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RESUMO

Os flavondides sdao um grupo de compostos polifendlicos de ocorréncia natural encontrados
nos vegetais, frutas e cereais. Durante as ultimas décadas, os flavondides tém recebido
crescente interesse, uma vez que muitos estudos bioquimicos e epidemioldgicos tém
demonstrado que possuem efeitos benéficos para a saude humana. Uma das principais
propriedades dos flavonoides é a inibicdo da replicacao do virus da imunodeficiéncia. Nesta
dissertacdo apresentam-se resultados do uso dos métodos computacionais: Mecanica
Quaéntica/Mecanica Molecular (QM/MM) e Dinamica Molecular (DM) aplicados ao estudo
das interacdes entre a enzima integase (IN) do HIV-1 e o flavonoide quercetagetina.
Através destes métodos foi possivel identificar os principais tipos de interacbes que
ocorrem entre os residuos da IN e o inibidor quercetagetina. Além disso, apresenta-se
também nesta dissertacdo a acidez em fase gasosa e em solucdo para quinze compostos
flavonoides determinados através de calculos teéricos B3LYP/6-311++G(d,p). O objetivo
foi encontrar o sitio de desprotonacdo dos compostos e correlacionar as propriedades de
acidez com a atividade anti-HIV-1. As informacdes reportadas nesta dissertacdo podem ser
usadas para o planejamento de novos inibidores de IN. Uma vez que os resultados

fornecem informacéo sobre o mecanismo de inibi¢do usado por essas moléculas.

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

propriedades de acidez.



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 INTRODUCAO

O Virus da imunodeficiéncia Humana (HIV) é o agente etnologico causador da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), o qual tem a capacidade seletiva de
infeccionar o sistema imunologico responsavel 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 milhdes de pessoas
estdo infectadas com o virus. No ciclo de vida do retrovirus (HIV), trés enzimas séo
codificadas pelo gene pol do HIV: transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e protease
(PR), estas enzimas sao essenciais para a replicacao viral, por esse motivo tornam-se alvos
importantes para o desenvolvimento de farmacos contra AIDS. A IN é o mais recente alvo
estudado no combate ao HIV, uma vez que inibidores de transcriptase reversa e protease
tém apresentado toxidez e resisténcia 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 laboratério Merk um novo inibidor de integrase, que se encontra em fase de teste
clinico (POMMIER, Y., A. A. JOHNSON, et al., 2005). Todavia, ainda ndo é conhecido o
mecanismo de acao dos inibidores de integrase, bem como 0 mecanismo de integracéo.

O HIV-1 (IN) é um alvo valido e atrativo para o desenvolvimento de farmacos
contra a AIDS, pois é de grande importancia para o ciclo de vida viral e também néo
existem analogos em células humanas (POMMIER, Y., A. A. JOHNSON, et al., 2005). A
IN catalisa a integracdo do cDNA no genoma humano, facilitando a replicacdo viral de
maneira estdvel e sustentando a infecgdo. Estudos in vitro usando recombinacdo de
proteinas permitiu a distin¢do entre as duas principais reacOes catalisadas pela IN, chamada

processamento 3’ e transferéncia de fita de DNA. Ambas as reagdes consistem em um
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ataque nucleofilico de uma ligacdo fosfodiester por um grupo hidroxila e requer um ion
metalico divalente (Mg?* ou Mn?*) como um cofator (BROWN, 1997). Entretanto, o
mecanismo de inibicdo ainda ndo esta claro. Existem algumas propostas na literatura para
justificar a atividade anti-HIV (IN), por exemplo, para moléculas aromaticas foi sugerido
que a interacdo do anel aromatico com o ion metélico, interacdo do tipo céation-n
(NICKLAUS, NEAMATI et al., 1997; MARCHAND, ZHANG et al., 2002; Pais, Zhang et
al., 2002), é responsavel pela atividade apresentada. H& também a possibilidade de uma
interacdo tipo carga-carga entre o ion metélico e o ligante idnico ou cargas parciais do
ligante. Foi mostrado que ambos os tipos de interacdo podem coexistir no sitio ligante
(DOUGHERTY, 1996). Outros trabalhos também tém sugerido um modo de atuacdo no
qual o inibidor atua como um agente quelante (POMMIER, JOHNSON et al., 2005).

Flavonoides sdo compostos polifendlicos amplamente encontrados no reino vegetal
e que possuem atividades bioldgicas bastante diversificadas. Alguns compostos flavonéides
apresentam acao anti-HIV, entretanto a forma de atuacdo desses compostos na inibigéo do
virus pode ser de forma diferente, por exemplo, o quercetin que € 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 tém indicado compostos flavonoides como
inibidores da integrase (FESEN, POMMIER et al., 1994; RAGHAVAN, BUOLAMWINI
et al., 1995). Desse modo, torna-se fundamental compreender o mecanismo de acdo dos
compostos flavonoides, a fim de néo so, indicar quais propriedades fisico-quimicas faz-se

importantes para cada tipo de mecanismo de atuacdo, mas também, contribuir para sintese
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de futuros farmacos, mais potentes e menos toxicos, baseando-se nas propriedades ditas
como importantes para acdo dos mesmos.

O método de mecénica quantica combinado com o método de mecéanica molecular
(QM/MM) (WARSHEL E LEVITT, 1976; FIELD, BASH et al., 1990) foi desenvolvido
para célculos com proteinas e vem sendo utilizado em estudos de reacBes enzimaticas
(GARCIA-VILOCA, GAO et al., 2004; MARTI, ROCA et al., 2004), especialmente em
catélise enziméatica. No método QM/MM, o ligante € explicitamente tratado por um método
quantico (QM). O ambiente protéico e/ou solvente sdo representados por campo de forca da
mecanica molecular (MM). Este método tem-se mostrado eficiente para o estudo de
interacOes entre ligantes e proteinas 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 obtencédo da energia de interacdo 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 dissertacao,
também realizaremos simula¢des de Dindmica Molecular (DM) com o método de Mecanica
Quéntica/Mecanica Molecular (QM/MM) para determinar a energia de interagdo e a
energia de decomposicao por residuo a fim de determinar as contribui¢fes individuais dos
residuos nas interagcdes entre enzima e inibidor. Além de realizar célculos utilizando a
Teoria do Funcional de Densidade (DFT) para um conjunto de 15 flavondides, com
objetivo de verificar a posi¢do mais favoravel de desprotonagio do hidrogénio (H"). Estes
dados foram relacionados com os resultados de DM, os quais estdo de acordo com dados da

literatura.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudos tedricos de flavondides com atividade anti-HIV-1 IN, através das
metodologias QM/MM e Simulagdo por Dindmica Molecular, visando contribuir para o

entendimento do mecanismo de agdo dessas moléculas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Realizar um estudo tedrico de acidez em fase gasosa e em solucdo para quinze
compostos flavondides com atividade anti-HIV-1-IN, com objetivo de avaliar a provavel
posicdo de desprotonacdo destas moléculas.

2.2.2 Estudar através de metodologias QM/MM e Dindmica Molecular interacoes
intermoleculares especificas entre a enzima integrase e os flavonoéides com atividade anti-
HIV-1 IN, buscando identificar os principais tipos de interacbes que ocorrem no
acoplamento entre estes possiveis farmacos e a enzima integrase.

2.2.3 Dar uma contribuicédo a nivel molecular para o mecanismo de a¢do 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 TEORICOS

3.1 PROBLEMATICA - O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

O HIV, pertencente a familia dos lentivirus e é considerado um retrovirus RNA, o
qual foi originalmente designado virus T linfotropico humano (HTLV)-IIl. Este virus
codifica um DNA-polimerase em RNA-dependente (transcriptase reversa) e se replicar
através de um DNA intermediario, a copia 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 Virus da Imunodeficiéncia Humana
Tipo 1 (HIV-1) que é o mais patogénico, cerca de 99% dos casos, e o Virus da
Imunodeficiéncia Humana Tipo 2 (HIV-2) que é menos patogénico, encontrado
predominantemente no oeste da Africa (TRINITAPOLLI, 2009).

De acordo com recente boletim do Programa das Nagfes Unidas para HIV/AIDS
(UNAIDS) sobre a situagdo do HIV, no mundo, aproximadamente 33,4 milhdes de pessoas
estdo atualmente infectadas pelo virus (Figura 1), deste total 31,3 milhfes sdo pessoas
adultas, 15,7 milhdes sdo mulheres e 2,1 milhdes sdo criangcas com menos de 15 anos de
idade, na America latina, os indices de HIV atingem cerca de 2,0 milhGes de pessoas, 0 que
torna esta doenga um dos principais problemas de sadde publica mundial (UNAIDS, 2009).
A Figura 1 mostra 0 mapa com as areas destacadas em vermelho, as quais sdo as que
possuem maior numero de casos, os dados foram obtidos dividindo o nimero de adultos
(15-49 anos) vivendo com AIDS, pela populacéo adulta (15-49 anos) de cada pais.

O ciclo de vida do retrovirus (Figura 2) requer trés regides principais: a regido gag,
que codifica as proteinas estruturais internas p17 (MA), p24 (CA), p7 (NC) e p6, a regido

pol, que codifica a protease (pl11, PR), transcriptase reversa (p66/p51, RT) e integrase (p31,
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IN) e, finalmente, a regido env, responsavel pela codificacdo das proteinas do envoltorio,
gp120 (SU) e gp4l (TM) (FRANKEL E YOUNG, 1998). O genoma do HIV-1 codifica
ainda seis outras proteinas acessorias, sendo duas (tat e rev) relacionadas com a regulagao

da expressdo génica (FRANKEL E YOUNG, 1998).

Prevaléncia em adultos (%)

B 150 9%-28,0%
50%-<15,0%
1,0%-<50%
05%-<1,0%
0,1%-<0,5%
<0,1%

Dados néao disponiveis

JUENN

Figura 1. Uma visdo global da infec¢do pelo virus HIV, as &reas em vermelho
mostram os paises com maior nimero de casos, os dados foram obtidos dividindo o nimero
de adultos (15-49 anos) vivendo com AIDS, pela populacdo adulta (15-49 anos) de cada
pais. Source 2008 Report on the global AIDS epidemic, July 2008, UNAIDS
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Figura 2. Ciclo de replicacdo do HIV. 1 adsorc¢do; 2 fusdo; 3 desencapeamento; 4
transcricdo reversa; 5 integracdo ao genoma do hospedeiro; 6 transcricdo em RNA viral
gendémico e mRNA; 7 traducdo em poliproteinas env, gag e gag-pol; 8 montagem; 9
brotamento; 10 maturacdo (D'’ANGELO, MOUSCADET et al., 2001)

O virus infecta particularmente as células contendo, em sua superficie, a molécula
CD4, a qual é encontrada em células imunoldgicas, principalmente nas T-auxiliares, as
quais auxiliam o sistema imunoldgico, e também nas macrofages, células que flutuam pelo
organismo combatendo bactérias e outros germes. O HIV penetra nessas células grudando-
se no receptor da CD4 por meio da glicoproteina de superficie gp120. Uma vez grudado na
CD4, o HIV, para completar a fusdo, ativara outras proteinas na superficie da célula
humana conhecida como receptores CCR5 (ALKHATIB, LOCATI et al., 1997) e CXCR4
(BERGER, 1997). Uma vez ocorrida a fuséo (LU, SEUFERT et al., 1997), 0 RNA do virus,
e algumas enzimas importantes, séo 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 virus. Nesse estagio, as duas variacdes do DNA
dividem-se, formando uma nova variacdo do RNA viral, os quais sdo, algumas vezes,
chamados de RNA mensageiro. Os blocos formadores de proteinas, constituidos dentro da
celula humana, produzirdo a nova particula do HIV. Estes blocos séo criados através da
traducdo das informacdes fornecidas pelo mensageiro do RNA. Os blocos formadores de
proteinas sdo cortados em partes menores pela enzima viral denominada protease. Essas
partes formam a estrutura da nova particula do HIV que inclui cada uma das enzimas e
proteinas necessarias para a repeticdo do processo reprodutivo. Uma vez ocorrida a
formagdo, a nova particula do virus sai da célula humana e entra na corrente sanguinea,
podendo assim infectar outras células. Aproximadamente 10,3 bilhdes de novos virions s&o
formados diariamente em pessoas que ndo 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 farmacos
contra a AIDS, pois € de grande importancia para o ciclo de vida viral e também néo
existem analogos em células humanas (POMMIER, JOHNSON et al., 2005). A IN catalisa
a integracdo do cDNA no genoma humano, facilitando a replicacéo viral de maneira estavel
e sustentando a infeccdo (BROWN, BOWERMAN et al., 1987; Brown, 1997). Estudos in
vitro realizando recombinacdo de proteinas permitiu a distin¢cdo entre as duas principais
reacOes catalisadas pela IN, chamada processamento 3’ e transferéncia de fita de DNA.

Ambas as reacdes consistem em um ataque nucleofilico de uma ligacdo fosfodiester por um
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grupo hidroxila e requer um fon metalico divalente (Mg** ou Mn?*) como um cofator
(BROWN, 1997). Entretanto, 0 mecanismo de inibicdo ainda ndo é muito claro. Existem
algumas propostas na literatura para justificar a atividade anti-HIV (IN), por exemplo, para
moléculas aromaticas foi sugerido que a interacdo do anel aromatico com o ion metalico,
interagdo do tipo cation-r (NICKLAUS, NEAMATI et al., 1997; MARCHAND, ZHANG
et al., 2002; PAIS, ZHANG et al., 2002), € responsavel pela atividade apresentada. Ha
também a possibilidade de uma interacdo tipo carga-carga entre o ion metélico e o ligante
ibnico ou cargas parciais do ligante. Foi mostrado que ambos os tipos de interacdo podem
coexistir no sitio ligante (DOUGHERTY, 1996). Outros trabalhos também tém sugerido
um modo de atuacdo no qual o inibidor atua como um agente quelante (POMMIER,

JOHNSON et al., 2005).

Figura 3. Estrutura do complexo cristalografico 1QS4 complexada com o 5CITEP. Este
complexo apresenta trés cadeias idénticas, A, B e C. A regido expandida apresenta o sitio
onde o 5CITEP se complexou (cadeia A). Os residuos de aminoacidos e o atomo de

magnésio, 0s elementos essenciais para a atividade catalitica da enzima, sdo apresentados.
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3.3 INIBIDORES DA INTEGRASE

Os inibidores da enzima integrase sdo moléculas que atuam como anti-HIV, mas por
um mecanismo de acdo diferenciado, o que pode torna-los menos toxicos. 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 resisténcia 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 Laboratério Merk langou o primeiro
inibidor de integrase, conhecido como Raltegravir ou MK-0518 (Figura 5) (EVERING E
MARKOWITZ, 2007), que esta em processo de testes clinico (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 necessario encontrar novos candidatos a farmacos, que

sejam menos ONnerosos para o governo e principalmente para a populagéo.

O ook’

oo OH 0

Quercetin CAFPE NSC 339192

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

[

integrase.

Existem vérios medicamentos anti-HIV, com a finalidade de atacar o virus em
alguns estagios do ciclo de vida (ver Figura 2). A Figura 6 mostra os principais inibidores
do HIV, para cada estagio do ciclo reprodutivo do virus. No estagio da fusdo sdo chamados
inibidores de fusdo. Experimentos realizados com o T-20 (enfuvirtude, Fuzeon) em
combinagdo com outros anti-retrovirais demonstraram resultados positivos (HE, CHENG et
al., 2008). Para bloquear o virus, o T-20 gruda no mesmo, enquanto que outros inibidores
de fusdo grudam na proteina CCR5 ou na CXCR4. No estdgio da transcrigdo reversa trés
classes de medicamentos anti-HIV atacam o virus: os analogos de nucleosideo
(MANOUILOV, FEDOROV et al, 1995) (AZT/zidovudina, ddl/didanosina,
3TC/lamivudina, d4T/lamivudina, ddC/zalcibatina, abacavir); os inibidores de transcriptase
reversa ndo-nucleosideos (CHOW, HIRSCH et al.,, 1993) (efavirenze,neviparina,
delavirdina); e os analogos de nucleotideo (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 estagio do ciclo de vida do HIV.
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Enfuvirtide, Fuzeon AZT/zidovudina, ddl/didanosina, 3TC/lamivudina,
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> Inibidores de protease: indinavir, ritonavir, saquinavir, nelfinavir,
amprenavir, lopinavir, atazanavir, tripanavir)

Figura 6. Representacdo dos principais inibidores do HIV, para cada estagio do
ciclo reprodutivo do virus

Apesar de existirem medicamentos capazes de inibir estes estagios do ciclo de vida
do HIV, inibidores de transcriptase reversa e protease tém se mostrados toxicos e tém
apresentado resisténcia viral (HAMMER, 2005; MARINELLO, MARCHAND et al.,
2008). Portanto, 0 mecanismo de acdo dos inibidores de integrase é um alvo vélido e
atrativo para o desenvolvimento de farmacos contra a AIDS, pois o mecanismo de

integracdo ainda ndo foi totalmente elucidado.

3.4 FLAVONOIDES

Os flavondides constituem um grupo de substancias naturais que possuem
atividades bioldgicas bastante diversificadas. Como os flavondides estdo presentes na dieta
humana, sendo amplamente encontrados em chas verdes, vinhos tintos, frutas, vegetais,
plantas medicinais e remédios derivados de ervas (HSIEH E KINSELLA, 1989), é

importante o entendimento das suas propriedades bioldgicas. As variadas propriedades
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bioldgicas dos flavondides (HAVSTEEN, 1980; HAVSTEEN, 2002) podem ser descritas
como: atividade antiinflamatéria (TATLI, AKDEMIR et al., 2008), anti-tumoral
(CABRERA, SIMOENS et al., 2007), anti-bactéria (GABOR E EPERJESS.E, 1966),
atividade hepatotoxica, 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 flavondides diferentes, que tém sido descritos e
categorizados como flavonol, flavona, flavanona, flavanonol, isoflavona, flavanol e
antocianinas (Figura 7) que podem ou ndo possuir agucares ligados as suas estruturas
(HAVSTEEN, 1983; HARBORNE E WILLIAMS, 2000; HAVSTEEN, 2002). A estrutura

geral dos compostos flavondides, estudados nesta dissertacao, estd esbocada na Tabela 1.

5
K FLAVAN-3-OL ISOFLAVONA FLAVONONOJ

Figura 7. Principais classes de flavonoides.
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Tabela 1. Estrutura béasica, numeracdo e atividade biologica dos compostos

flavonodides estudados.

Logic., (LM)

Substituicdo dos anéis

Flavonoides Cleavage Integration 3 5 6 7 8 22 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 Awvicularin 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 §-MeO- 403 44l OH MeO OH OH OH
Luteolin
15 Kaempferol 4,01 4,19 OH OH OH OH

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

Conforme comentado acima, alguns flavonoides apresentam acgdo anti-HIV,

entretanto a forma de atuacdo desses compostos na inibicdo do virus 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 etal., 1992).
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Recentemente significativas pesquisas tém indicado compostos flavondides como
inibidores da integrase (FESEN, POMMIER et al., 1994; RAGHAVAN, BUOLAMWINI
et al., 1995). Além de estudos sobre a Relagdo Estrutura Atividade (Structure Activity
Relationship, SAR) e Relacdo 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
flavondides e derivados encontrados nas literaturas indicarem boas correlacdes entre estes e
as propriedades estéricas e eletronicas, porém ainda existe uma ampla area de
conhecimento a ser investigado para a compreensdo do mecanismo de acgdo destas
farmacos. Desse modo, torna-se fundamental compreender o mecanismo de acdo dos
compostos flavondides, a fim de ndo so, indicar quais propriedades fisico-quimicas faz-se
importantes para cada tipo de mecanismo de atuacdo, mas também, contribuir para sintese
de futuros farmacos, mais potentes e menos toxicos, baseando-se nas propriedades ditas

como importantes para acdo dos mesmos.

4 METODOS

4.1 CALCULO TEORICO DAS PROPRIEDADES DE ACIDEZ

4.1.1 Propriedades de acidez em fase gasosa e em solucdo de compostos flavondides com

atividade anti-HIV-1 integrase

Os flavondides constituem um grupo de substancias naturais que possuem
atividades biologicas bastantes diversificadas (HAVSTEEN, 2002). As principais

propriedades dos compostos flavonoides sdo a capacidade de modificar a atividade de
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varias enzimas, interagirem com receptores especificos e proteger contra doencas
oxidativas. Esta capacidade antioxidante é relacionada com o nimero e posi¢des relativas
dos grupos hidroxilas, sua conjugacéo e efeitos de ressonancia.

Na literatura, dois mecanismos (LEOPOLDINI, RUSSO E TOSCANO, 2006) -
pelos quais antioxidantes fazem seu papel de protecdo - foram propostos e largamente
analisados. A transferéncia do atomo de hidrogénio, no qual um radical livre R* remove um
atomo de hidrogénio do antioxidante (ArOH): R" + ArOH — RH + ArO’ e 0 mecanismo de
transferéncia de um elétron, no qual o antioxidante doa um elétron para o radical livre: R* +
ArOH — R~ + ArOH™. Nesta dissertacio, realizamos um estudo teérico de acidez em fase
gasosa e em solucdo de quinze compostos flavondides com atividade anti-HIV-1 integrase
(FESEN, POMMIER et al., 1994), com o objetivo de avaliar a provavel posicdo de
desprotonacao destas moléculas e obter uma relagdo entre os valores de acidez e a atividade
biol6gica dos compostos estudados.

O programa Gaussian03 (FRISCH, TRUCKS et al., 2004) foi utilizado para os
calculos das propriedades de acidez relatadas no presente estudo. Todos os calculos foram
realizados utilizando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) (LEE, YANG et al., 1988)
com o funcional hibrido B3LYP. Os flavonoides neutros, em solucdo e seus respectivos
anions foram otimizados sem restricdo 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-C
polarizacdo. A inclusdo de funcdes difusas, dos conjuntos de bases, pode descrever
adequadamente o comportamento, de longo alcance, de orbitais moleculares associados
com sistemas aniénicos.

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

seus rescpectivos anions (ArQ’), com o objetivo de obter a conformacao de minima 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.

Analise das cargas NBO (FOSTER E WEINHOLD, 1980; REED, WEINSTOCK et
al., 1985) foi utilizada para melhor descrever as estruturas eletronicas do sistemas aquoso.
A acidez em fase gasosa foi calculada em 298 K, como sendo a diferenga de entalpia entre
0 anion (A") e suas espécies neutras (HA): AHgcigez = Ha- — Hya cOmo descrito na literatura

(LEOPOLDINI, RUSSO E TOSCANO, 2006).

4.2 O MODELO

As coordenadas iniciais para os calculos de DM QM/MM foram retiradas da cadeia
A da estrutura cristalina trimerica do HIV-1 (Figura 8a), a qual é complexada com o
inibidor 5CITEP (Figura 8b), e localizada sob o codigo 1QS4 (GOLDGUR, CRAIGIE et
al., 1999) no banco de dados de proteinas PDB (Protein Data Bank). A cadeia A da
estrutura 3D contendo o inibidor 5CITEP foi utilizada como ponto de partida para a
simulacdo de DM, pois é a Unica que liga o inibidor ao dominio catalitico da integrase,

substituindo o 5CITEP pelo flavondide quercetagetina (Figura 8c).
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Figura 8. a) Dominio catalitico do HIV-1 integrase complexado com Mg* 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

flavondide quercetagetina.

O primeiro passo foi adicionar todos os 4&tomos de hidrogénio ao sistema 1QS4-IN,
os quais foram adicionados na proteina de acordo com célculos eletrostaticos de pK,
(GILSON, 1993; ANTOSIEWICZ, MCCAMMON et al., 1994), como implementado por
Field, Bash et al., 1990; nenhum estado de ionizacdo de aminoacidos foi predito. Os &tomos
de hidrogénio adicionados a proteina foram relaxados por meio de sucessivos passos de
otimizacdo através de diferentes algoritmos de busca: gradiente, gradiente conjugado e
LBFGSB (BYRD, LU et al., 1995). Durante esse processo todos os atomos pesados da
proteina e do inibidor foram mantidos através de uma constante umbrella de 1000 kJmol’
A2,

O segundo passo foi relaxar a proteina, a qual foi otimizada usando o esquema de
retencdo, aplicado apenas a estrutura basica dos peptidicos, mas com uma constante menor
(100 kdmol™A?). Em seguida, a proteina otimizada foi colocada em uma caixa cubica de

aguas pré-otimizadas com dimensdo de 80 A (Figura 9), utilizando o eixo principal do



33

complexo inibidor-proteina, como o centro geométrico. As moléculas de &gua situadas em
um raio de 2,8 A de distancia de um atomo pesado da proteina foram excluidas. Entdo, as
moléculas de agua restante na estrutura final foram relaxadas usando alguns passos do

algoritmo de gradiente conjugado seguido por uma otimizagdo LBFGSB.

80 A

Figura 9. A enzima integrase no interior de uma caixa ctbica de molécula de agua

com dimensdo de 80 A

O sistema final foi equilibrado com DM usando o método hibrido QM/MM de
Langevin-Verlet de 100 ps. Todos os calculos de DM foram realizados no programa
DYNAMO (DYNAMO, 2000). Em todos os célculos o inibidor foi tratado com o método
semi-empirico AM1 (DEWAR, ZOEBISCH et al., 1985), enquanto o resto do sistema
(proteina e &gua) foi descrito usando uma combinacdo dos campos de forca OPLS-AA
(JORGENSEN, MAXWELL et al., 1996) e TIP3P (JORGENSEN E JENSON, 1998). A IN

foi colocada em uma caixa de 4gua com dimenséo de 80 A, todo o sistema contém 15741
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residuos com total de 50215 atomos (ver Figura 9). Posteriormente, todo o sistema foi

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

4.3 SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR UTILIZANDO O METODO
HIBRIDO QM/MM PARA UM FLAVONOIDES COM ACAO ANTI-HIV-1

INTEGRASE

O método de mecanica quantica combinado com o método de mecénica molecular
(QM/MM) (WARSHEL E LEVITT, 1976; FIELD, BASH et al., 1990) foi desenvolvido
para calculos com proteinas e vem sendo usado para o estudo de reacdes enzimaticas
(GARCIA-VILOCA, GAO et al., 2004; MARTI, ROCA et al., 2004), especialmente em
catélise enziméatica. No método QM/MM, o ligante € explicitamente tratado por um método
quantico (QM). O ambiente protéico e/ou solvente sdo representados por campo de forca da
mecanica molecular (MM). Este método tem-se mostrado eficiente para o estudo de
interacOes entre ligantes e proteinas 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 obtencdo da energia de interacdo 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 dissertacdo, a energia de interacdo
para o flavonoide quercetagetina foi calculada usando simulagfes de Dindmica Molecular
combinado com o método de Mecénica Quantica/Mecanica Molecular (QM/MM). Em
seguida foram realizados calculos para a decomposicdo de energia para determinar as

contribui¢des individuais dos residuos nas intera¢des entre enzima-inibidor.
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Neste sentido, foram estudadas, através da metodologia QM/MM e Dindmica
Molecular, as intera¢fes intermoleculares especificas entre a enzima integrase e 0 composto
flavondide quercetagetina, caracterizado como inibidor, a fim de criar um modelo para o
estudo de novos inibidores de HIV-1.

Nesta etapa, a proteina foi relaxada utilizando um algoritmo de otimizagdo para
fixar a cadeia peptidica com uma constante de forca menor (100 kJ.moI'li\'z). Em seguida,
foi inserida em uma caixa d’agua com dimensdo de 80 A, de aguas pré-otimizadas, usando
0 eixo principal do complexo proteina-inibidor como centro geométrico (ver Figura 4). As
moléculas de gua que estavam a um raio de 2.8 A da proteina foram excluidas, e as demais
moléculas de 4gua foram otimizadas seguindo o LBFGSB algoritmo de otimizag&o.

O sistema final foi equilibrado através de simulagdes de dindmica molecular de até
1,0 ns, a uma temperatura de 300 K, com o método QM/MM. Em que somente 0s atomos
do inibidor foram tratados com mecénica quéntica, utilizando o método semi-empirico
AM1, enquanto que, o resto do sistema (proteina e moléculas de agua) foi descrito usando
0s campos de forca OPLS-AA e TIP3P, respectivamente como implementado no programa
DYNAMO. A etapa seguinte consistiu em congelar todos os residuos de aminoacidos que
se encontram a uma distancia de 25 A do centro do inibidor. Seguindo assim com os
calculos de DM QM/MM até atingir 1,0 ns de dindmica, utilizando uma distancia de corte

(cutoff) para os ndo ligantes de 11 a 13 A.
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4.4 CALCULO DA ENERGIA DE INTERAC}AO
A energia de interacdo para um sistema QM/MM pode ser obtida por:

E=Vuu (Rum) +<\P(r, RQM VIV )‘H (r, RQM )‘lp(r RQM Ry )> +

) : 1)
<‘P(I’, RQM ) RMM )rVQM /MM (r1 RMM >LP(r’ RQM ) RMM ) >+V(\)Al\2//MM (RQM ) RMM )

onde é o hamiltoniano no vacuo para a parte QM selecionada, é a funcdo de onda
polarizada, que representa a energia do campo de forca e é a unido entre o operador do
subsistema QM e MM e inclui um termo eletrostatico e de van der Waals.

A equacdo (1) pode ser escrita numa forma diferente a fim de definir a energia de
interacdo QM/MM. De forma eficaz, a energia total pode ser escrita como a soma da

energia QM do subsistema no vacuo, a energia de interacdo QM/MM e a energia MM:

Eénl\il /MM T E E (RQM ) EMM (RMM) VQM /MM (RQM /MM RMM )
+ <lIl(r’ RQM ! RMM )NQM /MM (r’ RMM )‘q](r’ RQM ! RMM ) >
+ (W Ry R )|Ho (. Ry ) (1, Regy R )

~ (W (1, Ry )JHo (. Ry |(. Rew )

()

onde ¥° é a funcdo de onda padrdo ndo polarizada (fase gasosa) do subsistema QM. A
energia de interacdo (QM/MM) pode ser mais adiante decomposta considerando que o
operador de juncéo entre os subsistemas QM e MM inclui um termo eletrostatico e de van
der Waals. Esta Gltima contribuicdo é normalmente avaliada usando a expressdo de

Lennard-Jones:
Eclgr;\; v = By (RQM Rum ) + ng (r, RQM »Rym ) + Egc')vll_ (r, RQM Rum) (3)
onde R ¢ a disténcia entre os centros de interacdo QM e MM. Como esta expressdo nédo

envolve coordenada eletrostatica este termo de energia ndo precisa ser incluido na avaliacéo

SCF da func¢éo de onda do subsistema QM.
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4.5 CALCULOS DA ENERGIA DE DECOMPOSICAO POR RESIDUO

Para verificar a confiabilidade das estruturas e dos calculos de energia de interacdo
por residuo, realizados pelo método AM1/MM, foram realizados célculos DFT (Teoria de
Densidade Funcional) para descrever a regido hibrida QM/MM. A funcdo B3LYP foi
empregada com o conjunto de base 6-31G* para descrever a regido QM do sistema, o qual
inclui todos os 4tomos dos ligantes, enquanto que o campo de forca OPLS-AA foi utilizado
para a regido MM. Esta estratégia foi utilizada por Guo et al., 2002 para estudar a
estabilidade das ligagdes com um metal.

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

E _<W\HO|\P>+(< fMM > 5~ Zou ] E m + Eumg (4)
&,MM Fom mm
| d
E= EQM + E(eg:ACt/MM + E(\SAXV/MM + EMM ) (5)

onde Emm € a energia da regido MM, é a energia de van der Waals entre as regides QM e
MM, incluindo as interacdes colombicas do nucleo QM (Zqwm) € a interagdo eletrostatica da
funcéo de onda polarizada (W) com as cargas da proteina (qum), € Eqm € a energia na fase
gas da funcdo de onda polarizada. Algoritmos de otimizacdo substituiram o termo de
interacdo eletrostatica por uma interagdo columbina, na qual as cargas dos &tomos da regido
QM foram obtidas atraves de potenciais eletrostaticos baseados na densidade eletronica. A
energia potencial final pode ser expressa por:
CheIprlt

~(¥fFfy) Tz e tE,, ©

Fom/mm

Finalmente, a energia de interagdo entre o inibidor e 0 meio é calculada como a

diferenca entre a energia QM/MM e as energias QM e MM separadas. Considerando que a
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regido MM sera descrita usando um potencial ndo polarizado, a energia de interacdo é dada

pela seguinte expressao:

theIpG—fitq
Et'?nl\; IMM T <W‘Ho‘qj>_<qjo‘Ho‘qjo>+zzu+ Eglj\/IW/MM ) (7)

Tom /mm

onde ¥° é a funcdo de onda na fase gasosa do inibidor.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROPRIEDADES DE ACIDEZ EM FASE GASOSA E EM SOLUCAO DE

COMPOSTOS FLAVONOIDES COM ATIVIDADE ANTI-HIV-1 INTEGRASE

A utilizacdo do método DFT, para a determinacdo das propriedades de acidez em
fase gasosa e em solucdo, demonstrou resultados satisfatérios. Em nossa analise, ambos 0s
métodos sdo validos e Uteis para o desenvolvimento deste estudo. A Figura 10 mostra uma
comparacéo entre os valores de acidez em fase gasosa e em solucéo (Tabela 2), este modelo
apresentou coeficiente de correlacdo igual a 0,77 e distribuicdo 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 residuo padronizado maior que dois. Essas moléculas tém
agucares como substituinte nos anéis C e A, respectivamente, o que provavelmente
influéncia o calor de formacéo (HF) destes compostos. Eles mostraram bons valores, com
um baixo coeficiente de variagdo e um bom ajuste entre os dados de acidez. Portanto, DFT

€ um bom método para avaliar a acidez tanto em fase gasosa quanto em solucdo.
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Figura 10. Comparagéo entre os valores de acidez em fase gasosa e em solugéo.

Table 2. Valores de acidez dos flavonoides calculados a nivel B3LYP/6-311++G** em
fase gasosa e em solucdo, com suas respectivas posi¢des de desprotonacéo.
Acidez (kcal/mol)

Compostos Fase gasosa  Solucao
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



3-OH
5-OH
7-OH
Quercetin
3'-OH
4'-OH
3-OH
5-OH
7-OH
Fisetin
3'-OH
4'-OH
3-OH
7-OH
Luteolin
3'-OH
4'-OH
5-OH
7-OH
Myricetrin
3'-OH
4'-OH
5'-OH
5-OH
7-OH
Quercetrin
3'-OH
4'-OH
5-OH
7-OH
Rhamnetin
3'-OH
4'-OH
3-OH
5-OH
Avicularin
3'-OH
4'-OH
5-OH
7-OH
Gossypin
3'-OH
4'-OH
3-OH
5-OH
7-OH
Morin

330,5
338,6
323,7

336,7
315,9
332,1
338,9
323,8

325,5
319,4
338,0
323,9

320,6
325,1
345,0
326,7

328,0
317,8
332,9
351,0
332,8

329,8
337,1
349,7
333,1

338,4
317,2
333,6
339,1

333,5
339,7
354,5
336,5

333,6
313,7
329,8
350,5
339,7

299,4
303,0
296,8

301,4
298,9
299,8
303,0
296,7

301,5
299,3
301,9
296,8

297,2
298,5
304,9
296,6

300,8
296,3
301,1
308,4
300,6

250,2
250,8
256,1
248,9

302,1
294,6
299,6
301,9

292,6
292,6
298,5
291,2

297,5
295,7
299,6
302,5
301,6

40
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2'-OH 329,0 298,6
4'-OH 3240 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 3241 298,5
3-OH 3331 299,7
5-OH 338,3 302,3
7-OH 324,2 296,6

A Tabela 2 lista 0s compostos com seus respectivos valores calculados de acidez em
fase gasosa e em solugdo. 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 sitios
de desprotonagdo 4’-OH e 7-OH. Por exemplo, o kaempferol em fase gasosa doa primeiro o
proton H* da posig¢ao 4’-OH, que apresenta maior acidez, enquanto que em fase aquosa a
posicdo 7-OH ira perder o préton mais rapidamente, como pode se observado nas estruturas
ressonantes do composto 15, em que ha a formacgédo de um ion pela perda de um préton da

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

O i )
HO o HO o /‘
| - - P
OH OH

OH O OH O
OH OH
R4 g S g
‘ e ‘
OH N OH
OH O OH O

Esquema 1. Estruturas de ressonancia do composto 15 para as posi¢oes 4’ € 7.



42

Os resultados de acidez em fase aquosa mostram que, com excec¢do do composto 2,
0 grupo OH da posicdo 7 é o sitio mais acido em rela¢do aos outros estudados, a presenca
de outras hidroxilas nas posicoes 3, 5 e 6 ndo modificam consideravelmente a acidez do
grupo 7-OH. Os célculos de acidez dos grupos hidroxilas dos compostos flavondides (ver
Tabela 2) confirmam a observacdo experimental, em que as posi¢es 7-OH e 4'-OH das
moléculas sdo as que preferencialmente desprotonam.

Véarios modelos de regressdo linear foram obtidos a fim de correlacionar os valores
de acidez com as atividades anti-HIV-1, integracdo e clivagem, dos flavonoides em estudo.
Os modelos foram gerados com os valores de acidez, em fase gasosa e em solucdo, da
posicdo 4’ do anel B e as atividades de integracdo e clivagem, separadamente para os
compostos 1, 3, 4, 6, 7 e 13-15, apresentando valores elevados de R? de 0,83 para acidez
em fase gasosa versus a atividade de integracdo (Modelo 1) e R? de 0,63 para acidez em
fase gasosa versus a atividade de clivagem (Modelo 2), j4 em solucio foram obtidos R? de
0,57 para integracdo (Modelo 3) e 0,59 para clivagem (Modelo 4).

O Modelo 5 mostra a regressao 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 integracdo, este modelo apresentou R? de 0,65. O mesmo conjunto de
compostos foi utilizado para obter a regresséo entre a acidez em fase gasosa das hidroxilas
ligadas aos carbonos 7 e a clivagem, obtendo-se um R? de 0,82 (Modelo 6), j4 em solugéo

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

Modelo 1
ICs integracdo = 85,9 — 0,251 acidez em fase gasosa da posigao 4’

N = 8; R®=0,76; R%;= 0,66; s = 0.54 e Q° = 0,45
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Modelo 2
ICso clivagem = 63,8 — 0,183 acidez em fase gasosa da posicao 4’

N = 8; R°=0,63; R%;=0,57; 5= 0,48 e Q° = 0,28

Modelo 3
ICs integragéo = 128,0 — 0,415 acidez em solucdo da posigao 4’

N = 8; R®=0,57; R%;=0,50; s = 0,60 e Q° = 0,18

Modelo 4
ICso clivagem = 103,0 — 0,329 acidez em solucdo da posigdo 4’

N = 8; R®=0,59; R%;=0,53; s = 0,50 e Q° = 0,26

Modelo 5
ICsp integragédo = 22,8 — 0,054 acidez em fase gasosa da posigéo 7

N = 5; R®= 0,65; R%;=0,53; s = 0,30

Modelo 6
ICso clivagem = 42,3 — 0,113 acidez em fase gasosa da posicao 7

N =5; R%=0,82; R%;=0,77; 5= 0,40

Modelo 7
ICsp integracdo = 1,7 + 0,107 acidez em solucéo da posicéo 7

N = 5; R®= 0,36; R%;= 0,15; s = 0,40



Modelo 8
ICso clivagem = 1,54 + 0,105 acidez em solugéo da posicéo 7

N =5: R?>= 0,10
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A Tabela 3 mostra a representagdo grafica dos modelos de regresséo linear obtidos

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

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

integracdo e clivagem, respectivamente.

Tabela 3. Mostra a representacdo grafica dos modelos de regressao linear obtidos

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

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

solu¢do aquosa para a posi¢do 4’-OH, para ambas atividades de (c) integracdo e (d)

clivagem.

Percent
$e3898 8

Percent

g

v 8

Percent

15 10 05 0,0 0,5 10 1

10 0,5 0,0 05 1,0
Residual

(@) (b)

Residual

Percent

15 1,0 05 0,0 0,5 1,0 15 10 05 00 05 10
Residual Residual

(c) (d)



45

Estes modelos além de descreverem o0s pontos estratégicos de desprotonacdo
relacionados com a atividade, estdo de acordo com o estudo de SAR feito por Fesen et al.,
1994, onde descreve que, presenca de trés hidroxilas no anel bezopiranona e de hidroxilas
orto no anel fenila, nos C3’, C4’ e C5’ sejam de fundamental importancia para a atividade.

Os valores de acidez em fase gasosa para os quinze compostos flavondides, que
possuem de trés a seis grupos hidroxila acidas, foram calculados e s&o mostrados na Tabela
2. Em geral, os grupos mais &cidos sdo os das posi¢cdes 4'-OH e 7-OH ou 3'-OH, e 0 menos
acido 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 ndo possuem o grupo 4'-OH, o grupo 7-OH é o mais
acido. O grupo 4'-OH é o mais acido para os compostos: 4-6, 8, 10, 12 e 15, enquanto que 0
7-OH ou 3'-OH é a posi¢do mais &cidas para 1-3, 13 ou 7, 9, 11, 14, respectivamente (ver
Tabela 2). Para todos os casos, a carga em qualquer das posi¢des 4’-OH ou 7-OH podem
ser estabilizadas através da ressonancia entre os anéis B e C ou A e C. Quando ha dois
grupos hidroxilas adjacentes no anel B, a ligacdo de hidrogénio intramolecular é outro fator
importante para a estabilizacdo de anions, ou seja, dos compostos 1, 5, 6, 10 e 12. Para 0s
compostos 1-3 e 13 a carga na posi¢do 7-OH pode ser estabilizada por meio da ressonancia
entre os anéis A e C. Para todos os estudos de anions, o grupo 5-OH €é sempre 0 menos
acidos, com excecdo dos compostos 3 e 6, que ndo apresentam hidroxila na posi¢ao 5-OH,
0 que ndo surpreende, pois € provavel que uma ligacdo de hidrogénio entre as posicoes 5 e
0 oxigénio 4-ceto existe na forma neutra, portanto, fazendo a remocdo do proton
energeticamente mais desfavoravel. Como pode ser visto a partir dos resultados, a
estabilizacdo da taxa através de ressonancia e ligacoes de hidrogénio sdo dois importantes
fatores determinantes para o processo de desprotonacdo e acidezes resultante. N0ss0S

resultados estdo completamente de acordo com dados da literatura.
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Os padrdes de ligacGes de hidrogénio sdo mantidos no curso da molécula base aos
produtos desprotonagdo, mesmo anel desprotonacdo do B implica a reorganizagdo do
conformero mais estavel.

O anion mais estavel 4'-OH e o primeiro minimo relativo 7-OH da quercetagetina
em torno de 10,9 kcal/mol s&o estabilizados pela deslocalizagdo da carga negativa que se
espalha a partir do sitio de desprotonacdo para o grupo 4-ceto no anel C. Os outros anions
3-OH e 5-OH séo encontrados 15,9 e 15,0 kcal/mol acima do minimo global, por causa da
repulsdo eletrénica entre dois &tomos de oxigénio adjacente. Essa diferenca na estabilizacdo
dos anions é de certa forma reduzida pela presenca do meio de agua (as lacunas séo 0,5, 5,2
e 4,1 kcal/mol para o 7-OH, 3-OH, e 5-OH, em comparagdo ao minimo 4'-OH,
respectivamente).

Para os compostos 4-6, 8, 12 e 15, o &nion mais estavel na fase gasosa é o da
posicdo 4'-OH. Para os compostos 1-3 e 13 o anion mais estavel na fase gasosa é o 7-OH.
Os compostos restantes tém estabilidade na espécie 3'-OH, que pode ser explicado pelo fato
de que ele € o Unico anion em que a carga negativa esta confinado no anel B, como se pode
afirmar, analisando as suas estruturas de ressonancia. Para as outras espécies, a carga
negativa pode, em principio, ser deslocalizados ao longo da molécula inteira, com uma
consequente estabilizacdo do anion. Em solucdo os valores de energia relativa indicam o
anion 4'-OH como o conformero mais estavel, mesmo que seja praticamente isoenergéticas
com o 7-OH (AE = 0,1 kcal / mol). Os grupos 3'-OH, 4'-OH e 3-OH s&o encontrados em
9,4, 0,7 e 3,5 kcal/mol acima do minimo 7-OH.

O grupo 5-OH é energeticamente menos favorecido devido a repulsdo eletronica

entre 0 oxigénio carregado negativamente ligado ao carbono C5 e do oxigénio da carbonila
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em anel C. A ordem de estabilidade entre 4'-OH e 7-OH é revertida na presenca de agua. A
diferenga energética entre todos os anions parece ser decididamente menor.

Os anions quercetina sdo sistemas planares em que a carga negativa é deslocalizada
no anel B e C ou no anel A e C. Consequentemente, a desprotonagdo do sitio 4' para o
anion mais estavel, no qual a ligacdo de hidrogénio padrdo é o efeito estabilizador principal.
A interacdo da ligacé@o de H torna-se menos importante em meio aquoso, onde as interacfes
ion-dipolo predominam. O grupo 3'-OH torna-se a mais estavel. Estes resultados estdo 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 referéncia, enquanto o valor correspondente em solucdo de agua foi de
303,8 kcal/mol (ver Tabela 2). A acidez experimental obtidas por transferéncia de fase de
gés equilibrios de prétons, de 346,9 kcal/mol (MCMAHON E KEBARLE, 1977) parece
estar bem reproduzida. No fenol, a desprotonacdo do grupo &cido conduz a uma espécie
anidnica em que o par de elétrons é deslocalizada sobre o anel aromético (Esquema 1), a
carga negativa provoca uma reducdo na energia de solvatagdo total, que é particularmente
forte para os solventes préticos como a agua.

Todos os valores relativos de acidez para o fenol e os flavonoides quinze foram
determinados considerando o anion mais estavel. Com base nos valores de acidez crescente
de gés fase, os flavonoides 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, indicagdes
da literatura (MARTINS, LEAL et al., 2004) para canferol, miricetina, quercetina
apresentam a mesma ordem de acidez obtida em nossa investigagdo, apesar de algumas
diferengas em valores absolutos terem sido encontrados. De fato, nossos resultados de
acidez em fase gasosa sdo mais baixos. Finalmente, as contribui¢fes para a estabilidade
anion surgir de formacéo da ligacdo entre o oxigénio 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 liga¢Ges de hidrogénio.

Em meio aquoso, a tendéncia 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). E interessante notar que os valores de
acidez absoluta para todos os compostos sao0 muito menores que 0s correspondentes na fase
gasosa.

O mapa do potencial eletrostatico é uma superficie que corresponde a uma
isodensidade de 0,002 u. e se torna importante para o entendimento de interagcdes do tipo
covalentes que ocorrem em superficies moleculares. Portanto, foram calculados os mapas
do potencial eletrostatico para os 15 flavondides estudos, a fim de exemplificar as regides
nucleofilicas (potencial eletrostatico negativo) e eletrofilicas (potencial eletrostatico
positivo) sobre os &tomos de hidrogénio.

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

apresentam a regido eletrostatica mais positiva (potencial eletrostatico positivo, em azul)
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sobre a posi¢ao 4’ do anel B, enquanto que os compostos 2, 3 e 13 e 0s compostos 7, 9, 11
e 14 apresentam a regido eletrostatica mais positiva sobre as posigoes 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
hidrogénio com a atividade antioxidante de alguns compostos flavondides, estes estudos
verificaram que a atividade antioxidante dos flavondides aumentava com os valores de
acidez. Pode-se observar na Figura 11, que os hidrogénios mais &cidos pertencem a
hidroxila ligada ao carbono 4’, pois estes hidrogénios sdo os mais positivos segundo a
superficie do potencial eletrostatico e dos valores calculados de acidez (ver Tabela 2). Isto
significa que, quando essas moléculas perdem um céation H+, o hidrogénio sai com maior

facilidade da hidroxila ligada ao carbono 4°.



50

I
CFE
& el
=
F &

Figura 11. Mapas do potencial eletrostatico para os compostos flavondides

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

(regido positiva).
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Como a reagdo entre os inibidores e a integrase ocorre em meio aquoso, podemos
observar através dos mapas dos potenciais eletrostaticos e dos valores de energia de
desprotonacdo na Tabela 2, que os compostos 1, 3-15 em meio aquoso possuem valores de
energia de desprotonacdo mais baixos nas hidroxilas ligadas aos carbonos 7 € 4’, como
estes valores sdo proximos a posicdo mais favoravel para a saida do cation H* é da
hidroxila ligada ao carbono 7 ou 4’, o que estd de acordo com dados da literatura
(LEMANSKA, SZYMUSIAK et al., 2001) em que indicam que a provavel posicdo para
saida do hidrogénio é das posi¢des 7 do anel A ou 4’ do anel B. Portanto, pode-se concluir
que os anions provenientes das moléculas desprotonadas na posi¢do 4’ ou 7 sdo os mais
estaveis conforme previsto pela superficie de potencial eletrostatico, valores calculados de

acidez e por dados da literatura.

5.2 CACULO DE pK, PARA ENZIMA INTEGRASE

A molécula 1, composto flavondide com maior valor de atividade anti-HIV-1 IN,
foi complexada com a enzima integrase. Os atomos de hidrogénio da enzima foram
adicionados de acordo com os célculos tedricos de pK,, baseados em um tratamento
estatisticos do potencial eletrostatico para os aminoacidos, como implementado por Field,
Bash et al., 1990, em que o estado de protonacgéo para um determinado residuo é dado pelo
potencial eletrostatico, o qual é influenciado por atomos vizinhos. De acordo com o0s
resultados para os célculos de pK,, realizados através do método “cluter method”, nenhum
estado de ionizacdo de amino&cidos foi predito, ou seja, ndo foi observado residuos de

aminoacidos fora do estado padréo de ionizagao.
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5.3 DINAMICA MOLECULAR QM/MM

Conforme explicado na Metodologia, simula¢des de DM com o método hibrido
QM/MM de 1,0 ns para a enzima integrase complexada com o composto flavondide
quercetagetina foram realizadas. As estruturas finais obtidas apds simulacfes de DM
QM/MM de 1,0 ns sdo mostradas na Figura 12, enquanto que na Figura 13 sdo mostradas
as interacbes entre as quatro conformagdes do inibidor e os principais residuos de

aminoacidos, ou seja, aqueles que tém maior interacdo com o inibidor.

Figura 12. Representacdo da interacdo entre a enzima IN, o inibidor quercetagetina,

em quatro conformagdes diferentes, e o cation Mg?*.
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De acordo com a Figura 12, podemos observar que apds as dinamicas ambas as
conformacd@es se mantém alinhadas no centro ativo interagindo com os principais residuos
de aminoéacidos, o que estd de acordo com dados cristalograficos (GOLDGUR, CRAIGIE
etal., 1999).

Os residuos Aspl116, Asp64, Glul52, Lys156, Thrll5 e Leu63 sdo de fundamental
importancia para a atividade anti-HIV-1 para a conformacdo A, podemos observar na
Figura 8a que as hidroxilas do anel B interagem com os residuos Aspl116 e Asp64 através
de ligacdes de hidrogénio, e com Mg®" através de uma atragdo eletrostatica criada pelos
elétrons © do anel aromatico. Estas interacfes sdo responsaveis pela orientacdo adotada
pelo inibidor, o qual se localizada na interface entre a IN e 0 DNA.

Na conformacdo B podemos observar que o residuo Thr66 ndo interage diretamente
com o inibidor (Figura 8b), mas estabiliza a cavidade criada pelos residuos Asnl55 e
Lys156 através de uma ligacdo de hidrogénio com Lys159.

Outro residuo que parece ser essencial para a atividade € o residuo carregado
negativamente Glu152. Seu papel parece ser semelhante ao Thr66: ele interage com Lys156
e GIn148 residuos, estabilizando a estrutura da cavidade ao redor do inibidor.

Finalmente, como observado na Figura 13, existem algumas moléculas de agua que
interagem com o inibidor, estabilizando o complexo. Em particular, uma moléculas de
4gua, que faz parte da esfera de coordenacdo do fon Mg?*, interage com os elétrons-r do

anel de benzeno central (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo das interacGes mais importantes entre os residuos da integrase e

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

A Tabela 4 mostra os valores das energias de interacdo proteina-inibidor para os
quatro sistemas, com o inibidor neutro ¢ 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 ionizagéo, o inibidor poderd interagir de trés formas diferentes:
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a) O inibidor interagindo na forma neutra, provavelmente ira adotar a conformacao

b) O inibidor interagindo na forma ionizada na posicdo 4’ a conformacdo adotada
pelo inibidor serd a C;
c) O inibidor interagindo na forma ionizada na posicdo 7 provavelmente a

conformacdo adotada pelo inibidor sera a B.

Tabela 4. Energia de interacdo média entre a enzima integrase e 0S compostos

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

coluna).
x Eint (kcal/mol) Eint (kcal/mol) Eint (kcal/mol)
Conformagdo Neutro Posi¢ao 4’ Posicéo 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 protonacdo do inibidor
quercetagetina, a forma de interacdo com a enzima IN pode variar de acordo com a
conformacao e as diferentes posicdes de interacdo. Levando em consideracdo o menor valor
de energia de interacdo (-680 kcal/mol) a molécula pode interagir preferencialmente na
forma desprotonada na posicdo 4°, a qual é a mais estavel, este resultado estd de acordo

com os calculos tedricos de acidez para o composto 1 e dados da literatura.



56

'100 T T T T

-150

-200

-250

E;.: (Kcal/mol)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (100 ps) (a)

E;.: (Kcal/mol)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (100 ps) (b)

'400 T T T T T T

-450
-500

-550 ,
e

-500 I

-650

E;: (Kcal/mol)

-700

-750

|
-800 1 1 ! 1 1 1

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (100 ps) (©)

Figura 14. Representacdo da energia de interacdo para (a) molécula neutra e seus
ions (b) 4’ e (c) 7 para cada sistema dos ultimos 100 ps de DM.
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A partir da Figura 15, podemos observar a contribui¢do individual dos residuos para
a energia de interacdo total, como o inibidor interage com os residuos Asp64, Glu97,
Aspll16 e Lys159. Essas interagOes favorecem a estabilizacdo do complexo inibidor de
proteina, como observado na Figura 8a. Em particular, Asp64, Aspl16 e Leu63 interagem
com o fon Mg®* e um dos &tomos de hidrogénio do grupo hidroxila do inibidor, esta
interacdo parece ser essencial para a manutencdo da estrutura do complexo proteina-metal-

inibidor.

400

200 fr== === = e oo

200 F-F------F2R e S SyR—

400 F-F------mmmm e S SyR—

4600 === mmm e mm e b e e e oD
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-1000

Figura 15. Grafico da energia de interacdo por residuo.

A partir dos resultados de energia de interagdo por residuo observamos que o
complexo enzima-inibidor, a estrutura proxima ao centro ativo e a regido do centro ativo
ndo sofre grande variagdes depois de 1 ns de dindmica, as regides de a-hélice e B-sheet se
mantém alinhadas, entretanto as regides de loop onde estdo os aminoacidos mais
importantes do centro ativo sofrem pequenas variagdes nas posi¢cbes com a mudanga na

conformacao do inibidor.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho nos fornece uma percepcdo do comportamento da quercetagetina,
potencial inibidor do HIV-1 integrase, no sitio ativo da enzima através de calculos de DM
QM/MM efetuados para a enzima integrase complexada com o flavondide quercetagetina
para determinar a energia de interagdo proteina-inibidor. Como observado na anélise das
interacOes individuais, a influéncia dos residuos Asp64, Lys156, Glu152, Asp116, Thrll5 e
Lys159 parece ser importante para a interacdo estabelecida entre o inibidor e o sitio ativo.
Essas interacfes, em conjunto com a estabelecida com as moléculas de dgua da cavidade
criada pela proteina e Mg?*, podem ser responsaveis pela atividade anti-HIV. Portanto, a
orientacdo do inibidor no complexo fica proxima a orientacdo adotada pelo 5CITEP na
estrutura cristalina.

As interagdes estabelecidas entre o inibidor com os residuos de aminoacidos, a agua
e 0 cation Mg®* sdo essenciais a atividade catalitica. Estes resultados podem ser (teis no
planejamento racional de novos e potentes compostos com atividade anti-HIV-1.

Os célculos de acidez dos grupos hidroxilas dos compostos flavonoides (Tabela 2)
confirmam a observacdo experimental, em que as posi¢cdes 7-OH e 4’-OH das moléculas
sdo as que preferencialmente desprotonam. E quanto maior for a acidez dos compostos,
maior é a sua facilidade para interagir com a enzima.

Em concluséo, temos investigado por meio da teoria do funcional de densidade em
fase gasosa e em solucdo a acidez de alguns compostos flavonoides amplamente
reconhecido como possiveis inibidores de integrase. O elevado nivel de calculos eletronicos
nos permitiu calcular o acidezes absoluta, bem como as acidezes dos Varios grupos

hidroxila que pertencem a mesma molécula polifendlicos. Os grupos hidroxila ligados ao
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carbono 4’ do anel B e 7 do anel A mostraram maior acidez, ou seja, s&o os locais mais
provaveis de desprotonacdo, devido a maior possibilidade de deslocalizar o par de elétrons.
A posicao 4’ é favorecida quando pontes de hidrogénio entre hidroxilas adjacentes estéo
presentes. Os compostos mais acidos sdo aquelas caracterizadas por um elevado grau de =-
deslocalizacdo de elétrons, o qual rende desprotonacdo de espécies anidnicas estabilizado
por fendbmenos de ressonancias. Este trabalho pode fornecer alguma informacao util sobre o
mecanismo de inibi¢do que ocorre através da quelacdo de metais de transi¢éo. Os resultados
obtidos nesse trabalho podem ajudar no planejamento de novos inibidores da enzima

integrase.
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