonóides (ver 

Tabela 2) confirmam a observação experimental, em que as posições 7-OH e 4'-OH das 

moléculas são as que preferencialmente desprotonam. 

Vários modelos de regressão linear foram obtidos a fim de correlacionar os valores 

de acidez com as atividades anti-HIV-1, integração e clivagem, dos flavonóides em estudo. 

Os modelos foram gerados com os valores de acidez, em fase gasosa e em solução, da 

posição 4’ do anel B e as atividades de integração e clivagem, separadamente para os 

compostos 1, 3, 4, 6, 7 e 13-15, apresentando valores elevados de R
2
 de 0,83 para acidez 

em fase gasosa versus a atividade de integração (Modelo 1) e R
2
 de 0,63 para acidez em 

fase gasosa versus a atividade de clivagem (Modelo 2), já em solução foram obtidos R
2
 de 

0,57 para integração (Modelo 3) e 0,59 para clivagem (Modelo 4). 

O Modelo 5 mostra a regressão linear obtida entre os valores de acidez em fase 

gasosa para as hidroxilas ligadas aos carbonos 7 para os compostos 2, 8, 9, 11 e 12 e a 

atividade de integração, este modelo apresentou R
2
 de 0,65. O mesmo conjunto de 

compostos foi utilizado para obter a regressão entre a acidez em fase gasosa das hidroxilas 

ligadas aos carbonos 7 e a clivagem, obtendo-se um R
2
 de 0,82 (Modelo 6), já em solução 

foram obtidos R
2
 de 0,36 para integração (Modelo 7) e 0,10 para clivagem (Modelo 8). 

 

Modelo 1 

IC50 integração = 85,9 – 0,251 acidez em fase gasosa da posição 4’ 

N = 8; R
2
= 0,76; R

2
aj.= 0,66; s = 0.54 e Q

2
 = 0,45 
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Modelo 2 

IC50 clivagem = 63,8 – 0,183 acidez em fase gasosa da posição 4’ 

N = 8; R
2
= 0,63; R

2
aj.= 0,57; s = 0,48 e Q

2
 = 0,28 

 

Modelo 3 

IC50 integração = 128,0 – 0,415 acidez em solução da posição 4’ 

N = 8; R
2
= 0,57; R

2
aj.= 0,50; s = 0,60 e Q

2
 = 0,18 

 

Modelo 4 

IC50 clivagem = 103,0 – 0,329 acidez em solução da posição 4’ 

N = 8; R
2
= 0,59; R

2
aj.= 0,53; s = 0,50 e Q

2
 = 0,26 

 

Modelo 5 

IC50 integração = 22,8 – 0,054 acidez em fase gasosa da posição 7 

N = 5; R
2
= 0,65; R

2
aj.= 0,53; s = 0,30 

 

Modelo 6 

IC50 clivagem = 42,3 – 0,113 acidez em fase gasosa da posição 7 

N = 5; R
2
= 0,82; R

2
aj.= 0,77; s = 0,40 

 

Modelo 7 

IC50 integração = 1,7 + 0,107 acidez em solução da posição 7 

N = 5; R
2
= 0,36; R

2
aj.= 0,15; s = 0,40 
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Modelo 8 

IC50 clivagem = 1,54 + 0,105 acidez em solução da posição 7 

N = 5; R
2
= 0,10 

 

A Tabela 3 mostra a representação gráfica dos modelos de regressão linear obtidos 

entre os valores de acidez em fase gasosa e em solução para as hidroxilas ligadas aos 

carbonos 4’ e 7 para os compostos 1, 3, 4, 6, 7, 13-15 e 2, 8, 9, 11, 12 e as atividades de 

integração e clivagem, respectivamente.  

 

Tabela 3. Mostra a representação gráfica dos modelos de regressão linear obtidos 

entre os valores de acidez em fase gasosa para a posição 4’-OH do anel B e as atividade de 

(a) integração e (b) clivagem, assim como os modelos obtidos entre os valores de acidez em 

solução aquosa para a posição 4’-OH, para ambas atividades de (c) integração e (d) 

clivagem. 
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Estes modelos além de descreverem os pontos estratégicos de desprotonação 

relacionados com a atividade, estão de acordo com o estudo de SAR feito por Fesen et al., 

1994, onde descreve que, presença de três hidroxilas no anel bezopiranona e de hidroxilas 

orto no anel fenila, nos C3’, C4’ e C5’ sejam de fundamental importância para a atividade. 

Os valores de acidez em fase gasosa para os quinze compostos flavonóides, que 

possuem de três a seis grupos hidroxila ácidas, foram calculados e são mostrados na Tabela 

2. Em geral, os grupos mais ácidos são os das posições 4'-OH e 7-OH ou 3'-OH, e o menos 

ácido é o grupo 5-OH, seguindo a ordem de acidez: 4'-OH> 7-OH> 3'- OH> 3-OH> 6-OH> 

5'-OH> 5-OH. Para os compostos que não possuem o grupo 4'-OH, o grupo 7-OH é o mais 

ácido. O grupo 4'-OH é o mais ácido para os compostos: 4-6, 8, 10, 12 e 15, enquanto que o 

7-OH ou 3'-OH é a posição mais ácidas para 1-3, 13 ou 7, 9, 11, 14, respectivamente (ver 

Tabela 2). Para todos os casos, a carga em qualquer das posições 4’-OH ou 7-OH podem 

ser estabilizadas através da ressonância entre os anéis B e C ou A e C. Quando há dois 

grupos hidroxilas adjacentes no anel B, a ligação de hidrogênio intramolecular é outro fator 

importante para a estabilização de ânions, ou seja, dos compostos 1, 5, 6, 10 e 12. Para os 

compostos 1-3 e 13 a carga na posição 7-OH pode ser estabilizada por meio da ressonância 

entre os anéis A e C. Para todos os estudos de ânions, o grupo 5-OH é sempre o menos 

ácidos, com exceção dos compostos 3 e 6, que não apresentam hidroxila na posição 5-OH, 

o que não surpreende, pois é provável que uma ligação de hidrogênio entre as posições 5 e 

o oxigênio 4-ceto existe na forma neutra, portanto, fazendo a remoção do próton 

energeticamente mais desfavorável. Como pode ser visto a partir dos resultados, a 

estabilização da taxa através de ressonância e ligações de hidrogênio são dois importantes 

fatores determinantes para o processo de desprotonação e acidezes resultante. Nossos 

resultados estão completamente de acordo com dados da literatura. 
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Os padrões de ligações de hidrogênio são mantidos no curso da molécula base aos 

produtos desprotonação, mesmo anel desprotonação do B implica a reorganização do 

conformero mais estável. 

O ânion mais estável 4'-OH e o primeiro mínimo relativo 7-OH da quercetagetina 

em torno de 10,9 kcal/mol são estabilizados pela deslocalização da carga negativa que se 

espalha a partir do sítio de desprotonação para o grupo 4-ceto no anel C. Os outros ânions 

3-OH e 5-OH são encontrados 15,9 e 15,0 kcal/mol acima do mínimo global, por causa da 

repulsão eletrônica entre dois átomos de oxigênio adjacente. Essa diferença na estabilização 

dos ânions é de certa forma reduzida pela presença do meio de água (as lacunas são 0,5, 5,2 

e 4,1 kcal/mol para o 7-OH, 3'-OH, e 5-OH, em comparação ao mínimo 4'-OH, 

respectivamente). 

Para os compostos 4-6, 8, 12 e 15, o ânion mais estável na fase gasosa é o da 

posição 4'-OH. Para os compostos 1-3 e 13 o ânion mais estável na fase gasosa é o 7-OH. 

Os compostos restantes têm estabilidade na espécie 3'-OH, que pode ser explicado pelo fato 

de que ele é o único ânion em que a carga negativa está confinado no anel B, como se pode 

afirmar, analisando as suas estruturas de ressonância. Para as outras espécies, a carga 

negativa pode, em princípio, ser deslocalizados ao longo da molécula inteira, com uma 

consequente estabilização do ânion. Em solução os valores de energia relativa indicam o 

ânion 4'-OH como o conformero mais estável, mesmo que seja praticamente isoenergéticas 

com o 7-OH (∆E = 0,1 kcal / mol). Os grupos 3'-OH, 4'-OH e 3-OH são encontrados em 

9,4, 0,7 e 3,5 kcal/mol acima do mínimo 7-OH. 

O grupo 5-OH é energeticamente menos favorecido devido a repulsão eletrônica 

entre o oxigênio carregado negativamente ligado ao carbono C5 e do oxigênio da carbonila 
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em anel C. A ordem de estabilidade entre 4'-OH e 7-OH é revertida na presença de água. A 

diferença energética entre todos os ânions parece ser decididamente menor. 

Os ânions quercetina são sistemas planares em que a carga negativa é deslocalizada 

no anel B e C ou no anel A e C. Consequentemente, a desprotonação do sítio 4' para o 

ânion mais estável, no qual a ligação de hidrogênio padrão é o efeito estabilizador principal. 

A interação da ligação de H torna-se menos importante em meio aquoso, onde as interações 

íon-dipolo predominam. O grupo 3'-OH torna-se a mais estável. Estes resultados estão de 

acordo com dados da literatura (Leopoldini et al., 2006). 

A acidez em fase gasosa para o fenol foi de 345,1 kcal/mol, o qual foi utilizado 

como um sistema de referência, enquanto o valor correspondente em solução de água foi de 

303,8 kcal/mol (ver Tabela 2). A acidez experimental obtidas por transferência de fase de 

gás equilíbrios de prótons, de 346,9 kcal/mol (MCMAHON E KEBARLE, 1977) parece 

estar bem reproduzida. No fenol, a desprotonação do grupo ácido conduz a uma espécie 

aniônica em que o par de elétrons é deslocalizada sobre o anel aromático (Esquema 1), a 

carga negativa provoca uma redução na energia de solvatação total, que é particularmente 

forte para os solventes próticos como a água. 

Todos os valores relativos de acidez para o fenol e os flavonóides quinze foram 

determinados considerando o ânion mais estável. Com base nos valores de acidez crescente 

de gás fase, os flavonóides podem ser ordenados do seguinte modo: Gossypin (313,7 

kcal/mol)> quercetina (315,9 kcal/mol)> Quercetagetin (316,2 kcal/mol)> ramnetina (317,2 

kcal/mol)> Myricetrin (317,8 kcal/mol)> fisetina (319,4 kcal/mol)> Miricetina (320,3 

kcal/mol)> Morin (320,4 kcal/mol)> luteolina e o 6-MeO-luteolina (320,6 kcal/mol)> 

Robinetin (322,4 kcal/mol)> Baicalein (323,7 kcal/mol)> Kaempferol (324,1 kcal/mol)> 

quercetrina (329,8 kcal/mol)> Avicularin (333,5 kcal/mol). Como se pode observar, a 
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acidez encontra-se em um intervalo de 313,7-333,5 kcal/mol. Adicionalmente, indicações 

da literatura (MARTINS, LEAL et al., 2004) para canferol, miricetina, quercetina 

apresentam a mesma ordem de acidez obtida em nossa investigação, apesar de algumas 

diferenças em valores absolutos terem sido encontrados. De fato, nossos resultados de 

acidez em fase gasosa são mais baixos. Finalmente, as contribuições para a estabilidade 

ânion surgir de formação da ligação entre o oxigênio negativo e as hidroxilas adjacentes. 

Por exemplo, os valores de acidez para kaempferol, o que falta a funcionalidade de orto-

dihidroxi, confirmam o efeito estabilizador das ligações de hidrogênio.  

Em meio aquoso, a tendência é até certo ponto diferente da fase gasosa uma: 

Avicularin (291,2 kcal/mol)> ramnetina (294,6 kcal/mol)> Miricetina (295,1 kcal/mol)> 

Quercetagetin (295,3 kcal/mol)> Robinetin ( 295,5 kcal/mol)> Gossypin (295,7 kcal/mol)> 

Morin (295,9 kcal/mol)> 6-MeO-luteolina (296,0 kcal/mol)> Myricetrin (296,3 kcal/mol)> 

Baicalen, luteolina, e kaempferol (296,6 kcal/mol)> quercetina (296,7 kcal/mol)> fisetina 

(296,8 kcal/mol)> quercetrina (300,8 kcal/mol). É interessante notar que os valores de 

acidez absoluta para todos os compostos são muito menores que os correspondentes na fase 

gasosa. 

O mapa do potencial eletrostático é uma superfície que corresponde a uma 

isodensidade de 0,002 u. e se torna importante para o entendimento de interações do tipo 

covalentes que ocorrem em superfícies moleculares. Portanto, foram calculados os mapas 

do potencial eletrostático para os 15 flavonóides estudos, a fim de exemplificar as regiões 

nucleofílicas (potencial eletrostático negativo) e eletrofílicas (potencial eletrostático 

positivo) sobre os átomos de hidrogênio. 

Na figura 11, podemos observar que os compostos flavonóides 1, 4-6, 8, 10, 12 e 15 

apresentam a região eletrostática mais positiva (potencial eletrostático positivo, em azul) 
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sobre a posição 4’ do anel B, enquanto que os compostos 2, 3 e 13 e os compostos 7, 9, 11 

e 14 apresentam a região eletrostática mais positiva sobre as posições 7 e 3’, 

respectivamente. 

Dados da literatura (JOVANOVIC, STEENKEN et al., 1994; LEMANSKA, 

SZYMUSIAK et al., 2001; HIMO, NOODLEMAN et al., 2002; MARTINS, LEAL et al., 

2004; LEOPOLDINI, RUSSO, CHIODO et al., 2006) relacionam a facilidade de perda do 

hidrogênio com a atividade antioxidante de alguns compostos flavonóides, estes estudos 

verificaram que a atividade antioxidante dos flavonóides aumentava com os valores de 

acidez. Pode-se observar na Figura 11, que os hidrogênios mais ácidos pertencem à 

hidroxila ligada ao carbono 4’, pois estes hidrogênios são os mais positivos segundo a 

superfície do potencial eletrostático e dos valores calculados de acidez (ver Tabela 2). Isto 

significa que, quando essas moléculas perdem um cátion H+, o hidrogênio sai com maior 

facilidade da hidroxila ligada ao carbono 4’.  
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1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 

10 11 12 

13 14 15 

Figura 11. Mapas do potencial eletrostático para os compostos flavonóides 

estudados. O aumento da carga é representado do vermelho (região negativa) ao azul 

(região positiva). 
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Como a reação entre os inibidores e a integrase ocorre em meio aquoso, podemos 

observar através dos mapas dos potenciais eletrostáticos e dos valores de energia de 

desprotonação na Tabela 2, que os compostos 1, 3-15 em meio aquoso possuem valores de 

energia de desprotonação mais baixos nas hidroxilas ligadas aos carbonos 7 e 4’, como 

estes valores são próximos a posição mais favorável para a saída do cátion H
+
 é da 

hidroxila ligada ao carbono 7 ou 4’, o que está de acordo com dados da literatura 

(LEMANSKA, SZYMUSIAK et al., 2001) em que indicam que a provável posição para 

saída do hidrogênio é das posições 7 do anel A ou 4’ do anel B. Portanto, pode-se concluir 

que os ânions provenientes das moléculas desprotonadas na posição 4’ ou 7 são os mais 

estáveis conforme previsto pela superfície de potencial eletrostático, valores calculados de 

acidez e por dados da literatura. 

 

5.2 CÁCULO DE pKa PARA ENZIMA INTEGRASE 

 A molécula 1, composto flavonóide com maior valor de atividade anti-HIV-1 IN, 

foi complexada com a enzima integrase. Os átomos de hidrogênio da enzima foram 

adicionados de acordo com os cálculos teóricos de pKa, baseados em um tratamento 

estatísticos do potencial eletrostático para os aminoácidos, como implementado por Field, 

Bash et al., 1990, em que o estado de protonação para um determinado resíduo é dado pelo 

potencial eletrostático, o qual é influenciado por átomos vizinhos. De acordo com os 

resultados para os cálculos de pKa, realizados através do método “cluter method”, nenhum 

estado de ionização de aminoácidos foi predito, ou seja, não foi observado resíduos de 

aminoácidos fora do estado padrão de ionização.  
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5.3 DINÂMICA MOLECULAR QM/MM 

Conforme explicado na Metodologia, simulações de DM com o método híbrido 

QM/MM de 1,0 ns para a enzima integrase complexada com o composto flavonóide 

quercetagetina foram realizadas. As estruturas finais obtidas após simulações de DM 

QM/MM de 1,0 ns são mostradas na Figura 12, enquanto que na Figura 13 são mostradas 

as interações entre as quatro conformações do inibidor e os principais resíduos de 

aminoácidos, ou seja, aqueles que têm maior interação com o inibidor.  

 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

Figura 12. Representação da interação entre a enzima IN, o inibidor quercetagetina, 

em quatro conformações diferentes, e o cátion Mg
2+

. 
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De acordo com a Figura 12, podemos observar que após as dinâmicas ambas as 

conformações se mantêm alinhadas no centro ativo interagindo com os principais resíduos 

de aminoácidos, o que está de acordo com dados cristalográficos (GOLDGUR, CRAIGIE 

et al., 1999).  

Os resíduos Asp116, Asp64, Glu152, Lys156, Thr115 e Leu63 são de fundamental 

importância para a atividade anti-HIV-1 para a conformação A, podemos observar na 

Figura 8a que as hidroxilas do anel B interagem com os resíduos Asp116 e Asp64 através 

de ligações de hidrogênio, e com Mg
2+

 através de uma atração eletrostática criada pelos 

elétrons  do anel aromático. Estas interações são responsáveis pela orientação adotada 

pelo inibidor, o qual se localizada na interface entre a IN e o DNA. 

Na conformação B podemos observar que o resíduo Thr66 não interage diretamente 

com o inibidor (Figura 8b), mas estabiliza a cavidade criada pelos resíduos Asn155 e 

Lys156 através de uma ligação de hidrogênio com Lys159. 

Outro resíduo que parece ser essencial para a atividade é o resíduo carregado 

negativamente Glu152. Seu papel parece ser semelhante ao Thr66: ele interage com Lys156 

e Gln148 resíduos, estabilizando a estrutura da cavidade ao redor do inibidor. 

Finalmente, como observado na Figura 13, existem algumas moléculas de água que 

interagem com o inibidor, estabilizando o complexo. Em particular, uma moléculas de 

água, que faz parte da esfera de coordenação do íon Mg
2+

, interage com os elétrons-π do 

anel de benzeno central (Figura 13).  
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A 

 

B 

C D 

Figura 13. Representação das interações mais importantes entre os resíduos da integrase e 

as quatro diferentes conformações do inibidor (quercetagetina) na enzima IN. 

 

A Tabela 4 mostra os valores das energias de interação proteína-inibidor para os 

quatro sistemas, com o inibidor neutro e desprotonado nas hidroxilas ligadas ao carbono 4’ 

do anel B e carbono 7 do anel A. A partir da Tabela 2 e Figura 13, podemos inferir que 

dependendo do estado de ionização, o inibidor poderá interagir de três formas diferentes: 
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a) O inibidor interagindo na forma neutra, provavelmente irá adotar a conformação 

A;  

b) O inibidor interagindo na forma ionizada na posição 4’ a conformação adotada 

pelo inibidor será a C;  

c) O inibidor interagindo na forma ionizada na posição 7 provavelmente a 

conformação adotada pelo inibidor será a B. 

 

Tabela 4. Energia de interação média entre a enzima integrase e os compostos 

neutros (segunda coluna) e desprotonados nas posições 4’ (terceira coluna) e 7 (quarta 

coluna). 

Conformação 
Eint (kcal/mol) 

Neutro 

Eint (kcal/mol) 

Posição 4’ 

Eint (kcal/mol) 

Posição 7 

A -258,35 -570,26 -612,80 

B -251,86 -649,41 -629,17 

C -252,60 -680,47 -600,40 

D -200,34 -601,07 -582,46 

 

 

Estes resultados mostram que dependendo do estado de protonação do inibidor 

quercetagetina, a forma de interação com a enzima IN pode variar de acordo com a 

conformação e as diferentes posições de interação. Levando em consideração o menor valor 

de energia de interação (-680 kcal/mol) a molécula pode interagir preferencialmente na 

forma desprotonada na posição 4’, a qual é a mais estável, este resultado está de acordo 

com os cálculos teóricos de acidez para o composto 1 e dados da literatura. 
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 (a) 

 (b) 

 (c) 

 

Figura 14. Representação da energia de interação para (a) molécula neutra e seus 

íons (b) 4’ e (c) 7 para cada sistema dos últimos 100 ps de DM. 
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A partir da Figura 15, podemos observar a contribuição individual dos resíduos para 

a energia de interação total, como o inibidor interage com os resíduos Asp64, Glu97, 

Asp116 e Lys159. Essas interações favorecem a estabilização do complexo inibidor de 

proteína, como observado na Figura 8a. Em particular, Asp64, Asp116 e Leu63 interagem 

com o íon Mg
2+

 e um dos átomos de hidrogênio do grupo hidroxila do inibidor, esta 

interação parece ser essencial para a manutenção da estrutura do complexo proteína-metal-

inibidor. 

 

Figura 15. Gráfico da energia de interação por resíduo. 

 

 A partir dos resultados de energia de interação por resíduo observamos que o 

complexo enzima-inibidor, a estrutura próxima ao centro ativo e a região do centro ativo 

não sofre grande variações depois de 1 ns de dinâmica, as regiões de α-hélice e β-sheet se 

mantém alinhadas, entretanto as regiões de loop onde estão os aminoácidos mais 

importantes do centro ativo sofrem pequenas variações nas posições com a mudança na 

conformação do inibidor. 
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6 CONCLUSÃO 

Este trabalho nos fornece uma percepção do comportamento da quercetagetina, 

potencial inibidor do HIV-1 integrase, no sítio ativo da enzima através de cálculos de DM 

QM/MM efetuados para a enzima integrase complexada com o flavonóide quercetagetina 

para determinar a energia de interação proteína-inibidor. Como observado na análise das 

interações individuais, a influência dos resíduos Asp64, Lys156, Glu152, Asp116, Thr115 e 

Lys159 parece ser importante para a interação estabelecida entre o inibidor e o sítio ativo. 

Essas interações, em conjunto com a estabelecida com as moléculas de água da cavidade 

criada pela proteína e Mg
2+

, podem ser responsáveis pela atividade anti-HIV. Portanto, a 

orientação do inibidor no complexo fica próxima a orientação adotada pelo 5CITEP na 

estrutura cristalina. 

As interações estabelecidas entre o inibidor com os resíduos de aminoácidos, a água 

e o cátion Mg
2+

 são essenciais à atividade catalítica. Estes resultados podem ser úteis no 

planejamento racional de novos e potentes compostos com atividade anti-HIV-1. 

Os cálculos de acidez dos grupos hidroxilas dos compostos flavonóides (Tabela 2) 

confirmam a observação experimental, em que as posições 7-OH e 4’-OH das moléculas 

são as que preferencialmente desprotonam. E quanto maior for a acidez dos compostos, 

maior é a sua facilidade para interagir com a enzima. 

Em conclusão, temos investigado por meio da teoria do funcional de densidade em 

fase gasosa e em solução a acidez de alguns compostos flavonóides amplamente 

reconhecido como possíveis inibidores de integrase. O elevado nível de cálculos eletrônicos 

nos permitiu calcular o acidezes absoluta, bem como as acidezes dos vários grupos 

hidroxila que pertencem à mesma molécula polifenólicos. Os grupos hidroxila ligados ao 
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carbono 4’ do anel B e 7 do anel A mostraram maior acidez, ou seja, são os locais mais 

prováveis de desprotonação, devido à maior possibilidade de deslocalizar o par de elétrons. 

A posição 4’ é favorecida quando pontes de hidrogênio entre hidroxilas adjacentes estão 

presentes. Os compostos mais ácidos são aquelas caracterizadas por um elevado grau de π-

deslocalização de elétrons, o qual rende desprotonação de espécies aniônicas estabilizado 

por fenômenos de ressonâncias. Este trabalho pode fornecer alguma informação útil sobre o 

mecanismo de inibição que ocorre através da quelação de metais de transição. Os resultados 

obtidos nesse trabalho podem ajudar no planejamento de novos inibidores da enzima 

integrase. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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