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RESUMO

SOUZA, Joéo Pedro de Albuquerque. Estudo de Ancoragem Molecular de Derivados
de Acido Cinamico Frente & Enzimas do Ciclo Replicativo do HIV-1. 2015. 90 f. TCC
(Curso de Licenciatura em Quimica) — Departamento de Quimica, Universidade Tec-
nolégica Federal do Parana. Campo Mourao, 2015.

A infeccdo causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana consiste em um pro-
blema de saude publica de nivel mundial, destacando a necessidade de pesquisas
de novos farmacos mais eficiente e com menos efeitos colaterais. Desse modo, bus-
cando contribuir para os avancos no tratamento da infec¢cdo causada pelo HIV, o
presente trabalho objetivou realizar estudos in silico para avaliar o potencial antirre-
troviral de ésteres e amidas derivados do acido cinamico, assim como uma proposta
para a sintese de alguns dos cinamatos. Para isso, foram propostos 25 compostos
gue podem ser produzidos a partir de reacdes de esterificacdo com o acido cinami-
co, avaliada as suas propriedades ADMET e realizado um estudo de ancoragem mo-
lecular com enzimas transcriptase reversa e protease de HIV-1. Também foram sin-
tetizados e caracterizados cinco dos compostos avaliados nos estudos in silico, os
cinamatos de guaiacoila, de 3-acetofenonila, de vanilinila, de eugenila e de timila.
Com a avaliacdo das propriedades ADMET foi possivel observar que os compostos
avaliados apresentam favoraveis propriedades para uma boa biodisponibilidade oral
e efeitos toxicologicos significativamente menores que 0s presentes nos protagonis-
tas da derivacdo. Os resultados também indicam que alguns dos compostos inibem
algumas das isoformas do citocromo, sendo essa uma expressiva desvantagem en-
contrada nos compostos avaliados. No estudo de ancoragem molecular, foi obser-
vado que as enzimas transcriptase reversa apresentaram melhores energias de inte-
racdo com 0s compostos avaliados. Apesar dos estudos realizados com as enzimas
transcriptase reversa apresentarem menores valores de energia de interacdo, os
tudo realizado com as enzimas protease apresentaram energia de interacéo inferio-
res. Entretanto, os estudos com as proteases foram favorecidos pela regido em que
todos os ligantes apresentaram menores energias de interacdo, no interior do sitio
alostéricos. Com interacfes favoraveis em energia e localizacéo, o estudo de anco-
ragem molecular indicou um maior potencial de inibicdo da enzima protease, sendo
a regido de interacdo enzima-ligante o principal fator para essa conclusédo. A sinte-
ses dos derivados de guaiacoila, de 3-acetofenonila, de vanilinila, de eugenila e de
timila ocorreram com éxito obtendo um rendimento médio de 60%. Os compostos
sintetizados foram caracterizados por RMN de *H e *C apresentaram deslocamen-
tos quimicos coerentes aos encontrados na literatura, permitindo estabelecer a com-
pleta atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e de carbo-
no-13.

Palavras-chave: HIV-1. Antirretrovirais. Derivados de acido cinamico.



ABSTRACT

SOUZA, Joéo Pedro de Albuquerque. Molecular Docking Study of Cinnamic Acid
Derivatives Against Enzymes of HIV-1 Replicative Cycle. 2015. 90 f. TCC (Curso de
Licenciatura em Quimica) — Departamento de Quimica, Universidade Tecnholdgica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2015.

The infection caused by HIV is a global public health problem, demonstrating the ne-
cessity to research for new and more effective drugs with fewer side effects. Thus,
looking for to contribute to advances in the treatment of infections caused by HIV, the
present work aimed to perform in silico studies to evaluate the potential antiretroviral
esters and amides derivatives of cinnamic acid, as well as a proposal for the synthe-
sis thereof. For this, 25 compounds synthesized from esterification reactions with
cinnamic acid have been proposed, evaluated their ADMET properties and molecular
docking study with reverse transcriptase and HIV-1 protease enzymes. Also, it was
synthesized and characterized five of the compounds evaluated in silico studies,
guaiacol, 3-acetophenone, vanillin, eugenol, and the thymyl cinnamates. With the
assessment of the ADMET properties, it was observed that the evaluated com-
pounds have favorable properties to a good oral bioavailability and significantly lower
toxicological effects than those present in the derivation of the protagonists. The re-
sults also indicate that a few compounds inhibit some cytochrome enzymes, which is
a significant disadvantage found in the evaluated compounds. Although the studies
performed with reverse transcriptase enzyme shown better interaction energy values,
the compounds did not interact in a favorable region to inhibit the enzyme. However,
studies with protease enzymes presented a lower interaction energy. Also, studies
with the proteases were favored by the region where all ligands showed lower inter-
action energy, inside the allosteric site. With favorable interactions in energy and lo-
cation, the molecular docking studies indicated a greater potential to inhibit the pro-
tease enzyme, it is the enzyme-ligand interaction region the main reason for this
conclusion. Synthesis of guaiacol, 3-acetophenone, vanillin, eugenol, and thymyl cin-
namates occurred successfully obtaining an average yield of 60%. The synthesized
compounds were characterized by *H and *C NMR, showed chemical shifts con-
sistent with literature data, enabling to establish the complete assignment of the
chemical shift of hydrogen and carbon-13.

Keywords: HIV-1. Antiretrovirals. Cinnamic acid derivatives.



LISTAS FIGURAS

Figura 1 — Ciclo replicativo do HIV-1 e alvos terapéuticos do tratamento anti-HIV. ..17
Figura 2 — Estrutura tridimensional da enzima HIV-1 transcriptase reversa PDB 1TL1
com destaque para o ligante cristalogréfico e para o sitio ativo. .............. 19
Figura 3 — Interacbes dos ligante cristalograficos com os aminoacidos do sitio
alostérico das enzima HIV-1 Transcriptase reversa (a) PDB 1TL1 e (b)

19 I 19
Figura 4 — Estrutura tridimensional da enzima HIV-1 protease PDB 10HR com
destaque para o ligante cristalografico e para o sitio ativo. ...................... 20
Figura 5 — Interacdes do ligante cristalografico com os aminoacidos do sitio
alostérico da enzima HIV-1 protease PDB 10HR. .........cccccccceeeiiiieenennnn, 21
Figura 6 — Mecanismo de clivagem de uma ligacdo peptidica HIV-1 protease. ........ 22
Figura 7 — Representacgdo estrutural do &cido CiNAmICO (1). ...ccevveeeriiiiiiiiiieeieeeennnnnns 28
Figura 8 — Representacdo estrutural do acido cindmico (1) e dos cinamatos (2-17)
avaliados nesse trabalno. ... 31
Figura 9 — Representacdo estrutural das cinamamidas (18-25) avaliadas nesse
TraDAIN0. ..o 32
Figura 10 — Representacdo molecular dos fragmentos classificados como toxicos
pela ferramenta OSIMS. .......uuuiiiiii e 39

Figura 11 — (a) Representagdo das interagbes dos derivados avaliados com a
enzima TR PDB 1TKX obtidas no estudo de ancoragem molecular
realizado na ferramenta iIGEMDOCK e (b) agrupamento hierarquico do
perfil de interacao dos lIgantes. ..o 47

Figura 12 — (a) Representagdo das interagbes dos derivados avaliados com a
enzima TR PDB 1TL1 obtidas no estudo de ancoragem molecular
realizado na ferramenta iIGEMDOCK e (b) agrupamento hierarquico do
perfil de interacdo dos lIgantes. ............vviiiiiii i 48

Figura 13 — (a) Representacdo das interacfes dos derivados avaliados com a
enzima TR PDB 1TL3 obtidas no estudo de ancoragem molecular
realizado na ferramenta iIGEMDOCK e (b) agrupamento hierarquico do
perfil de interacao dos lIgantes. ..o 49

Figura 14 — (a) Representacdo das interacbes dos derivados avaliados com a
enzima PT PDB 1HXB obtidas no estudo de ancoragem molecular
realizado na ferramenta iIGEMDOCK e (b) agru-pamento hierarquico do
perfil de interacdo dos lIgantes. .........couvuiiiiiii i 51

Figura 15 — (a) Representacdo das interacbes dos derivados avaliados com a
enzima TR PDB 10OHR obtidas no estudo de ancoragem molecular
realizado na ferramenta iIGEMDOCK e (b) agru-pamento hierarquico do
perfil de interacao dos lIgantes. ... 52



Figura 16 — (a) Representacdo das interacbes dos derivados avaliados com a
enzima TR PDB 2BPX obtidas no estudo de ancoragem molecular
realizado na ferramenta iIGEMDOCK e (b) agrupamento hierarquico do
perfil de interacao dos lIgantes. ........coovvviiiiiiiiiiiiiie 53

Figura 17 — Representacdo genérica para a reacao sintese dos ésteres a partir do
ACIAO CINAMICO (1) cieeeeeieiiie e e e e e et e e e e e e eeaanes 54

Figura 18 — Deslocamentos Quimicos de *H do &cido cinamico e dos cinamatos de
S]] (1742 1o [0 13 57

Figura 19 — Deslocamentos Quimicos de **C do &cido cinamico, dos cinamatos e
dos ésteres utilizados como referéncia na atribuicdo dos deslocamentos.

Figura 20 — Representacéo das interagbes dos derivados avaliados com a enzima
TR PDB 1TKX obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na
ferramenta IGEMDOCK. ... 72

Figura 21 — Representacdo das interacdes dos derivados avaliados com a enzima
TR PDB 1TKX obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na
ferramenta IGEMDOCK em agrupamento hierarquico do perfil de
INteraGao doS IJANTES.......cooviiiiiiiiiiee e 73

Figura 22 — Representagdo das interagbes dos derivados avaliados com a enzima
TR PDB 1TL1 obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na
ferramenta IGEMDOCK. ... 74

Figura 23 — Representacdo das interacdes dos derivados avaliados com a enzima
TR PDB 1TL1 obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na
ferramenta IGEMDOCK em agrupamento hierarquico do perfil de
INtEracao dOS lIJANTES.........uuuii i 75

Figura 24 — Representagéo das interagbes dos derivados avaliados com a enzima
TR PDB 1TL3 obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na
ferramenta IGEMDOCK. ..........ouiiiii e 76

Figura 25 — Representagéo das interagbes dos derivados avaliados com a enzima
TR PDB 1TL3 obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na
ferramenta IGEMDOCK em agrupamento hierarquico do perfil de
INtEracao dOS lIJANTES.........uuuiii i e 77

Figura 26 — Espectro e deslocamentos quimicos de *H (CDCls;, 300,06 MHz) do
=Tl (o (o I od 0= 1o o T To o I (6 ) TR SRR 79

Figura 27 — Espectros e deslocamentos quimicos de **C e DEPT 135 (CDCls, 75,45
MHZ) do ACidO CINAMICO (L) ..evveeeeeeiiiiiiiieiiee e 80

Figura 28 — Espectro e deslocamentos quimicos de *H (CDCls, 300,06 MHz) do
cinamatos de Guaiacoila (9). ......ccouviiiiiiiiiii s 81

Figura 29 — Espectros e deslocamentos quimicos de **C e DEPT 135 (CDCls, 75,45
MHZz) do Cinamato de guaiacoila (9). ......cceiiiiiiiiiiieec e 82

Figura 30 — Espectro e deslocamentos quimicos de *H (CDCls;, 300,06 MHz) do
cinamatos de 3-acetofenonila (12). .......coevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 83

Figura 31 — Espectros e deslocamentos quimicos de *C e DEPT 135 (CDCls, 75,45
MHz) do Cinamato de 3-acetofenonila (12).........cccceeeiieiiiee, 84



Figura 32 — Espectro e deslocamentos quimicos de *H (CDCls, 300,06 MHz) do

cinamatos de vanilinila (14). .....oooeeeeeiiiieee e 85
Figura 33 — Espectros e deslocamentos quimicos de **C e DEPT 135 (CDCls, 75,45
MHz) do Cinamato de vanilinila (14).........cccoooeeiiiiiiiiiiiiee e 86
Figura 34 — Espectro e deslocamentos quimicos de *H (CDCls, 300,06 MHz) do
cinamatos de eugenila (15). ....coovrviiiiiiiie e 87
Figura 35 — Espectros e deslocamentos quimicos de *C e DEPT 135 (CDCls, 75,45
MHz) do Cinamato de eugenila (15)........cceeiiiieeiiiiiiiiiiii e 88
Figura 36 — Espectro e deslocamentos quimicos de 'H (CDCls, 300,06 MHz) do
cinamatos de timila (16). .....oceeeiiiiiiiiiiiiie e 89

Figura 37 — Espectros e deslocamentos quimicos de **C e DEPT 135 (CDCls, 75,45
MHz) do Cinamato de timila (16). .......cceuvuiiiiieiiiieiie e 90



LISTA DE TABELA

Tabela 1 — Caracteristicas das enzimas HIV-1 TP e HIV-1 PT utilizadas neste

TraDAIN0. ..o 34
Tabela 2 — Propriedades moleculares calculadas no software Molinspiration para o
acido cindmico, cinamatos e cinamamidas. ...........ccevvveviriiiiiieiiiieeeeeeeeenen. 37
Tabela 3 — Toxicidade, similaridade e potencial farmacoldgico, calculadas no
software Osiris, para o acido cinamico, cinamatos e cinamamidas.......... 38
Tabela 4 — Toxicidade calculadas no software Osiris para 0s precursores sintéticos.
................................................................................................................. 39

Tabela 5 — Resultados da avaliacdo da absorcao, toxicidade e metabolizagcdo do
acido cinamico (1), cinamatos (2-17) e cinamamidas (18-25) realizada na
ferramenta admMEtSAR. ... 42

Tabela 6 — Energias, em kcal.mol-1, obtidas do estudo de ancoragem molecular, no
software IGEMDOCK para as enzimas HIV-1 transcriptase reversa. ....... 43

Tabela 7 — Energias, em kcal.mol™, obtidas do estudo de ancoragem molecular, no
software IGEMDOCK para as enzimas HIV-1 protease. ............cccccuvvnnee 44

Tabela 8 — Médias das energias obtidas, em kcal.mol™, do estudo de ancoragem
L0} =T o | F= T 45



ADMET
AIDS
CCD
cDNA
CYP450
DCC
DLso
DMAP
DNA
GP
HAART
HIV
HIV-1
HIV-2
IN

LH
miLogP
MM
nALH
nDLH
NNRTI
nrotb
NRTI
PT
RMN
RNA
TPSA
TR
VDW

LISTA DE ABREVIATURAS

Administragédo, Distribuicdo, Metabolizacdo, Excregéo e Toxicidade
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Cromatografia em Camada Delgada

Acido Desoxiribonucleico complementar
Citocromo P 450

N,N-dicicloexilcarbodiimida

Dose Letal Mediana

N,N-4-dimetilaminopiridina

Acido Desoxiribonucleico

Glicoproteinas

Terapia Antirretroviral Altamente Ativa

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1

Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 2
Integrase

Ligacéo de Hidrogénio

Coeficiente de Particio Octanol/Agua

Massa Molar

Numero de Aceptores de Ligacdo de Hidrogénio
Numero de Doadores de Ligacdo de Hidrogénio
Inibidores de Transcriptase Reversa Ndo Nucleosideo
Numero de Bandas Rotaveis

Inibidores de Transcriptase Reversa Nucleosideo
Protease

Ressonancia Magnética Nuclear

Acido Ribonucleico

Area Superficial Topoldgica Polar

Transcriptase Reversa

Interacdes de van der Waals



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt eaennanas 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 15
2.1 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA — HIV ..o, 15
2.1.1 Ciclode replicacdo do HIV-1.......ooomriiiiiii i 16
2.1.1.1 HIV-1 tranSCrPLASE MBVEISA .....ccceeeeeeeeeeeee e 18
2.1. 1.2 HIV-1 PrOTEASE ...uieeiiieiiee ettt e et e e e e e e e eaa s 20
2.2 MODELOS DE INIBICAO ENZIMATICA .....ooiviieiieeeceee e 22
2.3 TRATAMENTO ANTIRRETROVIRAL (ANTI-HIV) oo, 23
2.4 PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS........coooveeeiieceeeeee e 25
2.4.1 Ferramentas de Quimioinformética: Estudos In Silico.............cccceeeeeiiiiinnnnn. 25
2.4.1.1 Calculo de propriedades ADMET .......ccoooiiiiiieeeeeee 26
2.4.1.2 ANCOragem MOIECUIAN.........ccoeiiiieiiice e e e e 26
2.5 FENILPROPANOIDES .......cooviiteiieete ettt ettt st aeans 27
T Yoo (o W @i =T 1o o TR 28
S OBUIETIVO ..o 30
S.LOBIETIVO GERAL ..o 30
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....outiiiiiieieisieie sttt 30
4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS.......ccoiiieieieeeeeeeeieeeeeeeeee et eae e 31
4.1 ESTUDOS IN SILICO ..ottt 32
4.1.1 Estudo das Propriedades ADMET ........cccoiiiiiiiiiiie e 32
4.1.2 Estudo de Ancoragem MOIECUIAT ............coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeee 33
4.2 SINTESE E CARACTERIZAGAO DE ESTERES DE ACIDO CINAMICO............ 34
5 RESULTADOS E DISCUSSOES.......coiiiiieiieeeeeeeeee et 36
5.1 ESTUDOS IN SILICO ... 36
5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DE ESTERES DE ACIDO CINAMICO............ 54
6 CONSIDERAGOES FINAIS .....oviieieeceeeee ettt 60
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt st ans 62
ANEXO | — Imagens complementares do estudo de ancoragem molecular com
as enzimas HIV-1 Transcriptase ReVEISa........ccooveveiiiiii i 71

ANEXO Il — Espectros de RMN de *H, **C e DEPT dos compostos avaliados....78



14

1 INTRODUCAO

Na contemporaneidade, a infeccdo causada pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV, do inglés Human Immunodeficiency Virus) consiste em um problema
de saude publica de nivel mundial. Isso porque o virus ataca o sistema imunoldgico,
deixando o organismo do hospedeiro sem defesas contra outras doencas. Um esta-
gio avancado da infecdo € a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do in-
glés Acquired Immunodeficiency Syndrome), em que o sistema imunoldgico esta
completamente debilitado, podendo ser diagnosticado com o surgimento de doengas
oportunistas e alguns tipos de cancer.

Sendo um retrovirus, o HIV possui como material genético o acido ribonu-
cleico (RNA), desse modo possui um ciclo de replicagao mais complexo. O processo
inicia-se pela fuséo, seguido da liberagcdo do material proteico que constitui o virus
no citosol, a transcricdo do material genético, a integracdo ao material genético
transcrito e a maturacdo do virus. A terapia antirretroviral utilizada no tratamento da
infecdo atua em etapas especificas do ciclo de replicacdo do virus, objetivando uma
suspensao duradoura da carga viral e a restauracdo ou preservagao das fungbes
imunoldgicas. Entretanto, apesar de todos os avangos no tratamento da infeccao, a
eficacia é limitada devido ao surgimento de HIV-1 resistentes, a alta toxicidade dos
farmacos utilizados no tratamento e a baixa resposta terapéutica de alguns indivi-
duos, agregando varias dificuldades ao tratamento. Além disso, os medicamentos
em uso nao sdo bem tolerados e apresentam uma série de efeitos adversos, que
reduz a adeséo e a permanéncia do infectado no tratamento. Todas essas dificulda-
des associadas ao tratamento instiga 0s grupos de pesquisa a propor farmacos mais
eficientes e com menos efeitos colaterais para o tratamento da infeccdo causada
pelo virus.

Desse modo, buscando contribuir para os avancos no tratamento da infec-
cado causada pelo HIV, o presente trabalho objetiva realizar estudos in silico para
avaliar o potencial antirretroviral de ésteres e amidas derivados do acido cindmico,

assim como uma proposta para a sintese de alguns dos ésteres cinamatos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A infeccdo causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), desde
seu inicio no Brasil em 1980 até junho de 2014, contou com 757.042 casos registra-
dos no pais. Desses casos, até dezembro de 2013, foram identificados 278.306 6bi-
tos tendo como causa béasica a doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Esse virus
ataca o sistema imunoldgico, deixando o organismo sem defesas contra outras do-
encgas como hepatites virais, tuberculose e pneumonias.

Um estagio final da infeccdo causada pelo HIV é a Sindrome da Imunodefi-
ciéncia Adquirida (AIDS), desse modo, ndo sao todos portadores do virus que che-
gam a essa fase. Nesse estagio o sistema imunolégico estd completamente debilita-
do, pois, ela provoca a destruicdo e declinio dos linfocitos T CD4", o que resulta na
diminuicdo da capacidade do corpo em combater infecgcbes (MOJAVER; KHEIRI,
2015). Desse modo, esse estagio pode ser identificado pela presenca de uma ou
mais infec¢cdes oportunistas, como certos tipos de cancer e baixo numero de linfoci-

tos.

2.1 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA — HIV

O HIV é um virus da familia Retroviridae, do género Lentivirus. Dois tipos do
virus causador da infeccao foram isolados: o HIV-1, no inicio da década de 80, de
pacientes com linfadenopatia persistente e o HIV-2 de pacientes com AIDS na Africa
Ocidental em 1986. A pandemia de AIDS é causada pelo HIV-1, ja o HIV-2 apresen-
ta progressao lenta para o estagio mais avancado da doenca, casos esporadicos
foram relatados na Africa, Europa, Asia e Estados Unidos (SILVEIRA, 2011, p.15).
Acredita-se que sua origem vem de muta¢des de um virus que foi endémico na vida
selvagem de regibes da Africa central (TORTORA, 2012, p. 540).

Pela sua incapacidade de autorreproducédo, como os demais virus, o HIV
precisa infectar uma célula que servir4 de hospedeira para a sua replicacéo. Os re-
trovirus, pertencentes a familia Retroviridae, ttm o RNA como material genético e

possuem um processo de replicacdo mais complexo (CUNICO et al., 2008). O HIV
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possui um formato esférico, sendo envolvido por um envelope formado por uma bi-
camada lipidica oriunda da membrana celular do hospedeiro multipontuado pelas
Glicoproteinas (GP) virais GP 120 e GP 41, responsaveis pela fusdo do virus. No
interior do capsideo estdo contidas duas copias de RNA e as enzimas virais: trans-
criptase reversa (TR), integrase (IN) e protease (PT) (CARVALHO, 2011, p.10).

2.1.1 Ciclo de Replicacédo do HIV-1

Basicamente, a replicacdo do HIV passa por algumas etapas: a fuséo, a
transcricdo reversa do RNA genémico para a formacéo da dupla hélice de acido de-
soxirribonucleico complementar (cDNA), a integracdo do cDNA viral com o da célula
do hospedeiro para a producdo de RNA mensageiro que serd traduzido em protei-
nas virais. A protedlise cliva a poliproteina viral precursora em proteinas individuais
maduras e encerra pelo agrupamento dos compostos necessarios para a formacao,
seguido do brotamento de um novo virion que seré liberado para formar uma nova
célula conforme mostra a Figura 1 (CUNICO et al., 2008).

Glicoproteinas 120 do HIV possuem alta afinidade com os receptores CD4.
Essa molécula, CD4, é encontrada nas células imunoldgicas, principalmente nos
linfécitos T-auxiliares que sao responsaveis pelo funcionamento do sistema imuno-
l6gico, e nos macrofagos que combatem as bactérias e outros germes. Assim que a
GP 120 é ativada, o virus ativa proteinas na membrana plasmética dos linfécitos, as
correceptoras CXCR4 e CCR5. As proteinas GP 41, que une a GP 120 com a mem-
brana viral, tem uma mudanca conformacional e se liga a membrana celular promo-
vendo a fusé@o entre as duas camadas lipidicas (IAMARINO, 2012, p.19).

Fundido no citoplasma celular do hospedeiro, se inicia a produgdo do cDNA
realizada pela polimerase TR. Nessa etapa, ndo se tem ao certo a dinAmica espaco-
temporal de desempacotamento (IAMARINO, 2012, p.19), algumas literaturas afir-
mam que a transcricdo reversa ocorre no citoplasma do hospedeiro (SUZUKI;
CRAIGE, 2007) outras indicam um desempacotamento gradual em paralelo a produ-
cdo do cDNA e o transporte ao nacleo (WARRILOW et al., 2009) e outra ainda que o
desempacotamento ocorre apenas na membrana nuclear, apds a completa transcri-
¢&o do RNA (KLARMANN et al., 1993).
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Figura 1 — Ciclo replicativo do HIV-1 e alvos terapéuticos do tratamento anti-HIV.
Fonte: lamarino (2012, p. 37).
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A insercdo do cDNA ao DNA do hospedeiro é feita pela enzima IN, essencial
para replicacdo viral. Ela catalisa a clivagem endunucleotidica dos 3’-terminal do
cDNA e a transferéncia da fita de DNA da célula hospedeira. “A transferéncia da fita
ocorre por meio de um transesterificacdo, em que o atomo de oxigénio 3’-terminal do
DNA viral clivado ataca a ligacao fosfodiester do DNA do hospedeiro através de dois
fons de Mg®"” (CARVALHO, 2011, p. 16). Ligado ao DNA do hospedeiro, o0 cDNA
viral sera convertido em RNA mensageiro, o qual se expressara na traducao de poli-
proteinas virais.

Responséavel pelo processamento das poliproteinas virais gag e gag-pol, a
acdo das proteases resultam na producgdo das proteinas estruturais e funcionais pa-
ra a formagdo de um novo virion. Com os constituintes formados, as proteinas se

organizam para montar o virus, que brota da membrana celular do hospedeiro.



18

2.1.1.1 HIV-1 transcriptase reversa

Polimerase que atua na catalise da adicdo de nucleotidios, a enzima HIV-1
TR transcreve a fita simples de RNA viral em uma fita dupla de cDNA (HIMMEL,
2014). A enzima HIV-1 RT é um heterodimero formada por uma cadeia de 560 resi-
duos de aminoacidos chamada de p66 e uma outra cadeia formada por 440 residuos
de aminoéacidos chamada de p51. A cadeia p66 ¢é dividida em cinco unidades usual-
mente denominadas dedos, palma, polegar, conexao e Rnase H. A subunidade p51
apresenta os quatro primeiros dominios. O sitio catalitico de polimerizacdo é forma-
do pela triade de residuos® de aspartatos (Asp-110, Asp-185 e Asp-186) localizada
na palma da cadeia p66. Essa triade também é encontrada na cadeia p51, porém,
com um arranjo radicalmente diferente que inativa esse sitio catalitico. O dominio
Rnase H também apresenta um sitio catalitico que auxilia na degradacdo do RNA,
ausente na cadeia p51. A Figura 2 traz a representacdo da estrutura molecular da
enzima TR com destaque as regides do sitio ativo de polimerizacdo e o sitio alosté-
rico, onde se encontra o ligante cristalogréfico.

Os inibidores ndo nucleosideos de TR tem um mecanismo de agdo conheci-
do, observado na estrutura da proteina na presenca e na auséncia do ligante. Ao
ocupar o sitio alostérico, os inibidores ocasionam um reposicionamento das folhas
beta da cadeia p66, onde se encontra os residuos de aspartatos que compdem a
triade catalitica, resultando em uma conformacéo inativa do sitio catalitico de poli-
merizacao, similar ao presente na cadeia p51 (ESNOUF, 1995). Determinando a es-
trutura de enzimas HIV-1 RT, Kohlstaedt e colaboradores (19922 apud SHEN et al.,
2003) e Ding colaboradores (1995° apud SHEN et al., 2003) descreveram que o sitio
alostérico esta localizado a uma distancia proxima de 10 A do sitio ativo da polime-
rase e é formado pelos residuo de aminoacidos Leu-100, Lys-101, Lys-103, Val-106,
Thr-107, Val-108, Val-179, Tyr-181, Tyr-188, Val-189, Gly-190, Phe-227, Trp-229,
Leu-234 e Tyr-318. A interacdo com alguns desses aminoacidos pode ser observada

! Utilizou-se, nesse trabalho, a simbologia para aminoacidos adotada na lingua inglesa.
% Kohlstaedt, Lori A. et al. Crystal structure at 3.5 A resolution of HIV-1 reverse Transcriptase com-
Elexed with an inhibitor. Science, v. 256, n. 5065, p. 1783-1790, 1992.

DING, Jianping et al. Structure of HIV-1 RT/TIBO R 86183 complex reveals similarity in the binding
of diverse nonnucleoside inhibitors. Nature Structural Biology, v. 2, p. 407-415, 1995.
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com os ligantes cristalogréaficos das enzimas HIV-1 TR como ilustrados na Figura 3,

Figura 2 — Estrutura tridimensional da enzima HIV-1 transcriptase reversa PDB 1TL1 com des-
taque para o ligante cristalografico e para o sitio ativo.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 3 — Interacfes dos ligante cristalograficos com os aminoéacidos do sitio alostérico das

enzima HIV-1 Transcriptase reversa (a) PDB 1TL1 e (b) PDB 1TL3.
Fonte: Protein Data Bank®.

* O Protein Data Bank (PDB), em portugués Banco de Dados de Proteinas, é um banco que possui
dados cristalograficos de proteinas e acidos nucléicos. Esse acervo online apresenta um dominio
publico, os arquivos constantes podem ser usados livremente pelo endereco http://www.rcsb.org/pdb.
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2.1.1.2 HIV-1 protease

Isolada pela primeira vez em 1988, a HIV-1 protease € um homodimero
constituido de duas cadeias de 99 aminoacidos (SEELMEINER, 1988). No sitio ativo
encontram-se dois aminodcidos aspartato 25 (Asp-25), um de cada cadeia destaca-
dos na Figura 4, e os aminoacidos treonina 26 (Thr-26) e glicina 27 (Gly-27), com-
pletando a triade catalitica. Essa enzima pertence a familia das aspartilproteases e a
catalise é auxiliada por moléculas de agua presentes no sitio ativo (IAMARINO,
2012, p. 29). As interagBes com os residuos de aminodcidos Asp-25, Gly-27, Ala-28,
Asp-29 e 30, Val-32, lle-47, Gly 48 e 49, lle-50, Pro-81, Val-82, lle-84 sao facilmente
encontradas nos inibidores da enzima, caracterizando o sitio alostérico localizado na

cavidade superior do sitio ativo ilustrado na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura tridimensional da enzima HIV-1 protease PDB 10HR com destaque para o
ligante cristalogréafico e para o sitio ativo.
Fonte: Autoria propria.

As interacdes do ligante cristalografico inibidor mesilato de nelfinavir com al-

guns desses residuos de aminoacidos estéo ilustrados na Figura 5.
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Figura 5 — Intera¢gdes do ligante cristalografico com os amino&cidos do sitio alostérico da en-
zima HIV-1 protease PDB 10HR.
Fonte: Protein Data Bank.

A quebra da ligacdo peptidica catalisada pela HIV-1 protease € correspon-
dente as demais aspartilproteases. O processo inicia com um ataque nucleofilico de
uma molécula de agua, que interage com os aspartatos, a carbonila da ligacéo pep-
tidica a ser clivada. Um proton, anteriormente ligado ao Asp-25 da cadeia A amplia a
eletrofilicidade da carbonila por uma interacdo do tipo ligagdo de hidrogénio. Ele
também estabiliza a adicdo por um rearranjo de hidrogénio do acido carboxilico da
cadeia A para o oxigénio que formava a carbonila. Ocorre a protonacao do aspartato
da cadeia B pelo préton oriundo da molécula de agua. Apés a formacgéo do interme-
diario tetraédrico quebra-se a ligacédo peptidica. O carboxilato da cadeia A remove 0
préton do intermediario e o atomo de nitrogénio é protonado pelo hidrogénio do as-
partato da cadeia B, induzindo a reformulacdo da carbonila e a quebra da ligacéo
peptidica (Figura 6). Compostos que mimetizam o intermediario tetraédrico impedem
que a enzima hidrolise seu substrato (MOTWANI et al., 2015).
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Figura 6 — Mecanismo de clivagem de uma ligagao peptidica HIV-1 protease.
Fonte: Adaptado de MOTWANI et al. (2015).

2.2 MODELOS DE INIBICAO ENZIMATICA

Conhecendo o ciclo de replicacdo do HIV, fica clara a essencialidade que
cada proteina possui. Desse modo, a interrup¢éo de alguma dessas etapas resultara
na nao execucao do ciclo de replicacao, impedindo a fuséo, a formagao de um novo
virus ou resultando na formac&o de virion imaturo nédo infeccioso. Nao s6 no trata-
mento do HIV, mas em varias outras doencas, proteinas esséncias para o patégeno
tem constituido um importante alvo terapéutico (GUIDO et al. 2010).

O modelo proposto por Fischer conhecido como chave-fechadura serve para
explicar a seletividade das enzimas aos seus substratos, em que a chave corres-
ponde a uma micromolécula, a fenda da fechadura ao sitio receptor, a fechadura a
uma macromolécula e o “abrir” da fechadura a resposta bioldgica. Nesse modelo, se
discute que a chave original facilmente abre a porta, ou seja, o ligante enddgeno fa-
cilmente gera a resposta biolégica, porém, uma chave modificada, moldada para
aguela fenda também pode abrir a fechadura, bem como, uma molécula preparada
preparada mimetizar o substrato natural pode ter acesso ao sitio receptor e resultar
em uma resposta biolégica. J& uma chave falsa ndo pode abrir a porta, se ela tiver
acesso a fenda, pode entrar na fechadura, sem abri-la, e impedir o acesso da chave
original, aplicando ao sistema biolégico, um ligante que tem acesso ao sitio receptor,
porém é diferente dos agonistas enddégenos ou modificados, ndo resultara em uma
resposta bioldgica, e se ocupar favoravelmente a cavidade, vai bloquear a entrada
dos ligantes naturais (BARREIRO, 2015, p. 3).

Na contemporaneidade, tem-se o conhecimento da dinamica da interagéo da

macromolécula com a micromolécula, destacando a principal falha do modelo de
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Fischer. Nenhuma das unidades apresenta uma estrutura rigida, como uma chave e
uma fechadura. No sistema biol6gico, ha uma relagdo dindmica em que o ligante e a
proteina varam a sua conformacéo até atingir menor energia do complexo proteina-
ligante. Essa concepc¢ao dinamica do processo surge com o modelo do encaixe in-
duzido proposto por Koshland (BARREIRO, 2015, p. 17).

Um inibidor enzimico consiste em uma molécula capaz de reduzir ou inibir
completamente a atividade catalitica da enzima, quer seja reversivelmente ou per-
manentemente (irreversivelmente). O complexo enzima-ligante vai determinar o tipo
de inibicdo em funcao das interacBes e das possiveis rea¢cdes que podem vir a ocor-
rer no sitio ativo.

Os inibidores reversiveis levam a formacao de um complexo em um sistema
em equilibrio dindmico, no qual a enzima apresenta um grau definido de inibicao,
gue depende das concentragfes da enzima, do inibidor e do substrato no meio rea-
cionério, permanecendo constante a partir de um tempo determinado. Os inibidores
reversiveis podem ser dividido em trés tipos basicos, o competitivo, 0 né&o-
competitivo e 0 misto e apresentam um equilibrio dinamico de interacdo com a en-
zima. Um inibidor competitivo vai disputar o sitio ativo da macromolécula com o
substrato natural. Os inibidores ndo-competitivos interagem no sitio alostérico da
enzima somente quando o sitio ativo est4 ocupado pelo ligante endégeno, impedin-
do a catalise no complexo enzima-substrato, ja formado. Ja os inibidores mistos,
também se ligam ao sitio alostérico da enzima, porém, antes da formacdo do com-
plexo enzima-substrato, permitindo a catalise somente apds a saida do inibidor do
sitio (LEHNINGER, 2003, p. 205).

Inibidores irreversiveis sdo aqueles que se combinam com um grupo funcio-
nal de um residuo de aminoacido da enzima ou destroem ou ainda formam uma as-
sociacao covalente bastante estavel, sendo comum a formacéo de ligacdo covalente
entre o inibidor e a enzima, ou seja, ligam-se irreversivelmente com a enzima (LEH-
NINGER, 2003, p. 204).

2.3 TRATAMENTO ANTIRRETROVIRAL (ANTI-HIV)

O objetivo idealizado da terapia antirretroviral € impedir a infeccéo pelo virus
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do HIV ou impedir a sua replicacdo, porém, devido a fatores como a resisténcia do
virus, o principal objetivo é a suspensédo duradoura da carga viral e a restauracdo ou
preservacao das funcdes imunolégicas (PROVENCHER, 2004). Para isso, 0s prin-
cipais alvos terapéuticos sao inibidores de fuséo, e dos correceptores, de transcricao
reversa, de integracao e de proteases.

Inibidores de fusdo impedem que o virus infecte uma célula. Eles se basei-
am em compostos que inibem a proteina gp41 ou os correceptores, impedindo que a
enzima gp41 interaja com os correceptores, nao permitindo a fuséo viral (CUNICO et
al., 2008).

Outro alvo de grande importancia € a transcricdo reversa, pois a replicacdo
viral depende do metabolismo do hospedeiro que é comandado pelo seu DNA, jun-
tamente com a integracdo do cDNA viral com o DNA da célula. Os inibidores de TR
sao divididos em duas classes: inibidores de transcriptase reversa ndo nucleosideos
(NNRTIs) e inibidores de transcriptase reversa nucleosideos (NRTIs). Os NRTIs pre-
cisam ser metabolizados por enzimas que os trifosforilam, gerando os metabdlitos
ativos. Ja os NNRTIs se ligam no sitio alostérico da enzima induzindo uma distor¢cao
e a perda da atividade. Os inibidores de integrase se ligam na interface integrase-
DNA impedindo a incorporacdo do DNA viral com o DNA da célula (PROVENCHER,
2004).

A maturacdo do virus é feita pela enzima HIV-1 protease. Os inibidores se li-
gam ao sitio ativo da HIV-1 protease e impedem o processamento das proteinas
precursoras de poliproteinas gag e gag-pol, impedindo a protedlise, formando um
novo virus imaturo ndo infeccioso (CRUZ, 2014, p. 31).

A terapia tripla, também conhecida como Terapia Antirretroviral Altamente
Ativa (HAART, do inglés Highly active antirretroviral therapy) é um padrdo para o
tratamento. Ela consiste em uma combinacao de farmacos antirretrovirais: um inibi-
dor de PT ou um NNRTI e dois NRTIs ou trés NRTIs. Essa terapia que associa va-
rios farmacos com mecanismos de acao diferentes tem como alvo as proteinas virais
e se mostrou eficaz na reducdo da carga viral e no retardamento do progresso da
doenca. Todavia, essa terapéutica ndo previne ou cura a infeccdo (COCCARO et al.,
2004; FISHER et al., 2006)

Pesar de todos os avancos obtidos no tratamento da infecgcéo, Cunico et al.
(2008) concluem em seu trabalho de revisdo que “apesar desses avancos, a eficacia

do tratamento da AIDS é limitada pelo surgimento de HIV-1 resistentes aos medica-
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mentos disponiveis, a toxicidade dos mesmos e uma baixa resposta terapéutica de
alguns individuos”. Outro problema apresentado pela terapia antirretroviral € que “os
medicamentos atualmente em uso nem sempre sao bem tolerados e exibem uma
série de efeitos adversos, reduzindo assim, a adesédo e a continuidade do regime
terapéutico complexo” (FERREIRA et al., 2010). A busca por compostos que apre-
sentem atividade frente ao virus, mais eficazes e com menos efeitos colaterais, ba-
seados nos alvos conhecidos do HIV e por novos alvos terapéuticos continua desa-

fiadora.

2.4 PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

Todo o conhecimento adquirido sobre o ciclo de replicacéo do HIV, a estrutu-
ra, 0S mecanismos de catalise cada enzima envolvidos e a importancia que cada
uma apresenta a replicacédo do virus, instiga os pesquisadores a otimizar a producao
de compostos biologicamente ativos, resultando em farmacos mais potentes e com
menos efeitos colaterais para o tratamento da infec¢do causada pelo virus.

O processo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos é complexo, longo
e de alto custo, podendo levar até 15 anos, com custos da ordem de U$$ 500-880
milhdes, em alguns casos mais de U$$ 1 bilhdo (LIMA, 2007; MOTA, 2007, p. 3).
Técnicas in silico tem se mostrado eficazes no manejo de dados e mapeamento da
estrutura 3D de alvos moleculares e ligantes, guiando a identificacdo e otimizagao
de novos candidatos a farmacos e reduzindo o tempo e os custos envolvidos no pro-
cesso (RODRIGUES et al., 2012).

2.4.1 Ferramentas de Quimioinformética: Estudos in silico

Ferramentas computacionais tém ganhado importante espaco no cenario da
guimica, principalmente em pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Utilizada pela
primeira vez em 1989, a expressao in silico até hoje traduz dados gerados e anali-

sados utilizando modelagem computacional ou de tecnologias da informacéao
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(IUPAC, 2013). A bioinformética e a quimioinformatica estdo integradas ao planeja-
mento de novos farmacos e seu emprego inclui a identificacdo, selecdo e otimizacéo
de moléculas candidatas a novas entidades quimicas com elevado potencial tera-
péutico (MOTA, 2007, p. 2).

2.4.1.1 Calculo de propriedades ADMET

Absorgao, Distribuicdo, Metabolizag&o, Excrecéo e Toxicidade (ADMET) s&o
parametros de grande importancia no planejamento de farmacos. Isso porque, a
administracdo do medicamento, a maioria das vezes pela via oral, introduz o com-
posto para ser absorvido, chegar ao sangue, e ser distribuido pelo corpo. Esse tam-
bém pode sofrer modificagdo catalisada enzimaticamente com o objetivo de reduzir
a toxicidade, metabolizacdo, e facilitar a sua excrecao, realizada principalmente
através da urina. Avaliar essas propriedades é importante porque nao se obtera uma
resposta terapéutica se 0 composto ndo alcancar o seu érgao-alvo numa concentra-
cao suficiente para exercer um efeito terapéutico (MOTA, 2007, p. 9). A toxicidade
também possui relevante destaque nesse processo, pois se o possivel farmaco
apresenta um efeito téxico, 0 mesmo curaria uma doenca desenvolvendo outras.
Técnicas computacionais como Molinspiration, ALOGPS 2.1, ToxPredict e OSIRIS
Property Explorer podem ser utilizadas para avaliar o potencial de novos derivados

sintéticos candidatos a farmacos.

2.4.1.2 Ancoragem molecular

As interagBes entre uma proteina (macromolécula) e seu substrato (micro-
molécula) dependem da complementariedade estérica e eletronica. Informagdes es-
truturais do receptor, bem como de ligantes bioativos, tornam-se importantes para-
metros no planejamento de farmacos. A modelagem molecular vem como uma alter-
nativa aos métodos experimentais, como Difracdo de Raios X e de Ressonancia

Magnética Nuclear, sendo mais rapido e menos custoso a obtencao de informacdes
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da relacao receptor e ligante (BARREIRO, 2015, p. 231).

Uma das estratégias utilizadas pela modelagem molecular é o Planejamento
de Farmacos Baseados na Estrutura do Receptor (SBDD, do inglés Structure Based
Drug Design), utilizada quando a estrutura do alvo bioquimico e a acdo de compos-
tos bioativos sdo conhecidos (BARREIRO, 2015, p. 232). Dentre as varias técnicas
in silico no planejamento de farmacos, torna-se interessante trabalhar com a estrutu-
ra do receptor bioldgico, quando disponivel, pois possibilita obter informacdes deta-
Ihadas da estrutura receptor-ligante e das interacfes intermoleculares entre o0s
mesmos. Essa metodologia compde uma das técnicas mais utilizadas por pesquisa-
dores universitarios em pesquisa e desenvolvimento na inddstria farmacéutica
(CARVALHO, 2011; GODOI et al., 2013).

A ancoragem molecular, também conhecida como docking molecular, cor-
responde ao estudo das interagdes entre uma macromolécula com um micromolécu-
la, destacando orientacdo e conformacdo dos mesmos. Permite avaliar solu¢des da
interacdo proteina-ligante, servindo para destacar as raz6es moleculares que justifi-
guem a atividade para um ligante ativo, bem como para avaliar os efeitos das intera-
¢bes com um ligante desconhecido. Nesses estudos, geralmente se usa um modelo
que mantem a estrutura da macromolécula rigida e varia as conformacdes da mi-
cromolécula e a regido mais favoravel a interacdo proteina-ligante (GODOI et al.,
2013).

2.5 FENILPROPANOIDES

Estudos mostraram que compostos da classe dos fenilpropandides apresen-
tam relevante atividade viral (MURAKAMI et al., 2000). Recentemente, foi observado
gue o acido cinamico apresentou atividade virustatica na replicacdo do ciclo viral de
herpesvirus equino (GRAVINA et al., 2011) e derivados do acido cinamico, como 0s
acidos rosmarinico, cafeico, ferulico, entre outros, tem apresentado atividade antirre-
troviral descrita na literatura (BAILLY; COTELLE, 2005).
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2.5.1 Acido Cinamico

O &cido cinamico (1) também € chamado de acido 3-fenilprop-2-endico e
apresenta estrutura representada pela Figura 7. Consiste em um &cido graxo aroma-
tico encontrado em 6leo de canela (Cinnamomum zeylanicum) e folhas de coca
(Erythroxylum coca), juntamente com outros fenilpropandides analogos como o ci-
namaldeido e alcool cindmico. Naturalmente encontrado na sua forma trans (LIU et
al., 1995), esse acido corresponde a um horménio vegetal pertencente ao grupo das
auxinas, responséaveis pelo crescimento e a diferenciagdo celular. Alguns de seus
derivados desempenham o papel de defesa da planta contra microrganismos e inse-

tos.

O
Figura 7 — Representacao estrutural do &cido cinamico (1).
Fonte: Autoria prépria.

Na busca de novos compostos farmacologicamente ativos, derivados do aci-
do cinamico séo considerados importantes e promissores por apresentarem elevado
potencial para o desenvolvimento de farmacos (SOVA, 2012). Como é discutido por
Wang e colaboradores (2012), varios ésteres, amidas e glicosideos analogos do aci-
do cindmico tém atraido muita atencao ao potencial farmacoldgico devido a sua ati-
vidade antiviral (ZHUANG et al., 2009; LEE et al., 2007), antiaterogénica (LAPEYRE
et al., 2005), antitumoral (Hedvati et al., 2002; QIAN et al., 2010), antituberculose
(BAIRWA et al., 2010; DE et al., 2011), antioxidante (GASPAR et al., 2009; MENE-
ZES et al. 2011), antimalérica, antifungica, antidiabética, anticolesterolémica, antihi-
perglicémica, e anti-inflamatéria (EKMEKCIOGLU et al.,, 1998; FU et al., 2010;
GUSMAN, 2014; LONE; SHUAB; KOUL, 2013; NARASIMHAN; NIERO, 2010;
SHARMA, 2011). Durante a realizacdo do presente projeto, Glaser et al. (2015) re-

portaram que 0s cinamatos de timila e de eugenila possuem atividade contra esquis-
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tossdmulos e vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Os principais compostos fendlicos encontrados no propolis brasileiras séo o
acido cinamico e seus metabolitos, &cido cafeico, acido ferulico e o acido p-
cumarico. Estudos ja relataram atividade antibacteriana, antifungica, anti-
inflamatoria, cicatrizante e antitumoral de alguns tipos de prépolis (CASTRO et al.,
2007; CABRAL et al., 2009; SILVA et al., 2006; VICTORINO et al., 2009). Serkedjie-
va et al. (1992) em estudos in vitro com ésteres de acido cinamico substituidos, ex-
traidos com acetato de etila de propolis, inibiram significativamente a infeccdo por

virus da influenza A H3N3.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Buscando contribuir para os avancos no tratamento da infeccdo causada pe-
lo HIV, o presente trabalho busca realizar estudos in silico para avaliar o potencial
antirretroviral de ésteres e amidas derivados do &cido cindmico, assim como uma

proposta para a sintese de alguns ésteres derivados do acido cindmico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Propor uma série de ésteres e amidas derivados do acido cindmico para te-

rem seu potencial antirretroviral avaliado por ferramentas computacionais.

e Avaliar propriedades ADMET dos ésteres e amidas derivados do acido ci-

namico por meio de ferramentas computacionais.

e Realizar um estudo de ancoragem molecular dos ésteres e amidas deriva-

dos do &cido cindmico com enzimas do ciclo de replicagdo do HIV-1.

e Avaliar uma metodologia para sintese, sintetizar e caracterizar alguns dos

ésteres derivados de acido cinamico.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Para este trabalho foi proposta a avaliacao in silico do potencial antirretrovi-
ral de cinamatos e cinamanidas (Figuras 8 e 9) preparados a partir de trés alcoois,
quatorze fendis e oito aminas disponiveis em nosso laboratdrio de pesquisa. Tam-
bém nesse trabalho, € proposta uma metodologia para a sintese dos derivados do

acido cinamico, seguido da caracterizacdo de cinco dos compostos propostos.

1) ) ®3)

rR-© R0
= OH
O
(4) (5) (6)
SO e
O R
/\/\© R,O
(7) (8) OO« 9) o~
.0
ReeTEN R
(10) @] H (12) O (12) 0
.0
(13) o~ (14) o~ (15) o0~
(6] o
R” R~ .0
(@] o o
(16) $ (7) : Em que
.0
.0 R
R
R= a
@]

Figura 8 — Representacao estrutural do acido cinamico (1) e dos cinamatos (2-17) avalia-
dos nesse trabalho.
Fonte: Autoria propria.



32

as a9 (20)
1 I N
N N S R”
d o T QA
\© \O/ N
e
(21) Y (22) H (23) |;|
10 e 8
(24) H H (25) H Em que
1 1 |
. N _N
Yy 0 -
N z
@]

Figura 9 — Representacédo estrutural das cinamamidas (18-25) avaliadas nesse trabalho.
Fonte: Autoria prépria.

4.1 ESTUDOS IN SILICO

4.1.1 Estudo das Propriedades ADMET

Os estudos in silico com os cinamatos e cinamamidas tiveram inicio com a
avaliacdo da biodisponibilidade oral realizada na ferramenta Molinspiration Online

PropertyCalculation Toolkit (www.molinspiration.com/), seguido da avaliagdo da toxi-

cidade, da similaridade com os farmacos atualmente comercializados e de seu po-
tencial  farmacolégico  com o servidor  Osiris Property Explorer

(www.organicchemistry.org/prog/peo/). Também foi avaliada a absor¢éo, a toxicida-

de e a metabolizacdo dos candidatos a farmacos pela ferramenta admetSAR

(http://Immd.ecust.edu.cn:8000/). Entdo, o estudo in silico foi finalizado com a analise

de ancoragem molecular, visando analisar orientacdo e afinidade dos derivados do
acido cinamico utilizando o software IGEMDOCK 2.1 com estruturas completas das
enzimas do ciclo de replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana HIV-1 TR e
HIV-1 PT selecionadas do Protein Data Bank

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

Fundamentado nas pesquisas de Lipinski et al. (1997) e Veber et al. (2002),


http://www.molinspiration.com/
http://www.organicchemistry.org/prog/peo/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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a ferramenta Molinspiration foi utilizada para avaliar o coeficiente de particdo octa-
nol/agua (milogP), a area superficial topoldgica polar (TPSA), a massa molar (MM), o
namero de aceptores e de doadores de ligacdo de hidrogénio (nALH e nDLH) e o
namero de bandas rotaveis (nrotb) dos derivados. Esses parametros estruturais sao
de grande importancia na predicdo do perfil de biodisponibilidade oral, que estao
associados a absor¢do e a permeabilidade de xenobidticos.

Efeito mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a reproducéo foram avalia-
dos utilizando o servidor Osiris. Este servidor também avaliou a similaridade do
composto analisado com os farmacos comerciais no parametro drug-likeness e seu
potencial farmacoldgico no parametro drug-score, que é um parametro que combina
os valores obtidos de drug-likeness, miLogP, solubilidade, massa molar e riscos toxi-
coloégicos em um dnico valor.

Na ferramenta admetSAR, foi avaliado a permeabilidade na barreira hema-
toencefélica, absorcéo no intestino, permeabilidade Caco-2, se sdo substratos e ini-
bidores de glicoproteinas P, que apresenta grande importancia no transporte e fluxo
de uma ampla gama de xenobidticos em diferentes tecidos, e se inibidores do trans-
porte renal de cations organicos no que diz respeito a absorcdo. A metabolizagéo foi
avaliada utilizando oito enzimas do Citocromo P450, aferindo se os compostos sdo
substratos para os citocromos CYP450 2C9, CYP450 2D6, CYP450 3A4, se o com-
postos inibem os citocromos CYP450 1A2, CYP450 2C9, CYP450 2D6, CYP450
2C19, CYP450 3A4 e a promiscuidade de inibicdo dos citocromos. A determina a
capacidade mutagénica de compostos pelo teste de AMES, carcinogenicidade e to-
xicidade oral aguda foram os parametros toxicolégicos avaliados nessa feramenta
(CHENG et al., 2012).

4.1.2 Estudo de Ancoragem Molecular

O docking molecular visando estudar a orientacdo e a afinidade dos ésteres
derivados do acido cindmico foram realizados no software IGEMDOCK 2.1. Apés a
avaliacao de algumas das propriedades ADMET, foi iniciado o estudo de ancoragem
molecular. Esse estudo contou com 0 uso de seis enzimas cuja estrutura foi obtida

do Protein Data Bank. As enzimas utilizadas no estudo foram selecionadas apos
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uma busca na plataforma, baseado no método de caracterizacdo, a resolucdo e a
origem, sendo todas caracterizadas por difracdo de raio-x e oriundas do HIV. As
HIV-1 TR escolhidas foram PDB 1TKX, PDB 1TL1 e PDB 1TL3, as PT foram PDB
1HXB, PDB 10HR e PDB 2BPX. As caracteristicas das enzimas utilizadas no estudo

estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas das enzimas HIV-1 TP e HIV-1 PT utilizadas neste trabalho.

Cadeias / Resolucéo

PDB Comprimento A) Ligantes externos Autor
4-[(ciclopropiletinil)oxi]-6-fluoro-3-

1TKX A e B/1000 aa 2,85 isopropilquinolin- 2(1H)-ona — FREEZI\S'S‘L\] etal,

C17H16FNO; '
6-cloro-4-(cicloexilsulfinil)-3-

1TL1 A e B/1000 aa 2,90 propilquinolin- 2(1H)-ona — HOPKINS et al., 2004.

C]_gHggCINOzS
6-cloro-4-(cicloexiloxi)-3-

1TL3 A e B/1000 aa 2,80 isopropilquinolin- 2(1H)-ona — HOPKINS et al., 2004.
ClgH22C|N02

1HXB A e B/99 aa 2,30 Saquinavir — C3gHsoNgOs5 KROHN et al., 1991.

10HR  AeB/99 aa 2,10 Mesilato De Nelfinavir - KALDOR et al., 1997.
C32HasN304S

2BPX  AeB/99 aa 2,80 Indinavir — C3¢H47N504 MUNSHI et al., 1998.

aa — aminoacidos
Fonte: Autoria Propria.

As estruturas completas das enzimas HIV-1 TR e HIV-1 PT foram carrega-
das utilizando, na secao "Prepare Binding Site", a opcao "by bonded ligand" e um
raio de 30,0 A ao redor da cavidade na qual se encontra ancorado o ligante cristalo-
grafico. Os arquivos com as estruturas moleculares dos ésteres foram carregados no
formato ".mol", previamente otimizados a partir de célculos de mecanica molecular
baseado no campo de forca MMFF94, utilizando o software Marvin Sketch 6.1.7. Os
parametros foram ajustados para "Stable docking”, em que a populacéo foi definida
como 300, as geracdes como 80 e o numero de solu¢cdes como 3. As configuracdes

padrdes foram mantidas na se¢ao "Scoring function”.

4.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DE ESTERES DE ACIDO CINAMICO

Para a sintese dos ésteres e amidas derivados do acido cinamico, foi utiliza-
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da N,N-dicicloexilcarbodiimida (DCC) como agente de acoplamento e a N,N-4-
dimetilaminopiridina (DMAP), como catalisador. Para isso, foi adicionado 1,00 g de
acido cinamico (6,75 mmol) e a quantidade equivalente ao mesmo numero de mols
do alcool/fenol/amina a ser utilizado, 2,10 g de DCC (10,12 mmol), 20,0 mL de diclo-
rometano, 10 mol% de DMAP em um erlenmeyer de 150 mL com tampa. A reagao
permaneceu sob agitacdo magnética por 48-96 horas em temperatura ambiente e foi
monitorada por cromatografias em camada delgada (CCD). Apés o termino da rea-
cao, o produto da reacdo foi filtrado para remocéo da dicicloexiluréia formada segui-
do da purificado por cromatografia em coluna. A purificacdo dos compostos foi reali-
zada utilizando cromatografia em coluna de silica gel 60 (Merck), com granulometria
70-230 mesh e os solventes usados foram acetato de etila e hexano destilados em
gradiente de polaridade de acordo com a necessidade. As cromatografias em cama-
da delgada analiticas, para monitoramento das reacdes e purificacdo dos produtos
por cromatografia em coluna, foram efetuadas em placa de aluminio recobertas com
silica gel 60. A visualizacdo dos compostos em CCD foi feita por irradiagdo com
lampada de ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. Os compostos sinteti-
zados foram caracterizados por ponto de fusdo e por Ressonancia Magnética Nu-
clear (RMN) de *H,"*C e DEPT. As andlises de RMN foram realizadas na Universi-
dade Estadual de Maringd, por intermédio do prof. Dr. Adley Forti Rubira.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho foram divididos em duas sessdes, a
primeira foi dedicada aos estudos in silico, contendo a avaliacdo das propriedades
ADMET e ancoragem molecular e a segunda com a discussao da sintese e caracte-

rizacdo dos ésteres derivados do acido cinamico.

5.1 ESTUDOS IN SILICO

Avaliando a biodisponibilidade de farmacos, Lipinski e colaboradores (1997)
relacionaram as propriedades estruturais de xenobidticos a sua absorcao, estabele-
cendo que para um farmaco ter boa biodisponibilidade oral, ele deve apresentar um
miLogP menor ou igual a 5,00, MM menor ou igual a 500 g.mol™, nALH menor ou
igual a 10 e nDLH menor ou igual a 5. Compostos que excedem mais que um des-
ses parametros poderdo apresentar problemas de biodisponibilidade. Essa regra
ficou conhecida como “Regra dos cinco” por apresentar valores de fronteira multiplos
de cinco. A area de superficie polar topolégica (TPSA) também tem sido utilizada
como bom descritor para caracterizar a absorcdo de um farmaco, incluindo a absor-
¢cdo no intestino, em células caco-2 que correspondem a uma importante célula de
carcinoma do colon humano que mimetizam o epitélio gastrointestinal, a barreira
hematoencefalica e a biodisponibilidade (ERTL et al., 2000). Outro parametro rele-
vante para predicao da biodisponibilidade oral é a flexibilidade da molécula que pode
estar associada ao niumero de bandas rotaveis, que corresponde ao namero de liga-
cOes simples, fora de um anel, ligado a um atomo nao terminal. Estudos realizados
por Veber e colaboradores (2002) permitiu estabelecer que compostos com uma
TPSA menor ou igual a 140 A% e um nrotb menor ou igual a 10 apresentaram eleva-
da probabilidade de boa biodisponibilidade oral. Esses parametros foram calculados
utilizando a ferramenta Molinspiration e seus resultados estdo apresentados na Ta-
bela 2.
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Tabela 2 — Propriedades moleculares calculadas no software Molins-
piration para o0 4cido cinamico, cinamatos e cinamamidas.

Comp. | miLogP MM nALH nDLH TPSA nrotb
1 1,91 148,16 2 1 37,30 2
2 4,43 230,31 2 0 26,31 4
3 4,12 238,29 2 0 26,31 5
4 4,88 264,32 2 0 26,31 6
5 3,63 224,26 2 0 26,31 4
6 4,79 274,32 2 0 26,31 4
7 4,81 274,32 2 0 26,31 4
8 3,84 282,30 4 0 52,61 6
9 3,25 254,29 3 0 35,54 5
10 3,37 252,27 3 0 43,38 5
11 3,48 266,30 3 0 43,38 5
12 3,51 266,30 3 0 43,38 5
13 3,12 296,32 4 0 52,61 6
14 3,01 282,30 4 0 52,61 6
15 4,04 294,35 3 0 35,54 7
16 5,05 280,37 2 0 26,31 5
17 5,62 280,37 2 0 26,31 5
18 3,47 223,28 2 1 29,10 3
19 3,88 269,37 2 1 29,10 4
20 3,43 268,27 5 1 74,92 4
21 2,52 230,29 3 1 41,99 3
22 2,74 244,32 3 1 41,99 3
23 4,02 280,35 3 1 41,99 3
24 3,28 263,30 4 2 57,78 3
25 3,57 251, 33 2 1 29,10 5

Fonte: Autoria Prépria.

Observando os resultados ilustrados na Tabela 2, tem-se que somente o0s
compostos 16 e 17 violam uma das propriedades da Regra dos Cinco de Lipinski,
apresentando miLogP superior a cinco. Por violar somente um dos parametros, os
dois compostos ndo tendem a apresentar problemas de biodisponibilidade oral. Além
disso, todos os compostos avaliados apresentaram TPSA e nrotb favoraveis aos es-
tudos de Veber e colaboradores (2002), indicando que 0os mesmos devem possuir
uma boa absorcao se administrados por via oral.

O segundo estudo foi realizado na ferramenta Osiris, utilizado para o calculo
da toxidade dos compostos estudados. Esse servidor indica através de um esquema
de cores o risco toxicolégico de cada parametro, em que a cor vermelha correspon-
de a um alto risco, a amarela a um risco moderado e a verde a auséncia risco. Tam-
bém nessa mesma ferramenta foram calculados os valores de drug-likenes e drug-
score. Valores de drug-score entre 0,1 e 1,0 e um valor positivo para drug-likeness
indicam que a substancia avaliada contém grupos frequentes em medicamentos

comerciais. Os resultados obtidos nessa ferramenta estdo na Tabela 3.
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Tabela 3 — Toxicidade, similaridade e potencial farmacoldgico, calculadas no
software Osiris, para o acido cindmico, cinamatos e cinamamidas.

Toxicidade Drug- Drug-
Comp. P T : = :

Mutagénico Tumorigénico Irritante Reproducédo  likeness score

1 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco -1,10 0,36
2 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco - 8,83 0,24
3 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco - 15,92 0,25
4 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco - 4,26 0,22
5 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco - 3,81 0,25
6 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco - 4,04 0,18
7 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco -5,44 0,17
8 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco -5,13 0,24
9 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco - 2,63 0,26
10 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Alto Risco -6,64 0,14
11 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco -2,92 0,24
12 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco -6,79 0,23
13 Sem Risco Sem Risco Alto Risco Sem Risco -1,51 0,27
14 Sem Risco Sem Risco Alto Risco Sem Risco - 5,36 0,24
15 Sem Risco Alto Risco Alto Risco  Sem Risco - 3,84 0,12
16 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco - 6,58 0,17
17 Sem Risco Sem Risco Alto Risco  Sem Risco -6,14 0,17
18 Sem Risco Sem Risco Sem Risco  Sem Risco - 2,95 0,44
19 Sem Risco Sem Risco Sem Risco  Sem Risco - 1,26 0,44
20 Sem Risco Sem Risco Sem Risco  Sem Risco -16,53 0,41
21 Sem Risco Sem Risco Sem Risco  Sem Risco - 0,66 0,58
22 Sem Risco Sem Risco Sem Risco  Sem Risco -0,40 0,57
23 Sem Risco Sem Risco Sem Risco  Sem Risco -0,31 0,49
24 Sem Risco Sem Risco Sem Risco  Alto Risco -0,36 0,33
25 Sem Risco Sem Risco Sem Risco  Sem Risco - 0,43 0,58

Fonte: Autoria Prépria.

A partir dos resultados obtidos pela ferramenta Osiris, foi possivel observar
gue os compostos 1-17 foram classificados como irritantes, os compostos 10 e 24
foram classificados com risco a reproducdo e o composto 15 foi classificado com
efeito tumorigénico. Esse servidor se fundamenta no uso de bases de dados con-
tendo moléculas toxicas e ndo toxicas, esse modelo é calibrado com as moléculas
fragmentadas, a partir da quebra de ligacGes simples, resultando em fragmentos que
inserem o efeito indesejado a molécula. A fermenta, além de indicar a toxicidade,
destacou que os compostos 1-17 foram classificados como irritantes devido a pre-
senga do fragmento A, ilustrado na Figura 10. Os fragmentos B, C e D também s&o
classificados como irritantes por essa ferramenta e estdo presentes nas moléculas
10, 16 e 17, respectivamente. O fragmento B também foi classificado como tendo
efeitos a reproducéo, juntamente com o fragmento E presente no derivado 24. O fra-
gmento F, encontrado no derivado 15, foi classificado como tumorigénico.
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Figura 10 — Representacdo molecular dos fragmentos toxicos pela ferramenta Osiris.
Fonte: Autoria Propria.

Apesar dos efeitos indesejados apresentados pelos derivados propostos, a
grande maioria dos compostos apresentaram uma reducao da toxicidade quando
comparados aos efeitos apresentados pelos alcoois, fendis e aminas utilizados como
reagentes nas sinteses. Os alcoois cicloexilico, benzilico e cinamico, por exemplo,
foram classificados pela mesma ferramenta como sendo mutagénicos, irritantes e
com riscos a reproducdo. Além disso, o alcool benzilico também foi classificado co-
mo tumorigénico, observa-se que a toxicidade foi reduzida com a derivagéo, em que
os derivados somente foram classificados como irritantes. Os resultados de da avali-
acao da toxicidade dos demais fenois e aminas precursores a formacéo dos cinama-

tos e cinamidas calculados na mesma ferramenta estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 — Toxicidade calculadas no software Osiris para 0s precursores sintéticos.

c Toxicidade c Toxicidade
omp. Mutag. Tumor. Irritan. Repro. omp-. Mutag. Tumor. Irirtan. Repro.
2% AR SR AR AR 14* AR SR AR AR
3* AR AR AR AR 15* AR AR AR SR
4* AR SR AR AR 16* AR SR SR AR
5* AR AR AR AR 17* SR SR AR SR
6* AR SR AR AR 18* AR AR AR AR
7* AR SR AR SR 19* SR SR SR SR
8* AR SR AR AR 20* SR SR SR SR
9* SR SR AR AR 21* AR SR SR SR
10* AR SR AR SR 22% SR SR SR SR
11* SR SR SR SR 23* AR SR SR SR
12* SR SR SR SR 24* AR SR SR AR
13* AR SR SR SR 25* AR SR RM SR

Mutag — Mutagénico; Tumor. — Tumorigénico; Irritan. — Irritante; Repro. — Efeitos a Reproducao;
AR — Alto Risco; RM — Risco Moderado; SR — Sem risco; *compostos em que R=H (Figuras 8 e 9).
Fonte: Autoria Prépria.
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Os valores de drug-likenes obtidos foram todos negativos, sendo que as
amidas 21-25 apresentaram os valores mais préximos de zero. Esses valores indi-
cam que os compostos avaliados ndo apresentam similaridade estrutural com far-
macos comerciais. Todavia, os valores de drug-score encontram-se entre 0,1 e 1,0,
indicando que os compostos avaliados apresentam um potencial farmacoldgico, o
gue indica a necessidade de mais estudos acerca dos compostos avaliados.

Dando continuidade a avaliacdo das propriedades ADMET, foi iniciado os
estudos com a ferramenta admetSAR. Com relacdo ao parametro absorcdo dos de-
rivados propostos, foi possivel observar que todos os derivados permeiam a barreira
hematoencefélica, sdo absorvidos no intestino, permeiam células Caco-2, nao ini-
bem o transporte renal de cations organicos e ndo sao substratos da glicoproteina P.

Avaliando a toxicidade nessa mesma ferramenta, foi observado que os com-
postos 10, 11, 18, 19, 20, 21, 24 e 25 foram classificados como téxicos pelo teste
AMES e o derivado 24 foi classificado como carcinogénico. A toxicidade oral aguda
foi classificada com base nas quatro categorias da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos que divide os compostos de acordo com a dose letal mediana
(DLso). Na categoria | encontram-se os compostos cuja DLsp; assume valores meno-
res que 50 mg/kg, a categoria Il contém os compostos com DLsp que varia entre 50
mg/kg e 500 mg/kg, a categoria Ill contém os compostos com DLs, entre 500 mg/kg
e 5000 mg/kg e a categoria IV contém os compostos cuja DLsy € maior que 5000
mg/kg. Somente o composto 3 foi classificado com uma DLsy maior que 5000 mg/kg,
categoria IV, enquanto os demais apresentaram uma DLsy de 500 a 5000 mg/kg,
correspondendo a categoria lll.

Quando um xenobidtico é absorvido, seja por via oral ou por qualquer outra,
0 organismo passa a realizar uma série de reacfes enzimaticas para biotransformar
0 composto em metabolito de maior polaridade para ser eliminado pela urina. O me-
tabolismo atua na eliminagdo dos xenobidticos, impedindo que figuem por tempo
indeterminado no organismo. Interacdes adversas entre farmacos causadas pela
inibicdo de isoformas de citocromo P (CYP) sdo importantes parametros no planeja-
mento de farmacos. A metabolizacdo dos compostos foi avaliada com oito enzimas
do CYP 450, avaliando se os compostos sao substratos para as proteinas CYP450
2C9, CYP450 2D6 e CYP450 3A4, se o compostos inibem as proteinas CYP450
1A2, CYP450 2C9, CYP450 2D6, CYP450 2C19 e CYP450 3A4, responsaveis por
cerca de 90% das reacdes de metabolizacdo e a avaliacdo da promiscuidade de ini-
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bicdo de CYP, que corresponde ao potencial de inibicdo de varias isoformas do CYP
por um Unico composto, também foi avaliada na ferramenta admetSAR (CHENG et
al., 2011). Os resultados estdo apresentados na Tabela 5 .

A atuacdo como inibidor de enzimas do citocromo P 450 pode contribuir para
a diminuicdo da metabolizacdo de xenobidticos, reduzindo as defesas do corpo con-
tra compostos absorvidos que devem ser eliminados pela sua toxicidade ser toxicos.
Portanto, a inibicdo dessas proteinas ndo sdo vantajosas para 0 organismo, pois
essas estdo atuando na defesa do organismo contra agentes quimicos. A mesma
ferramenta classificou os compostos 1 e 3 com baixa promiscuidade inibitéria de ci-
tocromo, e os demais com alta promiscuidade, ou seja, a grande parte dos compos-
tos atuardo como inibidores de isoformas de CYP 450.

Com a avaliacdo das propriedades ADMET foi possivel observar que os
compostos avaliados apresentam favoraveis propriedades para uma boa biodisponi-
bilidade oral. Os compostos apresentaram a possibilidade de alguns efeitos toxicos
indesejados, porém, esses efeitos sdo significativamente menores que 0s presentes
nos protagonistas da derivacdo. Os resultados também indicam que alguns dos
compostos inibem algumas das enzimas do citocromo, sendo essa uma expressiva

desvantagem encontrada nos compostos avaliados.
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Tabela 5 — Resultados da avaliacdo da absorcéo, toxicidade e metabolizacdo do acido cindmico (1), cinamatos (2-17) e cinamamidas (18-25) reali-
zada na ferramenta admetSAR.

Compostos

FErElE0E 172 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

©

Permeiam a Barreira
Hematoencefalica
Absorc¢éo no Intestino
Humano
Permeabilidade em
Células Caco-2
Substrato de GlicoproteinaP { - - - - - - - - - - - 2 . - - - - - - - - - - .
Inibidor de Glicoproteina P
Inibidor Transporte Renal de
Cations Organicos

+ + + + + 4+ + + + + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ O+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+

+ + + + + 4+ + + + + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+

Absorc¢ao
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Toxicidade Pelo
Teste AMES

Carcinogenicidade - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -+ -

Toxicidade
Oral Aguda me o ove e e oo omeoue e e owe e ne e noneweonmm

Toxicidade

Substrato de CYP450 2C9 e S - - - - - - - - - - - - - - -
Substrato de CYP450 2D6 - -
Substrato de CYP450 3A4 -
Inibidor de CYP450 1A2 -
Inibidor de CYP450 2C9 -
Inibidor de CYP450 2D6 +
Inibidor de CYP450 2C19 -
Inibidor de CYP450 3A4 +
Promiscuidade de inibicdo de
isoformas de CYP450

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+

B AAA A A A A A A A A A A A A A A A

Metabolizacéo
> 4+ 4+ + 0
+ + +
+ + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + + + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + + + +
+ + +
+ + + + +
+ + + + +
+
> 4+ 4+ 4+ + +
+ + + + +
+ + + + +
[ S
> + + + + +

A A A

(+) — permeia/absorvido/substrato/inibidor; (-) — ndo permeia/ndo absorvido/ndo substrato/ndo inibidor; Toxicidade Oral Aguda com base nas categorias da
Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos (I — DLsy < 50 mg/kg, Il — 50 mg/kg < DLsg < 500 mg/kg, Ill — 500 mg/kg < DLsg < 5000 mg/kg e IV — DLsg
> 5000 mg/kg; A — Alta Promiscuidade de inibicdo de isoformas de CYP450; B — Baixa Promiscuidade de inibicdo de isoformas de CYP450

Fonte: Autoria Prépria.
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Para os estudos de ancoragem molecular com as enzimas TR, devido ao
seu tamanho, utilizou-se como ambiente de estudo um raio de 30,0 A ao redor do
ligante cristalografico. Ja para as enzimas PT, foram utilizadas as estruturas comple-
tas. Com um tamanho de populacdo de 300 foram gerados pela ferramenta
IGEMDOCK 80 calculos de energia de interacdo de conférmeros dos compostos
avaliados com as enzimas, variando a regido da enzima e a conformacao do ligante,
resultando na regido e na conformacéo de melhor energia. Esse calculo foi repetido
trés vezes, indicando qual a interacdo mais favoravel. O primeiro calculo realizado

foi utilizando as enzimas TR, cujos valores estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Energias, em kcal.mol-1, obtidas do estudo de ancoragem molecular, no software
iIGEMDOCK para as enzimas HIV-1 transcriptase reversa.

PDB 1TKX PDB 1TL1 PDB 1TL3

Total VDW LH ELT Total VDW LH ELT  Total VDW LH ELT
1 -63,30 -60,00 -3,30 0,00: -70,10 -55,90 -13,20 -1,00 -73,90 -67,40 -6,50 0,00
2{ -87,80 -8430 -350 0,00 -80,60 -67,20 -13,50 0,00 -82,20 -77,60 -4,60 0,00
3{ -93,40 -86,60 -6,80 0,00 -98,90 -90,00 -9,00 0,00 -90,10 -81,90 -8,20 0,00
4: -93,70 -90,20 -3,50 0,00 -99,10 -86,00 -13,20 0,00 -92,00 -88,50 -3,50 0,00
5{ -88,10 -8400 -420 0,00 -90,20 -80,90 -9,30 0,00 -8530 -8530 0,00 0,00
6{ -93,70 -90,20 -3,50 0,00 -92,00 -83,50 -850 0,00 -89,20 -89,20 0,00 0,00
7{ -88,20 -83,30 -500 0,00 -8880 -8540 -340 0,00 -89,50 -86,00 -3,50 0,00
8{-101,10 -84,60 -16,50 0,00 -90,20 -71,90 -18,30 0,00 -98,80 -90,20 -8,60 0,00
9{ -9560 -90,20 -540 0,00 -88,80 -77,50 -11,30 0,00 -88,70 -88,70 0,00 0,00
10 -97,10 -88,00 -9,20 0,00 -86,20 -85,00 -12,10 0,00 -86,60 -82,50 -4,10 0,00
11: -98,40 -89,80 -8,60 0,00 -8640 -79,40 -7,00 0,00 -9510 -92,40 -2,70 0,00
12 -96,50 -93,00 -3,50 0,00 -93,00 -87,20 -5,70 0,00 -96,10 -85,10 -11,10 0,00
13:-102,30 -95,30 -7,00 0,00 -92,80 -79,70 -13,10 0,00 -102,70 -99,60 -3,10 0,00
14:-103,10 -93,60 -9,50 0,00: -92,30 -78,30 -14,00 0,00 -109,40 -96,40 -13,00 0,00
15:-100,10 -94,10 -6,00 0,00 -92,20 -81,70 -10,50 0,00 -97,60 -96,10 -1,40 0,00
16 -90,20 -84,00 -6,20 0,00:-100,80 -89,00 -11,80 0,00 -96,00 -96,00 0,00 0,00
17 -98,00 -9450 -3,50 0,00 -9590 -8890 -7,00 0,00 -91,30 -90,30 -1,00 0,00
18 -89,00 -82,20 -6,80 0,00 -93,80 -83,30 -10,50 0,00 -84,20 -80,70 -3,50 0,00
19:-103,60 -89,30 -14,30 0,00 -8580 -77,10 -8,70 0,00 -98,20 -91,20 -7,00 0,00
20 -97,40 -83,60 -13,00 -0,80: -96,40 -84,70 -12,00 0,30 -93,90 -81,10 -12,00 -0,80
21 -88,80 -82,00 -6,70 0,00: -84,60 -76,00 -850 0,00 -97,90 -84,50 -13,40 0,00
22 -98,00 -84,30 -13,70 0,00:-101,80 -87,80 -14,00 0,00 -100,60 -87,80 -12,80 0,00
23 -94,60 -8510 -9,50 0,00 -90,40 -79,80 -10,70 0,00 -96,00 -85,10 -10,80 0,00
24 :-102,20 -86,70 -15,40 0,00: -99,00 -83,40 -15,60 0,00 -104,20 -88,60 -15,70 0,00
25 -102,4 -92,90 -9,50 0,00: -88,40 -80,90 -7,50 0,00 -95,10 -91,60 -3,50 0,00

Fonte: Autoria Prépria
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 6 é possivel observar que
todos os compostos possuem energias favoraveis de interacdo enzima-ligante.
Também é possivel observar que as menores medias de energias de interacdo séo
apresentadas pelos compostos 24, 14 e 22 e as maiores energias de interacado séo
apresentadas pelos compostos 1, 2 e 5. A Tabela 7 apresenta os resultados das

energias obtidas das interacfes dos ligantes avaliados com as enzimas PT.

Tabela 7 - Energias, em kcal.mol™, obtidas do estudo de ancoragem molecular, no softwa-
re (IGEMDOCK para as enzimas HIV-1 protease.

PDB 1HXB PDB 10HR PDB 2BPX

Total VDW LH ELT Total VDW LH ELT Total VDW LH ELT
1:-62,90 -4590 -16,40 -0,60 -63,10 -46,40 -16,60 -0,10 -60,50 -44,90 -15,00 -0,60
2{-77,10 -66,60 -10,50 0,00 -78,70 -63,60 -15,10 0,00: -76,50 -62,50 -14,00 0,00
3i-88,30 -76,00 -12,40 0,00 -82,60 -72,30 -10,40 0,00 -78,40 -66,20 -12,20 0,00
4:-90,30 -83,30 -7,00 0,00 -88,70 -78,40 -10,30 0,00 -92,80 -82,80 -10,00 0,00
5{-79,60 -72,60 -7,00 0,00 -76,60 -69,60 -7,00 0,00 -79,00 -67,80 -11,20 0,00
6{-89,10 -82,10 -7,00 0,00 -87,30 -80,00 -7,30 0,00 -91,90 -78,10 -13,80 0,00
7i{-92,60 -82,80 -9,80 0,00 -92,00 -79,80 -12,20 0,00: -93,50 -81,50 -12,10 0,00
8i-91,20 -67,10 -24,20 0,00, -94,70 -72,90 -21,80 0,00 -91,20 -77,20 -13,90 0,00
9{-86,30 -72,30 -14,00 0,00 -85,00 -73,20 -11,80 0,00 -85,90 -73,50 -12,50 0,00
10:-89,60 -72,60 -17,00 0,00 -89,20 -72,30 -17,00 0,00 -92,10 -72,60 -19,50 0,00
11:-91,30 -80,80 -10,50 0,00 -87,80 -71,80 -16,00 0,00 -91,20 -7450 -16,70 0,00
12:-90,50 -79,80 -10,70 0,00 -92,30 -73,50 -18,80 0,00 -92,90 -76,40 -16,50 0,00
13:-98,30 -78,80 -19,40 0,00 -97,50 -77,60 -19,80 0,00 -98,20 -82,20 -16,10 0,00
14:-90,70 -76,90 -13,80 0,00 -95,90 -74,00 -21,90 0,00 -9550 -75,30 -20,20 0,00
15:-98,00 -84,30 -13,60 0,00 -93,80 -83,30 -10,50 0,00 -99,30 -86,80 -12,50 0,00
16 {-87,20 -74,80 -12,40 0,00 -90,00 -79,50 -10,50 0,00 -89,90 -81,00 -890 0,00
17:-87,60 -80,60 -7,00 0,00 -91,00 -78,50 -12,50 0,00 -90,80 -78,40 -12,50 0,00
18:-78,60 -72,70 -590 0,00 -79,40 -7250 -6,90 0,00 -78,00 -63,20 -14,80 0,00
19:-82,30 -70,10 -12,30 0,00 -82,20 -68,70 -13,50 0,00 -82,20 -75,70 -6,40 0,00
20{-92,90 -71,30 -20,10 -1,50 -100,70 -69,60 -29,30 -1,80 -103,20 -74,30 -26,10 -2,90
21{-81,40 -63,40 -18,00 0,00 -77,00 -55,60 -21,40 0,00 -79,20 -59,20 -19,90 0,00
22{-81,30 -61,20 -20,10 0,00 -78,70 -61,70 -17,00 0,00 -80,40 -60,90 -19,50 0,00
23{-86,10 -79,10 -7,00 0,00 -87,80 -76,20 -11,60 0,00 -91,90 -75,00 -16,90 0,00
241-91,70 -74,90 -16,80 0,00 -90,60 -73,80 -16,80 0,00 -91,70 -72,50 -19,20 0,00
25{-87,50 -74,40 -13,20 0,00 -90,10 -76,70 -13,40 0,00 -90,20 -76,70 -13,50 0,00

Fonte: Autoria Prépria.
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O estudo de ancoragem molecular entre as PT e os ligantes avaliados apre-
sentaram resultados favoraveis de energia de interagcdo e as menores medias de
energias de interacdo foram observadas para os compostos 20, 13 e 15 e as maio-
res energias de interacdo, novamente, foram para os compostos 1, 2 e 5.

Comparando os resultados obtidos nos dois estudos é possivel observar que
os dockings com as enzimas TR apresentaram menores energias de interacdo com
0s compostos avaliados do que o estudo com PT. Esta diferenca fica mais evidente
ao comparar as médias das energias de interacdo obtidas nos estudos (Tabela 8). A
diferenca de energia de interacdo pode ser associada a polaridade dos compostos,
pois a TR apresenta um maior nimero de residuos de aminoacidos com possibilida-
des de interacbes apolares como interacdes de van der Waals (VDW). Sendo os
compostos avaliados de grande carater apolar, um numero maior de interacdes do
tipo VDW resultou em melhores valores de interacdo para os estudos com as enzi-
mas TR. Apesar de uma interag&o do tipo ligacao de hidrogénio (LH) ser mais fortes
gue uma interacdo do tipo VDW, o numero de interacdes entre os compostos (1-25)
no estudo com as enzimas PT foi inferior ao estudo com as enzimas TR, resultando

em uma energia de interagéo total inferior.

Tabela 8 — Médias das energias obtidas, em kcal.mol™, do estudo de ancoragem molecular.

? HIV-1 TR HIV-1 PT g HIV-1 TR HIV-1 PT

S  Total VDW LH Total VDW LH | O | Total VDW LH Total VDW LH
1,-691 -61,1 -7,7 -622 -457 -16,0 |14 }|-101,6 -894 -122 -940 -754 -18,6
2 | -835 -764 -72 -774 -642 -132 /15! -966 -90,6 -60 -970 -848 -12,2
3941 -862 -80 -831 -715 -11,716| -957 -89,7 -60 -89,0 -784 -10,6
4 {-949 -882 -67 -906 -815 -9,1 |17 -951 -91,2 -38 -89,8 -79,2 -10,7
5-879 -834 -45 -784 -700 -84 18| -890 -821 -69 -787 -69,5 -9,2
6 -916 -876 -40 -894 -801 -94 19 -959 -859 -100 -822 -715 -10,7
7 1-888 -849 -40 -927 -81,4 -114 20| -959 -831 -123 -989 -71,7 -252
8 | 967 -82,2 -145 -924 -724 -200i21| -904 -80,8 -95 -79,2 -59,4 -19,8
9 1-910 -855 -56 -857 -73,0 -12,8|22 -100,1 -86,6 -135 -80,1 -613 -189
10 | -90,0 -852 -85 -90,3 -725 -17,8 23| -936 -8333 -10,3 -88,6 -7677 -11,8
11{-933 -872 -61 -90,1 -757 -14,4{24}-101,8 -862 -155 -91,3 -737 -17,6
12 -952 -884 -68 -919 -766 -153 25| -953 -884 -6,8 -892 -759 -133
13 1-993 91,5 -7,7 -980 -795 -18,4

Fonte: Autoria Prépria.
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Entre as enzimas avaliadas, as enzimas TR apresentaram maior energia de
interacdo com os derivados avaliados. J& as proteases, apesar de apresentarem
maiores valores de interacdo para o componente Ligacdo de Hidrogénio, obtiveram
menor energia de interacdo com os ligantes avaliados.

Com importancia equivalente a avaliacdo da energia de interagdo, a regido
onde ocorre a interacdo também foi avaliada nesse estudo. Nos testes de ancora-
gem molecular as enzimas assumem uma estrutura rigida e os ligantes a serem ava-
liados tem sua conformacdo modificada pelo software afim de avaliar a melhor inte-
racdo entre os mesmos. Desse modo, ndo se pode propor a inibicdo enzimatica se o
ligante em estudo ndo estiver ocupando o sitio ativo da enzima. Uma interacdo ao
redor do sitio catalitico pode mudar a conformacao do sitio impedindo que a enzima
possa executar sua funcdo, porém, as mudancas conformacionais da enzima nao
ocorrem nesse modelo que tem a estrutura da enzima rigida, sendo essa uma das
principais limitacdes desse tipo de estudo (HSU et al, 2011). Entéo, para se justificar
a possivel atividade dos compostos avaliados que apresentaram relevantes energias
de interacao, foi avaliado se os ligantes estdo no sitio ativo das enzimas.

Nos estudos realizados com as TR, os ligantes avaliados se dividiram em
grupos, como pode ser observado nas Figuras 11, 12 e 13 (imagens com maior re-
solucdo das mesmas representacdes sdo apresentadas no Anexo ). As imagens,
além de trazer a representacao das interacdes dos derivados de acido cinamico com
a enzima TR, também ilustram as interacbes dos compostos com os residuos de
aminoacidos da enzima em perfil hierarquico. Nele é destacado na parte superior, 0
tipo de interagdo, por LH ou por VDW representados pelas letras H e V, a cadeia a
qual o residuo pertence, principal ou lateral, utilizando as letras M e S, seguido do
residuo de aminoacido e de seu numero. No quadro, as interacfes sao coloridas em
verde quando a energia for menor que -4,0. As ligacdes de hidrogénio séo coloridas
em verde, se a energia for inferior a -2,5 e quanto mais intensa a coloragéo verde
mais forte a interacdo. A direita se encontram a identificacdo numérica dos compos-
tos, seguido da terminagdo ‘.pdb’ e a esquerda um dendograma agrupando as
amostras por similaridade. Para o agrupamento, cada composto € unido em funcao
do grau de similaridade, formando grupos que se unem com novosS COMpPOsStos ou
grupos até chegar em um Gnico grupo que contém todas as amostras. Uma menor
distancia dos grupos corresponde a uma maior similaridade e uma maior distancia o

oposto.
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Na Figura 11 que representa o estudo de ancoragem molecular com a enzi-
ma TR PDB 1TKX, os compostos foram divididos em cinco grupos: o Grupo 1 é for-
mado por um unico composto, o acido cinamico (1), o Grupo 2 é formado pelo com-
posto 13, o Grupo 3 € formado pelos compostos 7, 23, 18 e 22, o Grupo 4 pelo com-
posto 19, e o Grupo 5, pelos demais compostos, 12, 15, 14, 10, 25, 20, 3, 6, 16, 4,
17,9,11,24,5,6,2e 21.

Figura 11 — (a) Representacdo das interacdes dos derivados avaliados com a enzima TR PDB
1TKX obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na ferramenta iGEMDOCK e (b)
agrupamento hierarquico do perfil de interagdo dos ligantes.

Fonte: Autoria Prépria.

No estudo realizado com a enzima TR PDB 1TL1 (Figura 12), os compostos
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se dividiram em quatro grupos: o Grupo 1 é formado pelos compostos 6 e 8, o Grupo
2 € por 24 e 12, o Grupo 3 pelos derivados 5, 3, 2, 23, 4, 7, 25, 10, 19 e o Grupo 4 é
formado pelos compostos 9, 14, 20, 11, 15, 13, 21, 1, 16, 22, 18 e 17.

Figura 12 — (a) Representacdo das interagdes dos derivados avaliados com a enzima TR PDB
1TL1 obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na ferramenta iGEMDOCK e (b)
agrupamento hierarquico do perfil de interacdo dos ligantes.

Fonte: Autoria Prépria.

No estudo realizado com a enzima TR PDB 1TL3 (Figura 13), os compostos

se dividiram em cinco grupos: o Grupo 1 € formado pelos compostos 25, 23, 18 e 12,
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o Grupo 2 por 14, 21, 1, 3 e 22, o Grupo 3 pelos derivados 15, 17, 13, 2,8, 11,9 e
16, o Grupo 4 por 7,4, 6 e 10 e o Grupo 5 formado pelos derivados 20, 24, 5 e 19.

Figura 13 — (a) Representacdo das interagdes dos derivados avaliados com a enzima TR PDB
1TL3 obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na ferramenta iGEMDOCK e (b)
agrupamento hierarquico do perfil de interagé@o dos ligantes.

Fonte: Autoria Prépria.

Os farmacos inibidores de TR mais usados sdo os NNRTIs devido a sua bai-
xa toxicidade quando comparado aos NRTIs. O sitio alostérico da TR apresenta

grande hidrofobicidade e esta localizado a uma distancia de 10 A do sitio ativo. A
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presenca de um NNRTI no sitio alostérico resulta em um reposicionamento das trés
folhas beta na subunidade p66, onde se encontram os trés residuos de aspartato
gque compdem a triade catalitica, gerando uma conformacao inativa da proteina
(FREITAS, 2006, p. 28). O sitio alostérico € envolto pelos residuos de aminoacidos
Leu-100, Lys-101, Lys-103, Val-179, lle-180, Tyr-181, Tyr-188, Phe-227, Trp-229,
His-235 e Tyr-318.

Observando os clusters, tem-se que ndo foram muitas as interacbes que
ocorreram com o0s residuos de aminoacidos que constituem o sitio alostérico. No
estudo com a enzima TR PDB 1TKX, somente o &cido cinamico ancorou no interior
do sitio alostérico, interagindo com os residuos Leu-100, Tyr-181, Tyr-188 e Trp-229.
Somente os compostos 8 e 6, que formam o Grupo 1, interagem com apenas um
dos residuos do sitio alostérico, com o residuo de Tyr-181, interagindo por LH e por
interacbes de VDW, no estudo com a enzima TR PDB 1TL1. O compostos perten-
centes ao Grupo 3, do estudo com a TR PDB 1TL3, apresentaram melhores intera-
cOes estdo ancorados no interior do sitio alostérico, em estabelecendo interacdes
com residuos Leu-100, Val-179 e Tyr-181. Somente o composto 15 do grupo néo
interage com o Trp-229, além disso, os compostos 9, 11, 15 e 16 também interagem
com o residuo Phe-227 e 15 e 16 interagem com Tyr-318. Os compostos 14, 21 e
22, pertencentes ao Grupo 2, também apresentaram interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio com o residuo de Tyr-181. A regido em que se encontra o ligante crista-
logréfico e o sitio catalitico, bem como os grupos formados no docking podem ser
visualizados nas imagens do Anexo I.

Apesar dos compostos avaliados estabelecerem algumas interagbes com o0s
residuos de aminoacidos que constituem o sitio alostérico, poucas das interacdes
poderiam ser usadas para justificar a inibicdo da enzima pelo uso dos compostos.
Somente o acido cinamico, no estudo com a TR PDB 1TKX e os compostos do Gru-
po 3 do estudo TR PDB 1TL3 ocupam o interior do sitio alostérico, que possibilitaria
a mudanca de conformacao que justifica a atividade dos NNRTIs, que néo é avalia-
da nesse trabalho por ser utilizado um modelo que mantem a enzima com uma es-
trutura rigida.

Como pode ser observado nas Figuras 14, 15 e 16, nos estudos de ancora-
gem molecular realizados para as enzimas PT, todos os compostos estdo ancorados

na regido do sitio alostérico da enzima, se organizando em um Unico grupo.
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W-H-GLY-49
-M-ILE-50
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W-5-VAL-82
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(b)

1HXB obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na ferramenta iGEMDOCK e (b)
agru-pamento hierarquico do perfil de interagdo dos ligantes.
Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 15 — (a) Representacdo das interacdes dos derivados avaliados com a enzima TR PDB

10HR obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na ferramenta iGEMDOCK e (b)
agru-pamento hierarquico do perfil de interagcdo dos ligantes.
Fonte: Autoria Prépria.
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(b)

2BPX obtidas no estudo de ancoragem molecular realizado na ferramenta iGEMDOCK e (b)
agrupamento hierarquico do perfil de interagé@o dos ligantes.
Fonte: Autoria Prépria.

Observando os clusters dos estudos realizados com as enzimas PT é possi-
vel observar favoraveis interacdes com o sitio alostérico. A grande parte dos com-
postos apresentaram interacfes com os residuos Asp-25 e Gly-27, que compdem a
triade catalitica, assim como os residuos Asp-29, Asp-30, lle-47, Gly-48, Gly-49 e
lle-50 indicando que as moléculas se encontram no interior do sitio alostérico.

Apesar dos estudos realizados com as enzimas TR apresentarem menores
valores de energia de interagdo, grande parte dos compostos n&o interagiram em
uma regido favoravel a uma inibicdo da enzima TR. Ja o estudo realizado com as
enzimas PT que apresentaram uma energia de interagéo inferior, tem seus resulta-

dos favorecidos pela regido em que se obteve a melhor energia de interacdo enzi-
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ma-ligante, no interior do sitio alostérico. Com interagfes favoraveis em energia e
localizag&o, o estudo de ancoragem molecular indica um maior potencial de inibicao
da enzima PT, sendo a regido de interacdo enzima-ligante o principal fator para essa

conclusao.

5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DE ESTERES DE ACIDO CINAMICO

Os ésteres derivados do &cido cindmico foram obtidos por meio da metodo-
logia proposta por Steglich (1978). Essa metodologia consiste em uma reacao de
esterificacdo por meio do acoplamento do acido cinamico com DCC e o uso do cata-

lisador nucleofilico DMAP, seguindo a reacao ilustrada na Figura 17.

+ -DCU

HO-R
Figura 17 — Representacdo genérica para a reacdo sintese dos ésteres a partir do &cido cina-
mico (1).
Fonte: Autoria Prépria.

Foram sintetizados e caracterizados cinco dos compostos avaliados nos es-
tudos in silico, os cinamatos de guaiacoila (9; HIRAO; YABUUCHI, 1994), de 3-
acetofenonila (12; UM et al. 2007), de vanilinila (14; DIKUSAR; KOZLOV, 2005), de
eugenila (15; SHIN et al., 1996; TAWATA et al., 1996) e de timila (16; KUMBHAR et
al., 2000) obtendo um rendimento médio de 60%.

O mecanismo da reacao de esterificacdo de Steglich tem inicio com a des-
protonacdo do acido carboxilico por um dos nitrogénios da DCC, seguido pelo ata-

gue do par de elétrons do oxigénio desprotonado ao carbono imidico resultando em



55

O-aciluréia. Esse intermediario é reportado com reatividade equivalente ao anidrido
do &cido em questdo, no caso, o acido cinamico. Como a DMAP é um nucledfilo
bem mais reativo que o alcoois e fendis utilizados, ela ataca o carbono carbonilico
do &cido, eliminando a diciclohexiluréia (DCU) e formando o intermedidrio N-
acilpiridinio. O uso da DMAP como catalisador permite a formacéo de um intermedi-
ario mais reativo que a O-aciluréia e evita reacoes laterais, melhorando o rendimento
da reacdo. O carbono carbonilico da amida formada apresenta grande eletrofilicida-
de, facilitando o ataque do oxigénio do alcool ou fenol e resultando na formacao do
éster protonado (Esquema 1) (PASSO, 2012, p. 49).

.-U'.
' S
@HN‘I N !
> e
s SN R I I
+ DMAP ; e b > .>:0_: + ot
. H—N -
St . oo
~ 20
\|, I \9
DCcuU I

N-acilpridinio

Esquema 1 — Mecanismo de esterificagdo do acido cindmico com alcool ou fenol utilizando
DCC como agente de acoplamento e DMAP como catalisador.
Fonte: Adaptado de PASSO (2012, p. 49).

A reacdo sem a adicdo do catalisador também ocorre. Nesse caso, a O-
aciluréia captura um proton do meio reacionario aumentando a eletrofilicidade do
carbono carbonilico por efeito indutivo e de ressonéncia. Entdo, ocorre um ataque
nucleofilico ao carbono carbonilico pela hidroxila do alcool ou fenol em questéo, se-

guido da eliminagdo da DCU, formando o éster protonado, como ilustrado no Es-
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quema 2. Contudo, nucledfilos pouco reativos, como os fendis protonados, permitem
a formacao de subprodutos indesejados, como a tautomerizacao da O-aciluréia ilus-
trada no Esquema 3, formando N-aciluréia, que € inerte nessas condi¢des reaciona-
rias (PASSO, 2012, p. 50).

Esquema 2 — Mecanismo de esterificacdo do &cido cindmico com alcool ou fenol utilizando
DCC como agente de acoplamento.
Fonte: Adaptado de PASSO (2012, p. 50).

@G @Aﬂ,
O T T R

Esquema 3 — Mecanismo de tautomerizagao da O-aciluréia em N-aciluréia.
Fonte: Adaptado de PASSO (2012, p. 50).

Os cinco compostos produzidos foram caracterizados por RMN (Anexo ).
Foram avaliados e distribuidos os deslocamentos quimicos de *H, pelo perfil dos si-
nais observados nos espectros, e de 3C, pela comparacdo com os deslocamentos
obtidos na literatura para os acetatos dos fendis avaliados. Os deslocamentos qui-
micos estdo descritos nas figuras 18 e 19. Os compostos sintetizados ja sdo repor-
tados na literatura, com espectros de RMN de 'H e de *3C, todavia, a atribuicdo dos

deslocamentos quimicos de hidrogénio e de carbono nao haviam sido realizados.
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Figura 18 — Deslocamentos Quimicos de 'H do &cido cinamico (1) e dos cinamatos (9, 12, 14-

16) sintetizados.
Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 19 — Deslocamentos Quimicos de **C do acido cinamico (1), dos cinamatos (9, 12, 14-16)
e dos ésteres utilizados como modelo na atribuicdo dos deslocamentos.
Fonte: Autoria Prépria.
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Os deslocamentos quimicos do cinamato de metila, e dos acetatos de guai-
acoila, de 3-acetofenonila e de timila foram obtidos no servidor Spectral Database for

Organic Compounds SDBS (http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre _search.cqi) e
os de vanilina e de eugenila dos trabalhos de Pelter et al. (1976) e Affonso et al.
(2014).


http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_search.cgi
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com a avaliacao das propriedades ADMET dos compostos 1-25 foi possivel
observar favoraveis propriedades para uma boa biodisponibilidade oral. Os compos-
tos 1-18 e 24 apresentaram a possibilidade de alguns efeitos toxicos indesejados,
porém, esses efeitos sédo reduzidos se comparados aos protagonistas da derivagao.
Os resultados também indicam que todos os dos compostos inibem algumas das
isoformas do citocromo P 450, sendo essa uma expressiva desvantagem encontrada
nos compostos avaliados, pois essas proteinas sdo responsaveis pela defesa do
corpo contra xenobioticos.

O estudo de ancoragem molecular destacoam baixas energias de interacao
entre as enzimas e os ligantes, sendo inferiores a -60,00 kcal.mol™. Comparando os
resultados obtidos nos dois estudos é possivel observar que os dockings com as
enzimas TR apresentaram menores energias de interacdo com 0os compostos avali-
ados. As PT apresentaram energias de interacdo proximas as obtidas nos estudos
com as enzimas TR, porém, inferiores.

Apesar dos estudos realizados com as enzimas TR apresentarem menores
valores de energia de interagdo, grande parte dos compostos néo interagiram em
uma regido favoravel a uma inibicdo da enzima. Ja o estudo realizado com as enzi-
mas PT tiveram seus resultados favorecidos pela regido em que 0os compostos obti-
veram a melhor energia de interacdo enzima-ligante, no interior do sitio alostérico.
Com interagBes favoraveis em energia e localizacdo, o estudo de ancoragem mole-
cular indica um maior potencial de inibicdo da enzima PT, sendo a regido de intera-
cdo enzima-ligante o principal fator para essa conclusao.

As sinteses dos compostos 9, 12, 14, 15 e 16 foram realizadas com éxito,
obtendo um rendimento de reacao préximo de 60%. Com os resultados de espec-
troscopia de RMN, foi possivel realizar a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
atomos de hidrogénio e de carbono.

O resultados obtidos no trabalho servem de inicio ao longo e trabalhoso pro-
cesso de planejamento de um farmaco para o tratamento do HIV. Os compostos
apresentaram boas propriedades ADMET e uma favoravel interacdo com a enzima
HIV-1 PT no estudo de ancoragem molecular. Desse modo, os resultados mostram a

necessidade mais estudos computacionais para se confirmar os resultados obtidos
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acerca das propriedades ADMET e novos estudos de ancoragem molecular por mo-
delos mais dindmicos para resultados mais precisos. Além disso, o trabalho podera
ser continuado com a sintese dos demais compostos realizar estudos in vitro do po-
tencial de inibicdo de HIV-1 protease seguido de estudos in vivo na presenca de re-

sultados favoraveis.
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ANEXO |

Imagens complementares do estudo de ancoragem molecular com as enzimas
HIV-1 Transcriptase Reversa
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Figura 20 — Representacdo das interacdes dos derivados avaliados com a enzima TR PDB 1TKX obtidas no estudo de ancoragem molecular reali-
zado na ferramenta iIGEMDOCK.

Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 21 — Representacéo das interag6es dos derivados avaliados com a enzima TR PDB 1TKX obtidas no estudo de ancoragem molecular reali-
zado na ferramenta iIGEMDOCK em agrupamento hierarquico do perfil de interacao dos ligantes.
Fonte: Autoria Prépria.



Figura 22 — Representacéo das intera¢cdes dos derivados avaliados com a enzima TR PDB 1TL1 obtidas no estudo de ancoragem molecular reali-
zado na ferramenta iIGEMDOCK.
Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 23 — Representacdo das interacdes dos derivados avaliados com a enzima TR PDB 1TL1 obtidas no estudo de ancoragem molecular reali-

zado na ferramenta iIGEMDOCK em agrupamento hierarquico do perfil de interagao dos ligantes.

Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 24 — Representacdo das interac6es dos derivados avaliados com a enzima TR PDB 1TL3 obtidas no estudo de ancoragem molecular reali-
zado na ferramenta iGEMDOCK.

Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 25 — Representacéo das interacdes dos derivados avaliados com a enzima TR PDB 1TL3 obtidas no estudo de ancoragem molecular reali-

zado na ferramenta iIGEMDOCK em agrupamento hierarquico do perfil de interagao dos ligantes.
Fonte: Autoria Prépria.
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ANEXO I

Espectros de RMN de 'H, *C e DEPT dos compostos avaliados
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Chemical Shift (ppm)

Deslocamentos Quimicos de *H do Acido Cinamico

6,47 ppm (d; J = 16,0 Hz; 1 H)

e) 7,40 ppm (m; 2 H)
756 781
7,40 \647 OH 7,42 ppm (m; 1 H)

7,42
7,56 ppm (m, 2 H)

7,81 ppm (d; J = 16,0 Hz; 1 H)

Figura 26 — Espectro e deslocamentos quimicos de 'H (CDCls, 300,06 MHz) do &cido cinamico

).

Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 27 — Espectros e deslocamentos quimicos de *C e DEPT 135 (CDCls, 75,45 MHz) do
acido cinamico (1).
Fonte: Autoria Prépria.
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Deslocamentos de RMN de *H do Cinamato de Guaiacoila

6,98
O 7,12 7,23
756 7,89
7,40 AN (@) 7,00
6,68
7,42
™ 384

3,84 ppm (s; 3 H)

6,68 ppm (d; J = 16,1 Hz; 1H)

6,98 ppm (ddd; J=7,9, 7,3, 1,5 Hz; 1 H)

7,00 ppm (dd; J =8,2, 1,5 Hz; 1 H)

7,12 ppm (ddd; J = 7,9, 1,7, 0,4 Hz; 1 H)

7,23 ppm (ddd; J=8,2, 7,3 1,7 Hz; 1 H)

7,40 ppm (m; 2 H)

7,42 ppm (m; 1 H)

7,56 ppm (m; 2 H)

7,89 ppm (d; J = 16,1 Hz; 1H)

Figura 28 — Espectro e deslocamentos quimicos de H (CDCl3, 300,06 MHz) do cinamatos de

Guaiacoila (9).
Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 29 — Espectros e deslocamentos quimicos de 3C e DEPT 135 (CDCls, 75,45 MHz) do

Cinamato de guaiacoila (9).
Fonte: Autoria Prépria.
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Deslocamentos de RMN de

'H do Cinamato de 3-acetofenonila (12)

2,61

2,61 ppm (s; 3 H)

6,64 ppm (d; J = 16,1 Hz; 1H)

7,40 ppm (ddd; J = 8,1, 2,5, 1,1 Hz; 1H)

7,43 ppm (m; 2 H)

7,45 ppm (m; 1 H)

7,51 ppm (t; J=7,8; L H)

7,60 ppm (m; 2 H)

7,76 ppm (ddd; J = 2,5, 1,5, 0,4; 1 H)

7,85 ppm (ddd; J = 7,8, 1,5, 1,1; 1 H)

7,90 ppm (d; J = 16,1 Hz; 1H)

Figura 30 — Espectro e deslocamentos quimicos de 'H (CDCls, 300,06 MHz) do cinamatos de 3-

acetofenonila (12).
Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 31 — Espectros e deslocamentos quimicos de 3C e DEPT 135 (CDCls, 75,45 MHz) do

Cinamato de 3-acetofenonila (9).
Fonte: Autoria Prépria.
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Deslocamentos de RMN de *H do Cinamato de vanilinila (14)

7,61
7,43

7,44

O
7,51
O 731
7,90
X o 7,54
6,67
N 392

3,92 ppm (s; 3 H)

6,67 ppm (d; J = 16,0 Hz; 1H)

7,31 ppm (d; J=7,9 Hz; 1 H)

7,43 ppm (m; 2 H)

7,44 ppm (m; 1 H)

7,51 ppm (dd; J = 7,9, 1,7 Hz; 1 H)

7,54 ppm (d; J=1,7 Hz; 1 H)

7,61 ppm (m; 2 H)

7,90 ppm (d; J = 15,99 Hz; 1H)

9,97 ppm (s; 1 H)

Figura 32 — Espectro e deslocamentos quimicos de H (CDCl3, 300,06 MHz) do cinamatos de
vanilinila (14).
Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 33 — Espectros e deslocamentos quimicos de 3C e DEPT 135 (CDCls, 75,45 MHz) do

Cinamato de vanilinila (14).
Fonte: Autoria Prépria.
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Deslocamentos de RMN de 'H do Cinamato de eugenila (15)

O
™ 383

3,40 ppm (d; J = 6,7 Hz; 2 H)

3,83 ppm (s; 3 H)

5,07-5,12 ppm (m; 1 H)

5,12 ppm (dq; J = 16,8, 1,8 Hz; 1 H)

5,98 ppm (ddt; J = 16,8, 10,2, 6,7 Hz; 1 H)

6,67 ppm (d; J = 16,1 Hz; 1 H)

6,80 ppm (dd; J = 7,9, 2,0 Hz; 1 H)

6,82 ppm (m; 1 H)

7,03 ppm (d; J=7,9 Hz; 1 H)

7,43 ppm (m; 3 H)

7,45 ppm (m; 1 H)

7,62 ppm (m; 2 H)

7,87 ppm (d; J = 16,1 Hz; 1 H)

Figura 34 — Espectro e deslocamentos quimicos de 'H (CDCls, 300,06 MHz) do cinamatos de

eugenila (15).
Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 35 — Espectros e deslocamentos quimicos de *C e DEPT 135 (CDCls, 75,45 MHz) do
Cinamato de eugenila (15).
Fonte: Autoria Prépria.
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Deslocamentos de RMN de *H do cinamato de timila

2,34
O 6,89 7,05
761 7,89
. 7,23
7,43 A 0]
6,67
7,44 3,04
1,21

1,21 ppm (d; J = 6,8 Hz; 6 H)

2,34 ppm (s; 3 H)

3,04 ppm (sept; J = 6,8 Hz; 1 H)

6,67 ppm (d; J =15,9 Hz; 1 H)

6,89 ppm (d; J =0,9 Hz; 1 H)

7,05 ppm (ddd; J=7,9, 1,2, 0,6 Hz; 1 H)

7,23 ppm (d; J = 7,9 Hz; 1 H)

7,43 ppm (m; 2 H)

7,44 ppm (m; 1 H)

7,61 ppm (m; 2 H)

7,89 ppm (d; J = 15,9 Hz; 1 H)

Figura 36 — Espectro e deslocamentos quimicos de 'H (CDCl3, 300,06 MHz) do cinamatos de

timila (16).
Fonte: Autoria Prépria.
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Figura 37 — Espectros e deslocamentos quimicos de 3C e DEPT 135 (CDCls, 75,45 MHz) do

Cinamato de timila (16).
Fonte: Autoria Prépria.



