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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E
SISTEMAS

Vanessa dos Santos Silva

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida Humana (AIDS) é causada pelo virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Existem dois tipos de virus: HIV-1 e HIV-2,
sendo o primeiro prevalente na maior parte do mundo. No ciclo biolégico, o virus
utiliza trés enzimas para a sua replicacdo: a Transcriptase Reversa (TR), a
Integrase e a Protease. A TR é crucial no inicio do ciclo, dado que converte o
RNA viral em DNA viral, se transformando em um alvo importante para o
planejamento de novos inibidores. Os Inibidores da TR disponiveis no mercado
sao limitados, toxicos e apresentam diversos efeitos colaterais indesejaveis, o que
favorece a interrupgdo do tratamento causando resisténcia aos medicamentos.
Este fato ressalta a urgéncia de novos farmacos mais eficientes e menos
agressivos. O objetivo deste estudo é avaliar o modo de ligacdo de oito
compostos derivados de dois inibidores nucleosideos conhecidos da TR, o
Abacavir (ABC) e a Lamivudina (3TC). Para atingir este objetivo, utilizamos
metodologias computacionais como, Docking Molecular, ADME-Tox e Dinédmica
Molecular. As técnicas computacionais propostas oferecem informacao estrutural
sobre o reconhecimento molecular de complexos receptor-ligante permitindo a
realizacdo de experimentos de desenho racional de farmacos para a obtencéo de
novos compostos. A estrutura tridimensional da TR escolhida esta disponivel no
banco de dados PDB em complexo com o Tenofovir, inibidor nucleotideo da
transcriptase reversa. Os resultados obtidos nos ajudam a propor os compostos 2
- (5 — chloro — 2 - acetamidophenyl) — N - [6 - (cyclopropylamino) — 9 - [3 -
(hydroxymethyl) cyclopent — 1 — en -1 - yl] -1,6 — dihydropurin — 2 - yl] - 2,2 -
difluoroacetamide e 2 - (2 - acetamidophenyl) - 2,2 — difluoro — N - {1 - [2 -
(hydroxymethyl) - 1,3 — oxathiolan — 5 - yl] — 2 — oxopyrimidin - 4yl} acetamide
analogos do Abacavir e da Lamivudina respectivamente, como 0s mais
promissores. Paralelamente, foi identificado o modo de ligagcdo da Lamivudina na
TR por meio da Dinamica Molecular, avaliando a evolucdo temporal de sua
estrutura. A partir disso, torna-se possivel analisar o0 modo de ligacdo de
compostos que apresentem esse mesmo arcabougo.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL BIOLOGY AND SYSTEMS

Vanessa dos Santos Silva

The Acquired Immuno Deficiency Syndrome (AIDS) is caused by the human
immunodeficiency  virus  (HIV). There are two types of virus:  HIV-
1, the most predominant in the world, and HIV-2. The HIV-1 cycle involves the use
of three enzymes for its replication: reverse transcriptase, integrase and protease.
The reverse transcriptase enzyme converts viral RNA into viral DNA, a
crucial step in the beginning of the cycle, making it
an important target for the design of new inhibitors.  The reverse transcriptase
inhibitors available on the market are limited, toxic and have many undesirable
side effects, which favors interruption of treatment cause resistance in drugs.
These facts highlight the urgent need for new, more efficient and less harmful drug
s. The aim of this study is to evaluate the binding mode of eight analogues
compounds derived from two know nucleoside reverse transcriptase inhibitors,
Abacavir and Lamivudine. To achieve this, we use the computational methods of
molecular docking, ADME-Tox and molecular dynamics. The proposed
computational techniques provide structural information about the receptor-ligand
complex molecular recognition, allows the achievement the rational drug design
experiments to obtain novel compounds. The three-dimensional structure of the
TR chosen available in PDB database in complex with Tenofovir, a known
nucleotide reverse transcriptase. The results obtained help us to propose
the compounds 2 - (5 — chloro — 2 - acetamidophenyl) — n - [6-(cyclopropyl amino)
— 9 - [3 -hydroxymethyl) cyclopent — 1 —en — 1 - yl] - 1,6 — dihydropurin — 2 - yl] -
2,2 - difluoroacetamide and 2 - (2 - acetamidophenyl) - 2,2 — difluoro —n - {1 - [2 -
(hydroxymethyl) - 1,3 —oxathiolan — 5 - yl] — 2 - oxopyrimidindyl} acetamide
Abacavir and Lamivudine analogues, respectively, as the most promising.
At the same time, was analyzed the binding mode of Lamivudine through
molecular dynamics to assess the evolution of her structure. From this, it becomes
possible to analyzed the binding mode of compounds that have the same scaffold.
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1. INTRODUCAO

1.1. AIDS/HIV

1.1.1. Historico

A enfermidade conhecida como sindrome da imunodeficiéncia adquirida
humana (AIDS, do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome) € decorrente do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés Human Immunodeficiency
Virus) que acomete o sistema imunologico. Os primeiros relatos da AIDS foram
notificados no inicio da década de 80 (Heeney 2006, Lee 2009).

A origem do virus ainda € discutivel. Dois tipos de HIV acometem a
humanidade: a do tipo 1 (HIV-1) e a do tipo 2 (HIV-2). Dentre as teorias
existentes, as analises de filogenia molecular demostraram que o HIV-1 teve
como ancestral o virus da imunodeficiéncia simia (SIV, do inglés Simian
Immunodeficiency Virus), que infecta os chimpanzés da subespécie Pan
troglodytes troglodytes (Sharp 2001). Entretanto, o HIV-2 é resultante de uma
cepa do SIV gue infecta os macacos da espécie Sooty mangabey (SIVsm)
(Papadopulos 2003).

Segundo as evidéncias quanto a origem do HIV, ha relatos que em virtude
do processo de caca e abatimento do chimpanzé e do macaco, a transmisséao do
SIV na espécie humana ocorreu pela exposicdo do sangue desses animais,
ocasionando a adaptacdo do SIV no organismo humano dando origem ao HIV
(Gao etal. 1999).

O HIV-1 foi isolado e identificado em 1983 pelas equipes do professor Jean
Luc Montagnier, do Instituto Pasteur de Paris e do professor Robert Charles Gallo,
do Instituto Nacional de Saude nos EUA (Montagnier 2002). O HIV-2 foi
descoberto em 1986 por equipes do Instituto Pasteur e da Universidade de
Harvard, quando constataram um virus semelhante ao HIV-1 presente na Africa
Central (Montagnier 2002).

Os primeiros casos da epidemia da AIDS se relatam do inicio da década de
1980, nos EUA. Eles se manifestaram em um grupo especifico de homens

homossexuais e usuarios de drogas. Até esse momento, era considerada uma
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enfermidade rara, pois 0s pacientes apresentavam o0 sistema imunoldgico
comprometido, com sintomas de pneumonia causada por Pneumocystis carinii,
Sarcoma de Kaposi, Candidiase, Citomegalovirose (Muegge 2003, Mandell 2010),
entre outros. O governo e as autoridades sanitarias naquela época
permaneceram de maneira omissa e imobilizados, ndo dando importancia aos
casos relatados, porque consideravam a AIDS como uma doenca infecciosa tipica
da pobreza, que s6 acometia grupos limitados (Bastos 1993).

Devido ao crescente nimero de casos e mortes, a populacédo apresentava
um sentimento de medo, panico e preconceito quanto a AIDS. O governo dos
EUA foi pressionado pelas organizagdes ndo governamentais a conscientizar a
populacdo sobre a prevencdo da doenca. Desta forma, iniciou-se a busca para
identificar o agente infeccioso e determinar o seu mecanismo de atuacdo na
espécie humana (Bastos 1993, Francis 2012).

Em 1982 foi constatado o primeiro caso de AIDS no Brasil, no estado de
Sado Paulo (Ministério da Saude 2013). Algumas organizacbes néo
governamentais, como Grupo de Apoio e Prevencédo a AIDS (Gapa), Associacdo
Brasileira Interdisciplinar de AIDS (ABIA), o Grupo Pela Valorizagéo, Integracéo e
Dignidade do Doente de AIDS (Pela Vidda) e o Apoio Religioso Contra
AIDS/Instituto de Estudos da Religido (ARCA/ISER) se mobilizaram para dar
assisténcia aos pacientes infectados e divulgar informacdes sobre a prevencao
(Bastos 1993, Pereira 2011).

1.1.2. Epidemiologia do HIV

Desde o inicio da epidemia até os dias atuais, o HIV se espalhou de forma
repentina, devido ao numero crescente de individuos infectados no mundo. No
entanto, ha uma mobilizacdo global em evitar o surgimento de novas infecgdes.
Apesar da intengdo no ambito da pesquisa, em melhorar o tratamento e o
diagndstico, novas infec¢des ocorrem, em torno de 2,3 milhdes em todo 0 mundo,

segundo o relatério da UNAIDS (United Nations Joint Programme on HIV/AIDS)
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de 2013. Embora com esse numero alarmante, 9,7 milhdes de pessoas tém
acesso a terapia antirretroviral em todo o mundo (Bastos 1993).

Atualmente, ha 35,3 milhdes de pessoas infectadas no mundo, segundo o
relatério da UNAIDS de 2013 (UNAIDS 2013). Nesse relatorio também é
mencionado um decréscimo no numero de mortes em decorréncia da AIDS, em
torno de 1,6 milh&es, nos ultimos anos. Em geral, a regido mais afetada no mundo
pelo HIV é a Africa Subsaariana com 25 milhdes pessoas infectadas, seguida do
Sul e Leste da Asia com 3,9 milhdes e da América Latina com 1,5 milhdes de
pessoas (UNAIDS 2013) (Figura 1).

Oeste da Europa e
Asia Central
1.3 milhdo

INfrica Subsaafiiana -
. . 25.0 milho€es
IAmérica Latina Bceanta
15 milha; !
'S milhag 51.000
v

Eurepa Central e Ocidental

Figura 1: Estimativa do numero de pessoas infectadas no mundo, segundo a UNAIDS.
Fonte: http://www.unaids.org/, adaptado por Silva, VS.

No Brasil, a infeccdo se mantém controlada, apesar de terem sido
notificados 39.185 novos casos em 2013, totalizando aproximadamente 718 mil
casos de pessoas infectadas. (Ministério da Saude 2013) Os estados com
maiores taxas de deteccéo de casos de AIDS sao o Rio Grande do Sul (41,4%),
Santa Catarina (33,5%), Amazonas (29,2%) e Rio de Janeiro (28,7%), segundo
boletim epidemiolégico de 2013 (Figura 2)(Ministério da Saude 2013).
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Nordeste
13,9%

Figura 2: Distribuicdo percentual de casos de AIDS por regiéo.
Fonte: Boletim epidemioldgico 2013, adaptado por Silva, VS.

1.1.3. Estrutura do HIV

O HIV trata-se de um retrovirus com genoma de RNA, pertencente a
Familia Retroviridae (retrovirus) e ao género Lentivirinae. Existem dois tipos de

HIV que podem ocorrer em humanos: tipo 1 (HIV-1) esta presente na maior parte
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do mundo, sendo o mais virulento, e o tipo 2 (HIV-2), descoberto apds trés anos
do HIV-1, pode ser encontrado na Africa Ocidental e em algumas regides da
Europa, sendo menos virulento e sua transmissdo € menor quando comparada
com a do HIV-1 (Boyer 2012).

O virus € uma particula com formato esférico de tamanho em torno de 100
a 200 nm de didmetro. Seu interior apresenta um capsideo cilindrico, matriz com
duas cépias de fita simples de acido ribonucleico (RNA) com polaridades positivas
e as enzimas Transcriptase Reversa (TR), Integrase (IN) e Protease (PR),
necessarias para a sua replicacdo (Ferreira 2010). Possui trés tipos de genes
estruturais gag, env e pol, fundamentais para a formacdo da estrutura (Sundquist
2012). A membrana do virus é composta por uma bicamada lipidica formada por
alguns lipidios, como a esfingomielina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e o
colesterol, decorrentes da membrana da célula alvo, quando o virus do HIV
adentra na célula (Til et al. 2008, Sundquist 2012). Além disso, a membrana
apresenta as glicoproteinas gpl20 e gp4l, responséaveis pelos processos de

fixacdo e fusédo na célula alvo (Figura 3).

Proteinas celulares

do hospedeiro B ™ : Matriz

Integrase  —
RNA
Capsideo
Transcriptase
Reversa

Bicamada lipidica

Figura 3: Estrutura morfolégica do HIV.
Fonte: http://hivbook.com/tag/life-cycle-of-hiv/, adaptado por Silva, VS.
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De acordo com a variabilidade genética, o HIV-1 é dividido em quatro
grupos: M (main), O (outlier), N (non-M/non-0O) e o P (pending the identification of
further human cases). O grupo M, responsavel pela pandemia mundial, é
subdividido em nove subtipos, (A, B, C, D, F, G, H, J e K). A figura 4 mostra um
fluxograma dessa classificacdo e indica em quais paises e regides do mundo

cada grupo ou subtipo é prevalente (Figura 4) (Pinto 2006).

—_— | Africa Ocidental

—>| Europa, nas Américas, Japao, Tailandia e Australia

W\
T

I—) Africa Austral, Africa Oriental, india, Nepal e China

v

: —_— Africa Oriental e Central

Grupo M

—>| Africa Central, América do Sul e Europa Oriental

> | Africa e na Europa Central |

- —_— | Africa Central |

- s | Norte, Centro e Oeste da Africa e do Caribe

/g/ﬁ

HIV-1 \ | K |—) Republica Democratica do Congo e Camar6es
Grupo O > | Camar0es |
Grupo N > Camaroes
Grupo P > | Camardes |

Figura 4: Classificagdo do HIV-1 de acordo com os grupos, subtipos e a prevaléncia.
Autor: Silva, VS.

O HIV-2 apresenta oito subtipos, (A, B, C, D, E, F, G e H), no entanto, os
subtipos A e B estdo se alastrando na Africa Ocidental. O subtipo A ainda é
encontrado na Angola, Brasil, india, Mocambique e restritamente na Europa e nos
EUA (Figura 5) (Santiago et al. 2005, Borrego 2013).
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R Africa ocidental, Angola, Brasil, india, Mocambique e
A " restritamente na Europa e nos EUA
B > Africa ocidental
/ C > Libéria
D » Libéria
v |
Q E > Serra Leoa
\ F > Serra Leoa
G > Costa do Marfim
H > Costa do Marfim

Figura 5: Classificagédo do HIV-2 de acordo com os grupos, subtipos e a prevaléncia.
Autor: Silva, VS.

1.1.4. Ciclo biolégico do HIV

O ciclo do HIV se inicia a partir de um virion maduro na corrente
sanguinea, que contém as subunidades proteicas gp120 e gp41 que se ligam aos
linfécitos CD4. A interacao da proteina gp120 com o linfocito CD4 gera mudancas
conformacionais na proteina gp120, permitindo a interacdo com os correceptores
das quimiocinas CCR5 e CXCR4 do linfécito T do sistema imunolégico,
macrofagos e células dendriticas (Lazzarotto 2010).

Em seguida, tais interacées conduzem mudangas conformacionais na
proteina gp41, fazendo com que ela exponha um peptideo de fusdo que adentra
na ceélula hospedeira, ocasionando a fusdo do envelope viral. Dentro do
citoplasma, ocorre o desnudamento do virus com a introducdo do capsideo viral

no meio. Nesse ambiente, verifica-se a liberacdo do genoma viral com
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incorporacdo das enzimas TR, IN, IP, as quais se tornam ativas dando inicio a
replicagéo (Cunico 2008, Younai 2013).

A etapa de replicacdo se inicia com a acdo da enzima TR, que realiza a
transcricdo reversa do RNA viral em DNA (acido desoxirribonucleico) viral, dando
origem a uma molécula hibrida de RNA/DNA. A Ribonuclease H (RNaseH) tem a
funcdo de clivagem da fita de RNA presente na molécula hibrida (Cunico 2008,
Younai 2013). Com a formacdo da dupla fita de DNA, o DNA pro-viral teré
agregacao de proteinas virais e sera transportado para o nucleo, e por meio da
enzima IN, insere o DNA viral no DNA da célula (Cunico 2008, Younai 2013).

Nessa etapa do ciclo, conhecida como etapa tardia, ocorrem dentro do
nucleo a ativagcdo do pro-virus e a transcricdo do DNA da célula hospedeira,
contendo o DNA viral, em RNA mensageiro (mMRNA). Durante a sintese do
MRNA, sdo produzidos dois tipos de RNA, um RNA gendmico, que auxiliard na
formacdo do virus maduro e o RNA transcrito que servira para a criacdo de
poliproteinas virais, através de processos de splicing. Em seguida, esse RNA
transcrito sera transportado para fora do nucleo, onde ocorrera a traducao (Freed
1995, Cunico 2008, Younai 2013).

O processo de traducdo se inicia com a codificacdo das proteinas virais.
No citoplasma, a enzima protease tem a funcdo de clivar proteinas virais em
subunidades para a formacdo de novas particulas virais. Cada subunidade
contém uma das proteinas necessarias para a constru¢cdo da nova particula de
HIV (Cunico 2008, Younai 2013).

Posteriormente, ocorrem 0s processos de montagem a partir de um
complexo de nucleoproteinas, devido ao excesso de RNA transcritos.Com isso, €
formado um nucleocapsideo, que é revestido por uma membrana plasmatica
provida pela célula alvo. Em seguida, processos de brotamento e liberacao
ocorrem por meio de gemulacdo. A nova particula de HIV sai da célula hospedeira
causando a sua morte através dos linfocitos T CD8+ que reconhecem as células
infectadas como invasoras. O virion recém-formado entra na circulacdo
sanguinea podendo infectar novas células ou ficar circulando no meio extracelular
(Cunico 2008, Lazzarotto 2010)(Figura 6).
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Figura 6: Ciclo de vida do HIV.
Fonte: Godman & Gilman, 2011, adaptado por Silva, VS.

1.1.5. Infeccao e tratamento do HIV

As formas de contagio do HIV se da pelo contato com fluidos corporais
contaminados com o virus através de transmissdo sexual, transmisséo vertical
(mée para o filho), transfusdo de sangue, o uso de agulhas ou seringas
contaminadas e a néo esterilizacdo de instrumentos contaminados que cortam ou
perfuram (Borrego 2013).

A infeccdo pelo HIV pode ser dividida em infeccdo aguda, infecgao
assintomatica e infeccdo sintomatica. A infeccdo aguda surge depois da

transmissao viral, através do contato com fluidos corporais de uma pessoa
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infectada. Essa infeccéo persiste em até 14 dias apos a exposicdo com o HIV e a
janela imunoldgica dura até 6 meses (Lazzarotto 2010, UNAIDS 2013).

Cerca de 50% a 90% dos individuos apresentam manifestagdes clinicas,
evidenciadas como gripe ou uma sindrome mononucleose. Pacientes apresentam
no inicio da infec¢cdo, um aumento rapido da carga viral e queda dos linfocitos T
CD4+. Em seguida, os linfécitos se normalizam e a carga viral regride (Lazzarotto
2010, UNAIDS 2013).

A infeccdo assintomatica acontece apos a infeccdo aguda e é definida
como a auséncia de sintomas, em meédia do sexto més apds a infeccdo. Em
alguns casos, o individuo infectado pode apresentar uma linfadenopatia
persistente. Nesse tipo de infec¢do, a contagem de linfécitos pode apresentar-se
estavel e progressivamente, apresentar uma reducdo a medida que a carga viral
aumenta (Lazzarotto 2010, UNAIDS 2013).

Na etapa de infec¢éo sintomatica, o individuo infectado apresenta elevagéo
da viremia e contagem dos linfocitos T CD4+ abaixo de 200 células/mL. Nessa
fase da infeccdo o individuo apresenta varios sintomas, tais como: sudorese
noturna, fadiga, emagrecimento. O individuo infectado apresenta o0 seu sistema
imunolégico comprometido, ficando susceptivel as infeccdes oportunistas
decorrentes de virus, bactérias, protozoarios e fungos, como turbeculose,
toxoplasmose, além das neoplasias, como por exemplo, o sarcoma de Kaposi
(Lazzarotto 2010).

Para controle da infec¢ao por HIV foram desenvolvidos medicamentos com
0 propasito de reduzir o nUmero de 6bitos e aumentar a expectativa de vida dos
pacientes infectados. Os medicamentos antirretrovirais (ARVS) contra o HIV agem
em diversas etapas da replicacdo do virus (Lazzarotto 2010).

Os ARVs sao divididos em cinco classes: (i) inibidores de fusao; (ii)
inibidores da transcriptase reversa, subdividida em inibidores nucleosideos da
transcriptase reversa (NRTI) e inibidores néo-nucleosideos da transcriptase
reversa (NNRTI), (iii) inibidores da integrase (INTI); (iv) inibidores de protease (IP)
e; (v) inibidores de maturacdo. Atualmente existem 20 medicamentos usados no
tratamento da AIDS (Ferreira 2010).

A terapia antirretroviral (TARV) é baseada em farmacos antirretrovirais,
sendo administrados ao paciente quando apresenta contagem de linfécitos T
CD4+ igual ou abaixo de 500 cel/mm? (Lorscheider 2012, Ministério da Saude

2014). Essa terapia tem como objetivo reduzir a carga viral e aumentar o numero
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de linfécitos T CD4+. Segundo o relatorio da UNAIDS de 2013, 9,7 milhdes de
pessoas de baixa renda fazem uso da terapia antirretroviral em todo o mundo
(UNAIDS 2013).

No Brasil, a terapia antirretroviral altamente ativa (HAART, do inglés Highly
Active Antiretroviral Therapy), conhecida como “coquetel” foi implementada em
1996. A execucdo da terapia resultou em um aumento da quantidade de
comprimidos a serem administrados, visto que sdo dois ou mais farmacos, o que
necessita de um empenho do paciente, quanto a aderéncia ao tratamento (Kumari
2012). O sucesso dessa terapia propicia a reducdo da carga viral, diminuindo a
probabilidade do surgimento de mutagles, evitando a resisténcia contra 0s
medicamentos administrados (Arts 2012).

O coquetel consiste na combinacdo de dois inibidores nucleosideos da
transcriptase reversa com um inibidor ndo-nucleosideos da transcriptase reversa
ou dois inibidores nucleosideos da transcriptase reversa com um inibidor da
protease ou ainda, outras combinacdes (de Souza 2003). No Brasil, foi adotado o
esquema de combinacdo com inibidores da transcriptase reversa com inibidor da
protease, sendo distribuido gratuitamente aos portadores de HIV por meio da Lei
9.313 (Brito 2011).

Devido ao alto custo dos medicamentos e outras necessidades por
paciente, o governo brasileiro comecou a adotar uma estratégia em produzir 0s
medicamentos em varios laboratérios publicos e estaduais (do Lago 2010).
Atualmente o Brasil produz 10 medicamentos, tais como a zidovudina; didanosina;
combinacdo de zidovudina e lamivudina; lamivudina; estavudina; indinavir;
nevirapina; ritonavir; efavirenz; e tenofovir (Ministério da Saude 2014).

Como o foco desse projeto é a busca por medicamentos que possam ser
mais eficazes do que os ja existentes no mercado, cujos medicamentos serao
distribuidos gratuitamente. As estruturas desses medicamentos foram cedidas por
Farmanguinhos, no qual seréo elaborados.

Dentre os ARVs, devemos destacar a classe dos NRTIs (Tabela 1), que
sdo analogos desoxinucleotidos, adicionados a cadeia crescente de DNA viral. O
processo de adicdo acontece no sitio ativo da polimerase da enzima, atuando

como um inibidor competitivo (Ferreira 2010, Boyer 2012).
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Tabela 1. Medicamentos NRTI disponiveis no mercado

Nome Comercial Principio Ativo Fabricante
Combivir Lamivudina e zidovudina GlaxoSmithKline
Emtriva Emtricitabina, FTC Gilead Sciences
Epivir Lamivudina, 3TC GlaxoSmithKline
Epzicom Abacavir a Lamivudina GlaxoSmithKline

o Zalcitabina, Dideoxicitidina (néo
Hivid _ o Hoffman-La Roche
mais comercializado)

Zidovudina, azidotimidina, AZT,

Retrovir GlaxoSmithKline
ZDV
Abacavir, zidovudina e
Trivizir o GlaxoSmithKline
lamivudine

Tenofovir disoproxil fumarato e _ _
Truvada o Gilead Sciences, Inc
Emtricitabina

Videx EC Didanosina entérico, ddl EC Bristol Myers-Squibb
Videx Didanosina, dideoxinosina, ddl Bristol Myers-Squibb
_ Tenofovir disoproxil fumarato, _
Viread Gilead
TDF
Zerit Estavudina, d4T Bristol Myers-Squibb
Ziagen Sulfato de Abacavir GlaxoSmithKline

Os NRTIs precisam ser fosforilados por enzimas quinases celulares para
que assim, estejam na sua forma ativa e realizem sua acdo terapéutica
(Sarafianos 2009, Lugassy 2010, Kumari 2012).

A TR os reconhece como nucleotideos falsos, devido a auséncia do grupo
hidroxila (3’-OH), presente na porcao do acgucar, fundamental para a ligacdo do
proximo nucleotideo, e assim, a cadeia de DNA viral ndo é alongada, paralisando
a replicacéo (Sarafianos 2009, Lugassy 2010, Kumari 2012).

O primeiro medicamento anti-HIV da classe dos NRTIs a ser utilizado foi a
Zidovudina (AZT), um anélogo nucleosideo a timina, aprovado em 1987, pelo
Food and Drug Administration (FDA). Atualmente, ha sete farmacos aprovados da
classe dos NRTIs: zidovudina (3’-azido-2’,3'-deoxythymidine, AZT), didanosina

(2’,3’-deoxyinosine, ddl), lamivudina (2',3'-dideoxy-3'-tiacitidina, 3TC), zalcitabina
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(2’,3’-deoxycytidine,

ddc),

estavudina (2’,3’-didehydro-2’,3’-dideoxythymidine,
d4T), abacavir (ABC) e emtricitabina (FTC) (Tabela 2) (Kumari 2012).

Tabela 2. Relacdo das estruturas dos NRTIs.

Nucleosideo | Estrutura Farmaco Estrutura Farmaco Estrutura
NH; 2 0
N \fLNH H3C\6J\NH
Adenina l\ \> Zidovudina Ho_l/ JN/gO Estavudina | Ho |N/KO
= & &
H N=N=N —
NH, NH;
O \N F \N
. . | o |
Guanina (Nﬁ\"‘” Lamivudina | o N/go Emtricitabina | Ho N/KO
)\ 5 s
N~ N7 ONH
o 0
9 i ANr—«
N N N
Timina \ﬁ"‘i Didanosina | %o _ @\}NJ Abacavir | ., <N1AN/)N\NH
H 2
e & o
H
NH, .,
Citosina | ) Zalcitabina | Ho N/J\O
N ko °
| \/_\/
H

Somente em 1992 os medicamentos antirretrovirais passaram a ser

disponibilizados no Brasil. Apesar disso, em 1985, o Brasil tinha criado o

Programa Nacional da AIDS, em virtude dos iniumeros casos diagnosticados, no

qual divulgava condutas e orientagdes ao combate, atestando a gravidade da
AIDS (Geocze et al. 2010, Souza 2010).




Atualmente, o Brasil oferece servicos de prevencdo e tratamento com
distribuicdo gratuita de medicamentos para pacientes portadores do HIV, sendo
um dos paises precursores a aderirem as politicas de saude para o tratamento de
pacientes portadores do virus HIV (Souza 2010). Essas politicas de saude tém
como objetivo reduzir o numero de Obitos e o surgimento de novas infeccdes,
além de melhorar a qualidade de vida do paciente e colaborar com novas politicas
de adesdo aos medicamentos (Minstério da Saude 2010).

Como esses medicamentos antirretrovirais sao toxicos e apresentam
inumeros efeitos adversos e colaterais, o que dificulta a qualidade de vida dos
pacientes e, por isso, muitos acabam abandonando o tratamento. O surgimento
de efeitos adversos, colaterais ou com algum grau de toxicidade depende do
regime da HAART e do tempo que esse paciente faz uso desses medicamentos
(Paruthi 2013). Dentre os efeitos adversos destacam-se lipodistrofia (Valente
2007), hiperlipidemia (Carr 1998), aumento de doengas coronarianas (Barbaro
2009), candidiase (Moylett 2002), Herpes (Moylett 2002), dentre outros.

1.1.6. Estrutura molecular da Transcriptase reversa

Estruturalmente, a proteina TR se apresenta em forma de heterodimero
com duas cadeias polipeptidicas, a p66 (66kDa) com 560 aminoacidos e a p51
(51kDa) com 440 aminoacidos e apresenta dois sitios ativos (Esposito 2012, Das
2013).

O sitio da polimerase na p66, contétm uma triade catalitica de acidos
asparticos (D110, D185 e D186), interagindo com os cofatores ibnicos divalentes
Mg*?, onde ocorre a replicacdo e a ligacdo dos NRTIs, situado entre 0s
subdominios palm, fingers e thumb da p66 (Esposito 2012, Das 2013).

O sitio da ribonuclease tem quatro residuos cataliticos de carboxilato
(D443, E478, D498 e D549), e também interage com o cofator idnico divalente
Mg*? , localizando-se no C- terminal da cadeia p66, que tem como funcao clivar o
RNA (Esposito 2012, Das 2013).
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A p66 contém os subdominios fingers (residuos 1-85 e 118-155), palm
(residuos 86-117 e 156-237), thumb (residuos 238-318) e connection (residuos
319-426). Os subdominios fingers e thumb séo flexiveis, adquirindo varias
conformacdes de acordo com a funcionalidade da enzima para que ocorra a
replicacdo (Esposito 2012, Das 2013).

A p51 contém os mesmos subdominios fingers, palm, thumb e connection;
porém, sdo relativamente rigidos e atuam como suporte para a proteina p66. A
TR desempenha um papel importante na replicacdo do virus, pois é responsavel
pela transcricio do RNA viral em DNA viral. A proteina TR com 0s seus
subdominios e seus sitios ativos (Esposito 2012, Das 2013) é mostrada na figura
7.

p66

Connection

Fingers

Figura 7: Representacdo da enzima TR, usando o programa Pymol (Schrodinger),
destacado em cyan, o sitio da polimerase e o sitio da RNaseH em magenta. Os fons Mg*?
estdo situados préximos aos sitios ativos, destacados em vermelho.

Fonte: Adaptado do site: http://www.rcsb.org/
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No inicio da replicacdo, a TR altera a sua conformacdo da sua forma
“fechada” para a “aberta” (Figura 8), permitindo que a fita de RNA passe pelos
subdominios fingers, palm e thumb da p66. Antes do inicio da replicacédo, o
subdominio thumb se movimenta para conter os &cidos nucléicos. A sintese do
DNA ¢ iniciada no final da fita 3’ do RNA, a TR usa um RNA transportador (RNAt)
presente no nucleocapsidio como um iniciador (primer) acoplado, que sdo até o
final da fita 5, localizado no sitio P (priming site), formando uma molécula hibrida
de RNA/DNA. Essa molécula hibrida sofre a acdo da enzima Ribonuclease
(RNaseH) que cliva a fita de RNA por hidrélise, permitindo o retorno da fita
simples de DNA ao sitio da polimerase para formar a dupla-fita pela propria TR
(Sarafianos et al. 2002, Sarafianos et al. 2009).

Figura 8: Alinhamento das estruturas da TR, com a conformagao “aberta” (vermelho), sob o
cédigo PDB 1TO05 (Tuske 2004) e com a conformagéo “fechada” (ciano), sob o cédigo PDB 3DLK
(Bauman JD 2008). Expressam um RMSD de 1.5 A. Fonte: Adaptado do site:
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do.

Com a entrada do DNA no sitio da polimerase, o subdominio fingers da

proteina p66 altera a sua conformacao, ficando numa conformagéao “aberta” para
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acondicionar o acido nucléico. Os desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTP) séo
adicionados, formando um complexo enzima/DNA/ANTPs, no sitio N (nucleotide-
binding site). Os nucleotideos incorporados apresentam em sua estrutura uma
cadeia de trifosfato (TP), essa cadeia TP € responsavel por ligar o grupo hidroxila
presente na extremidade da fita 3' um nucleotideo ao grupo fosfato presente na
extremidade da fita 5 do nucleotideo adjacente. Essa interacdo entre o0s
nucleotideos € conhecida como ligacdo fosfodiéster (Sarafianos et al. 2002,
Sarafianos et al. 2009).

Posteriormente, com a finalizacdo da incorporacdo dos nucleotideos, o
subdominio fingers altera a sua conformacdo para “fechada”, liberando o
pirofosfato (PPi). Em seguida, ocorre a translocacao do DNA alongado do sitio N
para o sitio P (Sarafianos et al. 2002, Sarafianos et al. 2003).

1.1.7. Mecanismos de resisténcia dos NRTIs

A resisténcia aos NRTIs é decorrente dos erros na replicacao (transcri¢cao
reversa) na TR. Dado que a enzima ndo dispde de um mecanismo corretivo,
surge as mutacdes. A mutacdo na enzima € causada pela troca de aminoacidos,
tornando-a resistente aos farmacos (Siliciano 2013). Geralmente, os aminoacidos
envolvidos na resisténcia do sitio dos NRTI estdo presentes nos subdominios
fingers ou palm (Sarafianos et al. 2009, Adamson 2010, Das 2013).

Essa resisténcia € decorrente da alta diversidade genética do HIV, pois o
virus se replica muito rapido, deixando-o predisposto a possiveis mutacdes. A TR
ainda apresenta como habilidade, considerada também como resisténcia, a
capacidade de retirar os NRTI incorporados ao primer, que sdo nucleotideos,
realizando uma inversdo do inicio da reacao de polimerizacdo (Sarafianos et al.
2009, Adamson 2010, Das 2013).

Foram verificados dois tipos de resisténcia:

(i) de excluséo, que consiste na expulsdo do NRTI no instante em que sao
incorporados, sendo um exemplo desse tipo de resisténcia a mutacdo M184V, na
regido do loop f3 e 4 do subdominio fingers, onde ocorre uma diminuicdo
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seletiva de incorporacao dos farmacos Lamivudina (3TC) e a emtricitabina (FTC)
através de impedimento estérico do anel oxatiolano dos farmacos (Figura 9)
(Sarafianos et al. 2009, Das 2013).

(ii) de excisédo, baseado na retirada do NRTI apos ser incorporado no final
da 5’ da fita DNA viral, por meio de um ataque nucleofilico do pirofosfato. A
resisténcia ocorre a partir de movimentos de translocacdo do NRTI incorporado,
fazendo com que o NRTI se desloque do sitio N para o sitio P proximo ao sitio
ativo da polimerase (Sarafianos et al. 2002). Com o NRTI no sitio P, acontece o
processo de pirofosforélise, no qual € removido o ultimo atomo de fosforo da
cadeia do pirofosfato, o que desfavorece a interacdo do AZT com o sitio da
polimerase e a polimerizacdo do DNA continua (Sarafianos et al. 2002). Um
exemplo € a resisténcia produzida pelo farmaco AZT, que é analogo a timina. As
mutacBes M41L, D67N, K70R, T215Y, K219Q sdo exemplos das mais frequentes

desse tipo de resisténcia (Figura 9) (Sarafianos et al. 2009, Veloso 2010).

SER (6?5\, TRP L%J
156 154/ 153 o)
PHE 64/
61
RO e
150 AYSY
3J
ILE >
159
VAL
75
GLN
151 =2
(ASP\
6
GLY
152
PHE ; | -
ol & ' ‘ W 216
155 ‘ P
(G0 \ ) E (\D =
D - £ \ ¢ X SER 215
156 TYR ) “ PRO
TYR 158 - \ | = g
183 . ; 5
€ 2 G (EU
GLN 110/ . : » 109
161 @ - e/ () €) & ()
49 - ay, Qs
MET PHE ALA, /(PHE 112
230 160/ (TR VAL EER 114 ‘116 ™
146 118 117 G 5,
(EU VET 148
214 64
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os residuos que sofrem mutacgdes.



1.2. Modelagem Molecular no Desenvolvimento de Farmacos

A modelagem molecular consiste no estudo do comportamento de
moléculas e atomos, avaliando suas propriedades moleculares e fisico-quimicas
através de meétodos computacionais. Com o advento do uso de programas para
computadores, a modelagem molecular tem sido considerada uma metodologia
muito Util para analisar sistemas bioldégicos (Guido 2010). Programas
computacionais e a existéncia dos bancos de dados permitem uma investigacao
mais profunda do sistema estudado, das interacdes entre moléculas, da
estimativa da atividade biolégica de compostos, dentre outras analises (Carvalho
2002).

A modelagem molecular pode ser empregada no planejamento racional de
farmacos seguindo duas abordagens: indireta e direta. A primeira é utilizada
quando a estrutura do receptor € desconhecida;, no entanto, os ligantes
conhecidos sdo empregados para predizer o sitio farmacoférico necessario para
interagir com o receptor. A segunda abordagem baseia-se no conhecimento da
estrutura do receptor, mas a conformacao do ligante dentro do sitio do receptor é
desconhecida (Guido 2010).

A utilizacdo de programas computacionais permite a visualizacdo da
estrutura tridimensional do receptor e do ligante, possibilitando uma compreensao
da interacao entre eles (Carvalho 2002).

Para que um medicamento chegue ao mercado leva em torno de 15 a 20
anos, e durante esse tempo séo realizados varios testes para verificar a eficacia e
a seguranca do candidato a farmaco. Os testes sdo desde a identificacdo de
atividade da molécula até a fase Ill. No entanto, a industria farmacéutica investe
muito dinheiro no desenvolvimento do candidato a farmaco, em torno de milhdes
de dolares. Por conta disso, o pre¢co do medicamento no mercado é decorrente
dos gastos dos testes pré-clinicos e clinicos, dado que a industria farmacéutica
visa o lucro (Calixto 2008, Ferreira 2009).

A modelagem molecular tem papel crucial nessa etapa no processo de

descobrimento visando reduzir esse tempo, além de diminuir custos com testes in
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vitro e in vivo. A modelagem molecular dispde de varias metodologias aplicaveis
ao planejamento de farmacos (Carvalho 2002). E necesséario o surgimento de
novos antivirais para atender a urgéncia com que a AIDS dizima os individuos
infectados, além da alta capacidade da TR de sofrer mutacdes (Sarafianos et al.
2009). Dessa forma, as metodologias de Docking Molecular e Dinamica Molecular
foram empregadas neste trabalho para compreender a interacdo de compostos
anélogos ao Abacavir e & Lamivudina no sitio da polimerase da TR.

1.2.1. Docking Molecular (Docagem Molecular)

O Docking Molecular € uma metodologia computacional que consiste na
predicdo da interacdo entre moléculas (Kastritis et al. 2010, Friesner et al. 2004,
Halgren et al. 2004, Friesner et al. 2006). Essa interacdo pode ser compreendida
pelo paradigma “chave-fechadura” estabelecido por Emil Fischer em 1894
(Fischer 1894, Hugo Verli 2005).

As interacbes do ligante com o0 receptor sao decorrente da
complementaridade, ou seja, 0 receptor reconhece o ligante, em virtude das
interacdes eletrostéaticas, de van der Waals , ligacdes de hidrogénio, e outras, que
0os atomos do ligante realizam com o sitio ativo ou alostérico de uma proteina
(Gschwend 1996).

Atualmente h& diversos programas livres e outros comerciais, além de
alguns servidores online, que possibilitam ao usuario utilizar o programa ou
servidor apropriado ao seu estudo de docking (Garrett 2008). Dentre o0s
programas disponiveis ressaltamos o0s seguintes: AutoDock (Morris et al. 1998,
Asterberg et al. 2002), Dock (Kuntz et al. 1982, Gschwend 1996, Ewing 1997),
FlexX (Rarey 1996), Glide (Friesner et al. 2004, Halgren et al. 2004, Friesner et al.
2006, Kroemer 2007) e o GOLD (Verdonk 2003), além de servidores online, como
o0 DockThor (de Magalhaes et al. 2014).
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Alguns dos parametros avaliados no processo de docking séo: (i) a energia
do complexo receptor-ligante, classificados por funcées de pontuacédo; (i) a
conformacao do ligante, medida por uma funcédo de pontuacado (score); e (iii) as
poses do ligante geradas, diferenciando na interacdo com os aminoacidos do sitio
ativo (Alonso 2006).

A maioria dos programas de docking € desenvolvida, normalmente por
associacdo de uma funcdo de pontuacdo e de um algoritmo de minimizacao
(Verdonk 2003). A partir disso, é possivel realizar o docking entre duas moléculas
(Halperin 2002).

O scoring € uma funcao de pontuacdo que mede a afinidade do ligante com
0 receptor de acordo com o algoritmo de busca. Esta funcéo tenta distinguir as
poses provaveis das improvaveis (Meng 2011). Na realizacdo do docking, €
necessario determinar a grade de simulacao (Grid), que ira propor o espaco no

qual o ligante deve percorrer e alcancar a melhor solugéo (Halperin 2002).

As funcbes de pontuacdo sdo fundamentadas em trés possiveis
aproximacoes: métodos de campo de forca, métodos de forca empirica e métodos
de conhecimento (Huang 2010). Alguns dos campos de forca utilizados para se
obter a funcdo de scoring sdo o Amber (Pearlman et al. 1995), OPLS-AA
(Jorgensen 1996), e o CHARMM (Vanommeslaeghe et al. 2010), MMFF94

(Halgren 1996) de acordo com o tipo de molécula a ser estudado.

Os algoritmos de docking podem considerar as moléculas como corpos
rigidos ou flexivel. O docking de corpos rigidos ndo considera a flexibilidade
apenas a complementariedade entre o ligante e o receptor. J& o docking flexivel
considera a flexibilidade o ligante, o que permite que o ligante adquira varias
conformacdes no receptor (Dias 2008). Os algoritmos mais utilizados em
programas de docking, sdo: o algoritmo genético (Davis 1991), Monte Carlo

(Metropolis 1949), construcao incremental (Ausiello 1991).

Os programas e servidores expdem uma particularidade quanto a forma de
docking citadas acima, como por exemplo, o AutoDock (Morris et al. 1998,
Asterberg et al. 2002), e o FlexX (Rarey et al. 1996), permite a rigidez do receptor
e a flexibilidade do ligante, visando uma redugcdo do custo computacional
(Goodsell 1996, Mukesh 2011). No entanto, o Dock considera a rigidez do

receptor e o ligante pode ser rigido ou flexivel, ficando a critério do usuario
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escolher a forma de docking mais apropriada. Ja4 o Glide considera a flexibilidade

do receptor e do ligante, possibilitando uma maior precisdo no resultado da pose

gerada (Meng 2011).

A Tabela 3 mostra alguns programas de docking, o algoritmo e o campo de

forca utilizado por cada um.

Tabela 3. Relacdo de alguns programas de Docking.

Programas Algoritmo de busca Campo de forcas
AutoDock Algoritmo genético Amber (Pearlman et al.
Lamarckiano (Morris et al. 1995)
1998)
Dock Algoritmo geométrico Amber (Pearlman et al.
(Schwartz 1988) 1995)
Glide Monte Carlo (Metropolis ~ OPLS2005 (Jorgensen
1949) e Incremental 1996)
(Ausiello 1991)
FlexX Incremental (Ausiello Tripos (Clark et al. 1989)
1991)
GOLD Algoritmo genético (Davis  Tripos (Clark et al. 1989)
1991)
DockThor Algoritmo genético MMFF94S (Halgren 1996)
(Davis 1991)
1.2.2. Estudos de ADME-Tox
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O sucesso na descoberta de farmacos depende que estes apresentem
atividade biologica contra 0 seu alvo e que passem pelas fases pré-clinica e
clinicas. No entanto, a proporcao de candidatos a farmacos que ficam suspensos
em cada fase ainda se apresenta com indice elevado. Os principais fatores que
impedem que esses candidatos a farmacos cheguem ao mercado séo a falta de
absorcdo oral, rapido metabolismo, grau de toxicidade decorrente do farmaco,
dentre outros (Lin et al. 2003, Meanwell 2011).

A predicdo de propriedades ADME-Tox (Absorcdo, Distribuicao,
Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) € uma metodologia que vem sendo muito
utilizada na descoberta de farmacos devido ao decréscimo de produtividade na
industria farmacéutica (Meanwell 2011). Os estudos de ADME-Tox permitem
estimar quais compostos devem avancar na pesquisa e quais devem ser
descartados (Lipinski 2004).

Durante o processo de Pesquisa e Desenvolvimento (P & D) de farmacos é
praxe realizar um estudo de predi¢do de propriedades ADME-Tox in silico com o
intuito de avaliar o perfil farmacocinético, grau de toxicidade, reduzir os gastos
com os ensaios bioldgicos e otimizar o tempo de producédo (Lin et al. 2003).

Apéds a comprovacgao de atividade biol6gica de um composto, por meio dos
testes na fase pré-clinicas, esse composto é encaminhado para a fase clinica até
gue chegue ao mercado (Dainesi 2006)(Anvisa). A fase clinica é dividida em

quatro fases, sao elas:

e Fase |: Nessa fase € verificada a seguranca do farmaco em um
pequeno grupo de pessoas sadias voluntarias (em torno de 20 a 100
pessoas). Analisa-se a farmacocinética e a farmacodinamica do
candidato a farmaco, além do surgimento de efeitos colaterais;

e Fase Il: Nessa fase € avaliada a eficacia e possivel toxicidade do
farmaco em pessoas portadoras de determinada enfermidade em
estudo. E testado com um grupo de 100 a 200 pessoas. Avalia-se
qual formulagéo farmacéutica é a mais apropriada e a relacdo dose-
resposta;

e Fase Illl: Nessa fase é avaliada a seguranca e a eficacia do
medicamento. O teste é realizado com amplo niumero de pessoas
portadoras de determinada enfermidade em estudo (por volta de 800

pessoas de diferentes partes do mundo). E determinado o perfil
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terapéutico do medicamento, como doses, contraindicacdes, dentre
outras; bem como o seu registro na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa);

Fase IV: E conhecida também como farmacovigilancia, onde o
medicamento ja presente no mercado € acompanhado. Esse
medicamento € investigado para comprovar a sua eficacia e
havendo varias notificacdes de reacdes adversas ja manifestadas ou

nao, esse medicamento pode ser suspenso do mercado.

Como as propriedades de uma molécula estdo relacionadas a sua

estrutura quimica, faz-se necessario o planejamento de um ‘drug-like’. Este ‘drug-

like’ tem como finalidade apresentar propriedades fisico-quimicas compativeis e

perfis de toxicidade que ndo o suspenda na etapa de Fase | dos testes clinicos
(Lin et al. 2003).

Os parametros analisados no estudo de ADME-Tox (Absorcéao,

Distribuicdo, Metabolismo, Excrecéo e Toxicidade) para predizer a eficacia de um

candidato a farmaco sao:

Absorcao do farmaco: que pode ser entendida pela passagem do
farmaco na bicamada lipidica, por meio de uma via de administracao
até chegar a circulagdo sanguinea. Para um farmaco atravessar a
bicamada ele deve dispor de caracteristicas lipofilicas em sua
estrutura, entretanto precisa também apresentar caracteristicas
hidrofilicas para que seja distribuido(Brunton 2011);

Distribuicdo do farmaco: ao ser absorvido, o farmaco sera
distribuido na circulacdo sanguinea até alcancar o seu local de
acao.

Metabolismo: apds, o farmaco sera biotransformado chegando no
figado pelo complexo enzimatico citocromo P450 (CYP);

Excrecéo: os residuos do farmaco decorrentes do metabolismo sdo
eliminados pelo organismo. Essa eliminacdo ocorre geralmente
pelos rins;

Toxicidade: porém, se os residuos do farmaco decorrentes do
metabolismo forem toxicos, podem produzir efeitos indesejaveis ao

paciente (Brunton 2011).
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A lipofilicidade da molécula é expressada pelo coeficiente de particdo
(logP) definido como a relagdo entre as concentragfes de n-octanol e a agua.
Esse coeficiente serve para estimar a solubilidade de um farmaco, o que significa
que se o valor de logP for menor que 1, essa molécula é hidrofilica, mas se o
valor for maior que 1, essa molécula é hidrofébica (Equacédo 1). A quantidade
potencial de ligacbes de hidrogénio doadores ou aceitadores que o ligante pode
formar interfere na permeabilizagdo desse candidato a farmaco na bicamada
lipidica (Equacéo 1) (Lipinski 2001).

P= [compostO],ctanol / [COMPOStO]sgua * (1— )

onde a é o grau de ionizacdo do composto em agua.

Com a finalidade de otimizar o tempo na pesquisa de compostos e ter um
direcionamento, foram desenvolvidas ferramentas para acelerar esse processo. A
regra dos cinco de Lipinski foi criada por Christopher A. Lipinski em 1997 (Lipinski
1997), e consiste na investigacdo de propriedades moleculares de um farmaco
com administracdo por via oral em quatro parametros. Sao eles, logP, peso
molecular, numero de doadores de hidrogénio e numero de aceitadores de
hidrogénio (Lipinski 2001).

Tais parametros apresentam um raio de corte de multiplos de cinco. Para
serem identificados como bons farmacos, o logP ndo deve ser maior que cinco, o
numero de doadores de hidrogénio no ligante ndo deve ser maior que cinco, o
namero de aceitadores de hidrogénio ndo deve ser maior que dez e 0 peso
molecular ndo deve ultrapassar 500 Daltons (Lipinski 2001, Lipinski 2004). O
farmaco que se enquadrar nesses parametros apresentaria uma boa
biodisponibilidade oral.

No entanto, Lipinski considera compostos que agem como substratos de
transportadores biolégicos como excecbes a regra. Tais compostos s&o
vitaminas, antibiéticos, antifingicos e glicosideos cardiacos (Lipinski 2001).

Outras regras de biodisponibilidade oral também s&o relevantes, como a
regra de Veber, que atesta que o composto deve apresentar ligagdes rotacionais
menor ou igual a 10 e a area de superficie polar deve ser menor ou igual a 140A2
(Veber et al. 2002). A regra de Ghose define que o composto deve apresentar um
peso molecular de 160Da a 480Da, o logP deve ser entre -0.4 a 5.6 e 0 niUmero

total de atomos do composto deve ser de 20 a 70 (Ghose 1999). Ja a regra de
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Muegge afirma que o composto deve apresentar um peso molecular entre 200Da
a 600Da, o logP deve ser menor ou igual a 5, 0 numero de aceitadores de ligacao
de hidrogénio deve ser menor ou igual a 10, o numero de doadores de ligacdo de
hidrogénio deve ser menor ou igual a 5, o numero de ligacao rotacionais deve ser
menor ou igual a 15 e a area de superficie polar deve ser menor ou igual a 150A2
(Muegge 2003).

Atualmente, existem programas livres e outros que necessitam de licenca
para a sua utilizagdo; bem como servidores online que possibilitam a analise de
caracteristicas fisico-quimicas do composto. Alguns dos programas utilizados sao:
OSIRIS Property Explorer (Portal), Molinspiration (Cheminformatics 2002),
SuperPred (Nickel et al. 2014), ProTox (Drwal et al. 2014), Mcule (Kiss 2012) e
Chemicalize (ChemAxon , Southan 2013). Destacando que, cada programa ou
servidor utiliza um banco de dados de fragmentos para realizar uma busca por

similaridade para determinar esses parametros fisico-quimicos.

1.2.3. OSIRIS Property Explorer

O programa OSIRIS Property Explorer (Portal), desenvolvido pela empresa
farmacéutica Actelion Pharmaceuticals Ltd., permite que o usuario que desenhe a
estrutura quimica em 2D, e a partir disso, 0 programa mensura as caracteristicas
fisico-quimicas através da comparacdo com o banco de dados Fluka®,
constituido de fragmentos de compostos ndo drug-like e o perfil toxicolégico que
compara com uma base de dados de Registro de Efeitos Toxicos de Substancias
Quimicas (RTCES).

Os parametros avaliados sao: cLogP, solubilidade, peso molecular, Drug-
likeness (relacéo de similaridade a farmacos presentes no mercado), Drug-Score
(calcula a possibilidade de se tornar um farmaco); além do risco toxicologico,
indicando se o composto € mutagénico, tumorigénico, irritante ou reprodutivo
eficaz, por meio de cores: vermelho (alto risco), amarelo (médio risco) e verde

(baixo  risco). Encontra-se  disponivel no  site  http://www.organic-

chemistry.org/prog/peo (Portal).
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O parametro Drug-Score € baseado na combinacdo dos valores de Drug-
likeness, cLogP, solubilidade, peso molecular e o risco de toxicidade. Para
determinar o Drug-Score € utilizada uma escala de 0 a 1, quanto mais proximo a 1
significa que o composto tem maior chance a vir se tornar um farmaco. E o
parametro Drug-likeness € mensurado por meio de valores de fragmentos de

farmacos conhecidos (Equacéo 2) (Magalhdes 2009).
as =TT +59)TT¢
8§ = —+—45i)" i
2 2

]
hT:
l+e

ap+h

onde o ds é o drug-score; Si sdo contribuicbes calculadas pelo logP,
solubulidade, peso molecular e drug-likeness; 1 € responsavel pela descricao da
curva spline; a e b sdo parametros (1, -5), (1, 5), (0.012, -6) e (1, 0) para logP,
solubulidade, peso molecular e drug-likeness, respectivamente; ti sao
contribuicdes decorrentes do risco de toxicidade do tipo 4, no qual séo atribuidos
alguns valores, para nenhum risco € atribuido o valor 1,0; para médio risco é

atribuido o valor 0,8; e para alto risco € atribuido o valor 0,6.

Conforme o usuario desenha o composto, 0 programa cria fragmentos, ou
seja, rompe as ligacdes simples desse composto e a partir disso realiza uma
busca por similaridade de fragmentos de farmacos conhecidos ou por fragmentos
de compostos que apresentem propriedades de ADME-Tox que persistiram aos

ensaios clinicos de Fase Il (Lipinski 2001, Walters 2002).

Dado que o OSIRIS salienta esses parametros, o utilizamos para avaliar os

melhores compostos preditos pela metodologia de docking.

1.2.4. Molinspiration Property Calculator
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O Molinspiration Cheminformatics € um programa online que permite ao
usuario desenhar a estrutura quimica da molécula estudada ou a introduza em

formato smiles’, e esta disponivel no site http://www.molinspiration.com/cgi-

bin/properties. Esse programa tem como funcéo calcular propriedades fisico-

quimicas tais como, logP, area de superficie polar topolégica (TPSA) e os
descritores da regra dos cinco de Lipinski (Cheminformatics 2002).

O TPSA é um parametro que descreve a absor¢do do farmaco, ou seja,
avalia a absorcdo intestinal, a biodisponibilidade e a permeabilidade
hematoencefalica (Cheminformatics 2002).

O programa calcula ainda um score de bioatividade da molécula carregada
para seis alvos: ligantes de GPCR, moduladores de canais de ions, inibidores de
quinase, ligantes de receptores nucleares, inibidores de protease e outros alvos
de enzima. Se o valor do score for maior que 0, a atividade da molécula é maior
contra aquele determinado alvo. Mas se o valor do score for entre -5.0 a 0.0 é
considerado moderadamente ativo, porém se o valor do score for menor que -5.0,

significa que a molécula é inativa (Cheminformatics 2002).

1.2.5. Superpred Web Server

O Superpred é um servidor online que avalia 0 composto de acordo com o
sistema de classificacdo Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) por meio de
codigos que servem para classificar os compostos, além de propriedades fisico-
quimicas fundamentadas na regra dos cinco de Lipinski. Esse servidor encontra-
se disponivel no site http://prediction.charite.de/ (Nickel et al. 2014).

A classificacdo de ATC é dividida em cinco niveis: o nivel 1, corresponde
ao grupo anatbmico principal, o nivel 2 corresponde ao grupo terapéutico
principal, o nivel 3 corresponde a um subgrupo terapéutico/farmacolégico, o nivel
4 corresponde a um subgrupo terapéutico/farmacolégico/quimico e o nivel 5 &

referente a substancias quimicas (Dunkel et al. 2008).

''E uma notacdo para descrever moléculas, apresentam conectividade para representar
moléculas em 2D e em 3D.
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A predicdo € baseada em um pipeline em 3 métodos, busca por
similaridade 2D, por similaridade por fragmento e por similaridade 3D. A
combinacdo desses métodos possibilita um estudo mais preciso quanto as
caracteristicas estruturais do composto analisado (Dunkel et al. 2008, Nickel et al.
2014).

O servidor apresenta a facilidade de carregar a molécula, de acordo com
uma das trés maneiras que o dispde e reporta o resultado em torno de 5 a 10
minutos (Dunkel et al. 2008, Nickel et al.2014).

O resultado contém a acuracia da predicdo de ATC e informa o grupo ao
gue o composto submetido pertence, a sua classe e os parametros da regra de
Lipinski, e ainda a area de superficie polar (PSA), as ligacbes rotacionais, a
guantidade de anéis presentes no composto, o total de ligacGes referentes aos
atomos do composto e a carga total do composto (Dunkel et al. 2008, Nickel et al.
2014).

1.2.6. ProTox

O ProTox é um servidor que prediz a toxicidade oral em roedores e
mensura doses letais médias orais. Esse servidor analisa 0s compostos
submetidos por intermédio de similaridade 2D de compostos jA conhecidos que
apresentam doses letais médias (LD50), através da deteccdo de fragmentos
toxicos contidos no banco de dados SuperToxic (Schmidt et al. 2009). Ele ainda
sinaliza possivel toxicidade contra alvos por intermédio de um conjunto de
grupamentos farmacoféricos conhecidos como toxicoféricos. Encontra-se

disponivel no site http://tox.charite.de/tox/ (ProTox , Drwal et al. 2014).

A predicdo de LD50 é classificada em seis classes de toxicidade segundo o
Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (GHS):

e Classe I: Fatal ao ser ingerido (DL50 < 5 mg / kg);
e Classe ll: Fatal ao ser ingerido (5 < LD50 < 50 mg/kg);
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e Classe llI: Toxico ao ser ingerido (50 < LD50 < 300 mg/kg);

e Classe IV: Prejudicial ao ser ingerido (300 < LD50 < 2000 mg/kg);

e Classe V: Pode ser prejudicial ao ser ingerido (2000 < LD50 < 5000
mg/kg);

e Classe VI: Nao toxico (LD50 > 5000 mg/kQ).

Esse servidor oferece trés maneiras de carregar a molécula em estudo. Ao
ser carregada a molécula de estudo, o servidor concede em torno de segundos o
resultado com as propriedades fisico-quimicas, a area de superficie polar (PSA),
as ligacdes rotacionais, a quantidade de anéis presentes no composto, o total de
ligacbes referentes aos atomos do composto e a carga total do composto
(ProTox, Drwal et al. 2014).

Além disso, no resultado consta também a predi¢cdo de LD50, a predicdo
da classe de toxicidade, uma média de similaridade entre os compostos do banco
de dados, graficos de comparacdo do peso molecular e de LD50, e indica o

fragmento téxico presente na molécula de estudo (ProTox , Drwal et al. 2014).

1.2.7. Mcule

O Mcule (Kiss 2012) é uma plataforma de desenvolvimento de farmacos
gratuita. O Mcule property calculator (Mcule 2013) é um servidor online que
estima as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos. Esse servidor permite
gue o usuario desenhe o composto ou introduza em formatos smiles, mcule ID,
gerando o resultado em segundos. Ele realiza uma busca no banco de dados
Mcule para mensurar tais propriedades.

Esse servidor avalia os parametros da regra de Lipinski e ligacdes
rotacionais que o composto apresenta. Por exemplo, caso o composto apresente
anéis, determina centros de quiralidade R/S, se a molécula possui heteroatomos,
atomos inorganicos, halogénios, e ainda menciona se houve alguma violacao
quanto a regra de Lipinski (Lipinski 2001) e quanto a regra de Veber (Veber et al.
2002).
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1.2.8. Chemicalize

O Chemicalize.org € um servidor online desenvolvido pelo ChemAxon que
estima as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos. Esse servidor permite
que o usuério busque pelo nome do composto, introduza em formato smiles ou
faca o upload do composto (ChemAxon , Southan 2013).

O Chemicalize avalia os parametros segundo a regra de Lipinski (Lipinski
2001), bem como a carga total do composto, em qual pH o composto estara na
forma protonada, o volume do composto e calcula a quantidade de solvente
acessivel a area de superficie do composto (ChemAxon , Southan 2013). Ainda,
fornece estruturas similares a estrutura em estudo e faz testes em alguns filtros
especificos para avaliar a biodisponibilidade oral, tais como o Lipinski (Lipinski
2001), Veber (Veber et al. 2002), Ghose (Ghose 1999), Muegge (Muegge 2003).

1.2.9. Parametrizacdo dos ligantes

A parametrizacdo consiste em um conjunto de parametros topoldgicos e
observaveis para a completa descrigcdo das interacdes intra e intermoleculares de
um ligante. E realizada usando campos de forcas, no entanto, devido & ampla
variedade de estruturas quimicas, alguns campos de forca ndo possuem 0sS
parametros para descrevé-los. Para tal, € necessaria a parametrizacdo para
definir os parametros de ligagbes, cargas, angulos do ligante em estudo

(Vanommeslaeghe et al. 2010).
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Os campos de forca se baseiam na mecanica molecular, semi-empirico ou
ab initio. Entretanto é necessario o0 conhecimento para saber qual destes € o0 mais
adequado para a parametrizacédo de seu determinado ligante (Sant'‘Anna 2009).

Essa parametrizagéo pode ser feita usando programas e servidores online
baseados em campos de forca, como por exemplo, o general AMBER force field
(GAFF), CHARMM General Force Field (CGenFF), PRODRG (Schiuttelkopf 2004)
que utiliza o campo de forca Gromos (Christen et al. 2005), dentre outros

(Vanommeslaeghe et al. 2010).

1.2.10. Dinamica Molecular

A Dindmica Molecular (DM) é uma metodologia que auxilia na
determinacdo das caracteristicas dindmicas e termodinamicas do sistema a ser
estudado. Associada as equacfes de movimento de Newton, avalia a evolucao
temporal da alteracdo da posicdo de todos os atomos do sistema. A DM permite
mensurar propriedades microscopicas (posicdes e velocidades dos atomos) e
relaciona-las com propriedades macroscopicas (por exemplo, temperatura,
pressdo) e microscopicas (por exemplo, energia de interacdo)(Namba 2008).

As simulacbes de DM necessitam de um campo de forca para definir a
interacdo das moléculas presentes no sistema. Para cada sistema é aconselhavel
analisar qual campo de forca € o mais apropriado, porque cada um contém um
conjunto de potenciais empiricos especificos para cada sistema, como por
exemplo, carboidratos, proteinas, acidos nucleicos, lipideos, ligantes organicos,
etc (Leach 2001, Namba 2008).

O campo de forca € um conjunto de parametros que definem as interacdes
para os atomos do sistema estudado, através da definicdo de uma funcdo de
energia potencial. Podendo considerar todos os atomos ou apenas atomos de
interesse (Monticelli 2013).

Os campos de forgas utilizados nas simulagées sdo o Amber (Pearlman et
al.1995), CHARMM (Vanommeslaeghe et al. 2010), Gromos (Christen et al. 2005),

diferindo na parametrizacdo e forma funcional, além de serem especificos para
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determinadas classes de moléculas (Durrant 2011). Entretanto, quando o ligante
apresenta alguma diferenciacéo de ligacées ou angulos dos valores estabelecidos
pelo campo de for¢a, é atribuido uma penalidade energética (Sant’/Anna 2009).

O inicio da simulacdo da DM consiste na atribuicdo de posicOes e
velocidades a todos os atomos e no deslocamento das posi¢cdes desses atomos
no decorrer do tempo, gerando assim as trajetérias conforme o tempo da
simulacgéo é prosseguido (Durrant 2011).

A DM é empregada no planejamento de farmacos para avaliar o
comportamento das moléculas em estudo ao longo do tempo e sua exposicao ao
solvente (Alonso 2006, Namba 2008). Por exemplo, permite a analise de um
ligante no sitio ativo da proteina, verificando se quando ocorre a ligacao do ligante
a conformacédo da proteina se estabiliza ou se altera devido a presenca desse
ligante. Também é possivel verificar por quanto tempo o ligante ficara ligado a
proteina, a rede de interacdes intermoleculares, especificas e ndo especificas,

dentre outras andlises (Durrant 2011).

1.3 Justificativa

A busca por novos farmacos que sejam mais eficazes e que tenham menos
efeitos adversos é cada vez mais constante no ambito na pesquisa. A AIDS é
considerada uma epidemia, pois atinge milhares de pessoas ha mais de 30 anos
e estda amplamente disseminada no mundo. No decorrer do tempo, as pesquisas
contra o HIV tém avancado, mas ndo o suficiente quanto a capacidade do virus
de se multiplicar e mutar.

Os farmacos NRTIs atualmente presentes no mercado oferecem muitos
efeitos adversos, sendo bem agressivos ao paciente, dificultando a sua qualidade
de vida. As mutacbes da proteina no sitio de ligacdo dos NRTI também tém
influéncia na eficacia do medicamento, visto que a TR apresenta importante

variabilidade genética.
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Apesar do avanco da tecnologia e da pesquisa com novas técnicas, ainda
nao foi possivel encontrar uma terapia eficiente contra o HIV-1 ao ponto de poder
eliminar o virus do organismo do paciente. Como resultado, sdo gerados custos
elevados por parte do Sistema Unico de Saude (SUS) com medicamentos usados
na terapia, ja que alguns sao importados.

Com o auxilio das técnicas computacionais torna-se possivel identificar e
discernir caracteristicas estruturais do complexo receptor-ligante. Desse modo,
podemos compreender a interacéo do ligante com o receptor.

Esse projeto tem como foco o estudo de compostos que possam inibir a
enzima TR, visto que essa proteina tem uma estrutura muito flexivel e é crucial
para ciclo do HIV.

A pesquisa por novos candidatos a farmacos para o HIV-1 é um objetivo
primordial de pesquisa e desenvolvimento (P&D) em centros de pesquisa, bem
como, em Farmanguinhos/Fundacé&o Oswaldo Cruz. Nesse projeto iremos estudar
analogos derivados de dois compostos ja existentes no mercado: Lamivudina e
Abacavir. E importante destacar que ndo existe até o momento na base de dados
Protein Data Bank (PDB) (Berman 2000) nenhuma estrutura cristalogréfica do
Abacavir e/ou da Lamivudina em complexo com a TR.

A colaboracdo com o laboratério de sintese de Farmanguinhos abre
perspectivas promissoras para a identificacdo de novos compostos prototipos que
possam ser utilizados como base para o desenvolvimento de novos farmacos

para o tratamento quimioterapico da AIDS.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O foco principal desse projeto de dissertacdo € compreender 0s possiveis
modos de ligacdo de uma série de ligantes analogos aos farmacos abacavir e

lamivudina no sitio ativo da TR.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar as poses dos ligantes da lamivudina e do abacavir e

analogos no sitio ativo da TR.

e Analisar as caracteristicas fisico-quimicas e possiveis graus de

toxicidade dos compostos prototipos.

¢ Analisar a estabilidade termodinamica e energética da lamivudina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Docking Molecular

A metodologia de Docking Molecular foi aplicada para predizer a interacao
de possiveis ligantes com a TR. Nesse caso, foi utilizado o programa Glide
(Friesner et al. 2004, Halgren 2004, Friesner et al. 2006, Kroemer 2007) para as

simulagdes.

O programa Glide empregado na realizacdo do docking foi fundamental
para a TR, dado que trata-se de uma enzima com alto grau de flexibilidade. O
programa Glide disponibiliza varias op¢fes de docking de maneira eficaz e possui
um algoritmo préprio, sendo uma combinacdo de Monte Carlo e um algoritmo de
incremento (Friesner et al. 2004, Halgren 2004, Friesner et al. 2006, Kroemer
2007).

O programa apresenta uma funcao de pontuagéo chamada de soft docking,
utilizada pelo um algoritmo, permitindo a flexibilidade do ligante e mantendo o
receptor rigido (Alonso 2006). O encaixe do ligante no sitio do receptor € avaliado
por intermédio de interacdes interatbmicas de van der Waals, aumentando a

eficacia computacional (Sheng-You 2010).

No calculo das poses dos ligantes, o programa oferece dois tipos de
precisao: SP (standard precision) que informa os possiveis encaixes do ligante no
sitio da proteina e XP (extra precision) que refina esses encaixes, diminuindo a
proporcao dos falsos-positivos (Cross et al. 2009). O programa Glide esta incluido
no programa Maestro (A powerful, all-purpose molecular modeling environment)
que é uma interface grafica que contém varios programas para a visualizacéo,

manejo e elaboracéo de estruturas quimicas (Maestro 2012).
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3.1.1. Preparacéo do receptor

A TR foi obtida do banco de dados PDB (PDB ID 1T05) (Tuske et al. 2004)
e preparada no médulo Protein Preparation Wizard (Maestro 2012) do Maestro,
que € aplicado para otimizar a estrutura da proteina, cujo pH foi de 7,0. Com a
integracao do programa Epik (Shelley et al. 2007), foram analisados os estados
de ligacdo com o fon de magnésio (Mg*™), que s&o possiveis estados de ligacdo
com o ligante. A partir da andlise dos estados foi escolhido aquele com menor
penalidade energética para compensar as ligacbes de hidrogénio formadas
(Maestro 2012).

Essa preparacdo foi feita empregando o campo de forca Optimized
Potential for Liquid Simulations (OPLS2005) (Jorgensen 1988, Jorgensen 1996,
Jorgensen 2005) e com uma minimiza¢do de convergéncia de atomos pesados
para valores de root-mean-square deviation (RMSD) menores que 1A (Friesner,
Banks et al. 2004, Halgren, Murphy et al. 2004, Friesner, Murphy et al. 2006).

3.1.2. Preparacédo dos ligantes

Nesse estudo, as moléculas do Abacavir e da Lamivudina e seus respectivos
analogos foram desenhadas no programa Avogadro (Hanwell, Curtis et al. 2012)

para serem dockadas no sitio nucleosidico da TR.

A preparacdo dos compostos (1) Abacavir (ABC), (2) ABC-benzeno, (3)
ABC-cloro, (4) ABC-metila, (5) Lamivudina (3TC), (6) 3TC-benzeno, (7) 3TC-cloro,
(8) 3TC-metila foi realizada no programa LigPrep do Maestro, que € designado

para corrigir e otimizar a estrutura do ligante, permitindo total flexibilidade (Figuras
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10 e 11) (Sundquist 2012). As estruturas dos compostos docados no sitio da TR
foram cedidas pelo laborat6rio de Sintese organica de Farmanguinhos.
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Figura 10: Estruturas do ABC e seus derivados andlogos, cedidos por Farmanguinhos,
indicando as tor¢des. O radical R é a cadeia trifosfatidica.
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Figura 11: Estruturas do 3TC e seus derivados anélogos, cedidos por Farmanguinhos,
indicando as torc@es. O radical R é a cadeia trifosfatidica.

3.1.3. Grade de simulacao

A grade de simulacéo foi gerada selecionando como centro dela, o centro
geométrico da molécula de Tenofovir, que € o ligante co-cristalizado na estrutura
de referéncia. O programa determina o tamanho da caixa de forma que todos os
atomos do ligante e do sitio ativo fiquem incluidos (Figura 12). As dimensdes X, y

e z da caixa foram de 10A e o espacamento da malha foi de 0.25A.

A grade ainda permite possiveis restricbes de atomos, ions ou regides
hidrofébicas (Friesner et al. 2004, Halgren 2004, Friesner et al. 2006, Kroemer
2007). Foi utilizado de uma restricdo do fon de Magnésio (Mg*?) em uma das

simulacdes efetuadas com uma distancia de até 3.0A do jon de magnésio.
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3.1.4. Docking

3.1.4.1. Redocking

Antes de iniciar as simulacbes de docking, foi realizado o redocking
(Friesner et al. 2004) do Tenofovir (TNV) com a estrutura da TR, sob o cddigo
1TO5 (Tuske et al. 2004) do PDB. Para verificar se a melhor solucao do ligante ira
se ligar na mesma conformacao no sitio ativo conforme se encontra na estrutura
cristalogréfica. Essa comparacdo € baseada pelo RMSD, confirmando assim a
precisado do programa utilizado.
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O redocking, que € um protocolo de validacdo da eficiéncia do algoritmo
do docking, € baseado na retirada do ligante do sitio ou local ao qual se interage

para recoloca-lo realizando a simulacéo de docking.

3.1.4.2. Cross-docking

O cross-docking (Friesner et al. 2004) é baseado na retirada de um ligante
de uma estrutura cristalografica para testa-lo em outra estrutura cristalogréafica

equivalente, diferente da original onde o ligante foi cristalizado.

Foi empregado o cross-docking na andlise da estrutura da zidovudina
(AZT) em complexo com a TR no sitio nucleosidico (cédigo PDB ID 3V4l)
(Martinez et al. 2012). Foi observado a semelhancga estrutural da lamivudina com
a estrutura do AZT, que também apresenta na sua composicdo a cadeia
trifosfatidica (TP) aderida ao grupo hidroxila na posicdo 3’ do anel oxatiolano.
Assim, foi realizado o cross-docking utilizando a molécula AZT na estrutura da TR
(1TO5) com o objetivo de verificar se o AZT ira ter o modo de ligacdo parecido

conforme o TNV se liga no sitio.

3.1.4.3. Simulagdes de Docking

As simulacdes de docking foram realizadas de acordo com trés

procedimentos:
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i) Sem a inclusédo da cadeia TP nos compostos (1) e (5) e nem em seus
analogos. Os resultados dessa simulacdo foram comparados com o modo de
ligagéo do ligante TNV.

A energia de interacdo receptor-ligante foi determinada através do valor de
Emodel e do Glidescore. O Emodel promove uma estimativa da energia
conformacional do ligante, por meio de uma combinacdo do Glidescore, energia
de interacdo van der Waals (vdW) e energia interna. A funcdo de Glidescore é
uma funcédo de pontuacdo empirica que consiste na combinacdo de um conjunto
de termos eletrostaticos, de van der waals, dentre outros, ideal para ranquear
ligantes diferentes. (Friesner et al. 2004, Halgren, Murphy et al. 2004, Friesner et
al. 2006)

i) Adicdo de uma cadeia de trifosfato as moléculas lamivudina e abacavir e
todos os analogos derivados. Nas poses obtidas pelo docking, foi calculado o

valor de RMSD da cadeia trifosfato da cada analogo com a cadeia TP do TNV.

iii) Restricdo de distancia do fon Magnésio (Mg*®) com os atomos de
oxigénio da cadeia TP, visto que é uma ligacao eletrostatica importante para o
modo de ligacdo da TR. Essa abordagem foi baseada na observacdo das
estruturas experimentais do banco de dados PDB, como o 1T05 (Tuske et al.
2004), 1TO3 (Tuske et al. 2004) e 3Vv4l ( Martinez et al. 2012).

Com as simulacées de docking, foi possivel discernir quais foram os
melhores ligantes de acordo com os parametros de XPscore, RMSD da cadeia TP
e a andlise da pose do composto.

3.2. Predicao de propriedades ADME-Tox

Com base nas predicdes realizadas pelo docking, foi feita a predicdo de
propriedades ADME-Tox. Nesse procedimento foram utilizados programas e
servidores disponiveis na web que predizem os parametros fisico-quimicos do
ligante e alguns ainda, predizem a possivel toxicidade que o ligante possa
apresentar. Assim, os servidores utilizados foram: OSIRIS Property Explorer
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(Portal), Molinspiration (Cheminformatics 2002), SuperPred (Nickel et al. 2014),
ProTox (Drwal et al. 2014), Mcule (Kiss 2012) e Chemicalize (ChemAxon |,
Southan 2013).

Todos os servidores foram empregados utilizando os parametros na forma

padronizada definidos pelo servidor (default).

3.3.Parametrizacéo do ligante 3TC (Lamivudina)

Inicialmente, as cargas atdmicas foram calculadas pelo servidor

Paramchem, disponivel no site: http://www.paramchem.org (ParamChem),

empregando o campo de forca CHARMM General Force Field (CGenFF)
(Vanommeslaeghe et al. 2010, Yu 2012).

O carregamento dos compostos pode ser em formato mol2 ou pdb, ao
fazer o upload o servidor reporta um arquivo com extensao str, onde constam
todos os &tomos do composto numerados, a carga de cada um, as ligacbes entre
0s atomos, os angulos planos, os angulos diedrais e os angulos improprios. Esse
arquivo str ainda monstra as penalidades de cada atomo e dos angulos diedrais
(ParamChem) outorgadas em funcdo de parametrizacbes de compostos

conhecidos.

Para corrigir essas penalidades identificadas pelo Paramchem foi utilizada
a ferramenta Force Field Toolkit (ffTK) (Mayne et al. 2013), incluida no programa
Visual molecular dynamics (VMD), disponivel no site
http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/ (VMD , Humphrey 1996). Essa ferramenta

possibilita a parametrizacdo de ligantes passo a passo e tem a incorporacao do
programa Gaussian09 (Frisch et al. 2009) que avalia a estrutura eletrénica do
composto, além de outras funcionalidades. As simulac¢des realizadas no programa
Gaussian09 foram executadas no Nucleo de Computacdo Cientifica da
Universidade Estadual Paulista (http://www.unesp.br/portal#!/gridunesp).

60


http://www.paramchem.org/
http://www.unesp.br/portal#!/gridunesp

A parametrizacao € realizada em etapas, onde cada uma delas consiste na
otimizacdo de um parametro. Assim, a parametrizacdo € iniciada com a
preparacdo de sistema, gerando o arquivo com extensdo psf contendo a
descricdo das interacfes ligadas e nao ligadas das moléculas, depois com a
otimizacao da interagcdo com a agua, otimizacdo das cargas a partir de interacdes
com a agua e por fim, a otimizacédo dos angulos diedrais (Figura 13) (Mayne et al.
2013). O arquivo pdb do composto foi gerado pelo Avogadro (Hanwell et al. 2012).
Ele contém as coordenadas X, y e z de todos os atomos do composto.

A geracéo do arquivo psf foi feita no VMD com a ferramenta Automatic PSF
Builder a partir dos arquivos pdb, str do composto e o arquivo do campo de forca
para os ligantes par_all36_cgenff.prm. Esse arquivo contém cargas de todos os
atomos, as ligacbes entre os atomos, os angulos, os angulos diedrais e os

angulos impréprios (VMD , Humphrey 1996).

[ Geracdao dos arquivos str e psf ]

@

Otimizacdo da interacdo com a agua

et

Otimizacao das cargas

. 4

Varredura de tor¢cbes

et

Otimizacéo dos angulos diedrais

Figura 13: Fluxograma do processo de parametrizacéo.

A otimizacdo da interacdo com a agua, avalia perfis de cargas parciais dos
atomos que interagem com a agua do tipo Transferable Intermolecular Potentials
3 (TIP3P) (Jorgensen et al. 1983). Nessa etapa, 0 composto € exposto a agua e
0S atomos que interagem com a mesma séo classificados como doadores ou
aceptores, formando ligacdes de hidrogénio (Mayne et al. 2013).

Em seguida, é estabelecida a otimizacdo de grupos de carga, em que é
atribuida uma carga inicial e um limite de valores que a carga desses atomos

deve apresentar. O ffTK permite ao usuario que altere os valores da carga inicial e
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do limite de variacdo. A atribuicdo dessas cargas se realiza a partir de uma base
de conectividades que identifica o grupo de atomos semelhantes e atribui valores
a esses atomos a cada passo gerado, gerando finalmente um novo arquivo psf
modificado do composto (Mayne et al. 2013).

Posteriormente, ocorre a otimizacdo dos angulos diedrais, os angulos
diedrais sdo determinados e otimizados a partir do conjunto MP2/6-31G(d)
compativel com o campo de forca CHARMM, utilizando o algoritmo Simulated
annealing. Para a parametrizagdo de cada diedro sdo necessarios dois arquivos
de entrada pro Gaussian (Frisch et al. 2009) em formato gau, no primeiro deles se
faz uma varredura no sentido positivo do angulo e no outro no sentido negativo
para que assim, a ferramenta seja capaz de explorar conformacdes entre valores
extremos previamente definidos (Mayne et al. 2013).

Vale lembrar que um angulo diedral é formado por quatro atomos ligados.
Apoés o calculo de energia do diedro escaneado, as ligacdes entre os atomos
envolvidos séo ajustadas de forma que ndo se altere a otimizagcdo dos diedrais
(Mayne et al. 2013).

3.4. Dinamica Molecular

A DM foi utilizada para avaliar propriedades dinamicas e termodinamicas
do sistema complexo receptor-ligante. Para tal, empregamos o programa NAMD
(Namd : Phillips et al. 2005), disponivel no site

http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/, por realizar simulacées em sistemas que

apresentam um grande nimero de atomos (Phillips et al. 2005). E necessario a
preparacao do sistema antes de realizarmos a simulacdo de dinamica molecular.
O complexo receptor-ligante foi solvatado com o tipo de agua TIP3P
(Jorgensen et al. 1983) numa caixa de simulacao triclinica. Em seguida, foi feita a
ionizacdo do sistema, na qual sdo adicionados contraions para neutralizar o
sistema e evitar artefatos computacionais no calculo das interacdes eletrostaticas

levadas em conta pelo método de Particle mesh Ewald (PME) (Darden 1993). No
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nosso caso particular, foram adicionados 10 ions de cloro (CI) e 1 ion de
magnésio (Mg*?). A distancia entre o soluto e fons de CI foi de 8 A.

As simulagbes de DM foram realizadas com o campo de forca CHARMM
(Vanommeslaeghe et al. 2010) e o sistema apresenta em torno de 131.000
atomos.

As equacdes de movimento foram integradas utilizando o algoritmo de
Verlet com velocidades, usando um passo de integracao de 2 fs, completando um
tempo total de simulacéo de 37 nanossegundos (ns).

As simulacdes foram realizadas no conjunto estatistico de Gibbs, a
temperatura de 310 K e presséo de 1 atm, usando os algoritmos da dinamica de
Langevin e o Pistdo de Langevin para o controle da pressdo. Condi¢des
periodicas de contorno foram aplicadas para evitar efeitos de superficie.

Posteriormente, foi realizada a minimizacdo do sistema que ¢€
compreendida pela alteracdo da conformacdo da molécula de forma que esse
ajuste a disponha numa conformacdo de menor energia. Essa minimizagéo foi
realizada num tempo de 50000 passos, aplicando o algoritmo de steepest descent
e com uma restricdo dos atomos de carbonos alfa da proteina aplicando uma
forca harmoénica restitutiva de constante de forca de 1 kcal/mol/A?.

A fase de equilibracdo do sistema foi realizada durante 250ns. As
configuracbes foram salvas cada 2,5 ns para analise das propriedades
termodinamicas e estruturais.

Os parametros da minimizacgéo, equilibracdo e da dinamica sdo mostrados

No anexo A.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Docking Molecular
4.1.1. Redocking

4.1.1.1. Redocking do Tenofovir

O resultado do redocking, utilizado para validar a eficiéncia do algoritmo de
docagem foi realizada com o programa Glide, no qual efetuamos o docking do
proprio ligante, TNV na estrutura 1T05. A comparacao do posicionamento do TNV
cristalografico com o TNV redocado, confirma a precisdo do Glide, visto que a
pose gerada pelo redocking apresenta um RMSD de 0.8A quando comparado
com o TNV cristalografico (Figura 14). As interacdes entre o TNV cristalogréafico e
o TNV redocado apresentam interacdes conservadas com o0s residuos Arg72,

Lys65 e com o fon Mg*?, conforme mostrado na figura 15.

Figura 14: Visualizacdo do redocking do TNV. Em verde, TNV do PDB 1T05 e em azul,
pose do TNV redocado. A pose redocada apresenta um valor de RMSD de 0.8 A.
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Figura 15: (a) Mapa de interacao do TNV cristalografico e (b) mapa de interacdo do TNV

redocado, confeccionados pelo programa Maestro.

41.1.2.

Redocking da Zidovudina

Realizamos o0 redocking da Zidovudina (AZT) utilizando a estrutura 3V4l (

Martinez et al. 2012). A comparacdo do posicionamento do AZT cristalografico com o

AZT redocado, confirma também a precisdo do Glide, visto que a pose gerada pelo

redocking apresenta um RMSD de 1.4 A quando comparado com o AZT cristalografico

(Figura 16). As interacdes entre o AZT cristalografico e 0 AZT redocado apresentam

interacbes conservadas com os residuos Lys65, Tyrl15, Lys219 e com o fon Mg*?,

conforme mostrado na figura 17.
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Figura 16: Visualizacao do redocking do AZT. Em verde, AZT do PDB 3V4l e em azul, pose
do TNV redocado. A pose redocada apresenta um valor de RMSD de 1.4 A.
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4.1.2. Cross-Docking

Posteriormente, foi realizado o protocolo de cross-docking com o AZT na
estrutura do 1TO05. Esse protocolo confirmou o modo de ligacdo do AZT no sitio da
polimerase, uma vez que o AZT e o TNV possuem estruturas similares e uma cadeia
trifosfatidica. A pose gerada pelo cross-docking obteve um RMSD da cadeia

trifosfatidica entre 0 TNV e 0 AZT de 1.9 A, conforme mostrado na figura 18.

Afim de verificar as interagbes semelhantes de ambos os compostos no sitio
ativo da TR, foram analisados as interacbes do AZT e do TNV. As interacOes
equivalentes dos compostos sdo com os aminoacidos Arg72, Aspl13, Lys219 e com o
fon Mg*, mostrado na Figura 19. Ainda assim, a estrutura do ligante AZT
cristalogréafico foi alinhado com o AZT docado na 1T05, obtendo um RMSD de 4.5 A,

representado na Figura 20.

Figura 18: Pose do AZT (Amarelo) e do TNV (verde), ambos na estrutura 1T05 com um RMSD
de 1.9 A.
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Figura 20: Alinhamento do AZT cristalografico (PDB ID 3V4l) (Das, Martinez et al. 2012),
destacado em azul e do AZT docado na 1T05, destacado em amarelo com um RMSD dos
ligantes de 4.5 A.

4.1.3. Simulagdes de Docking

O estado de ligacdo do Mg*™ escolhido por apresentar menor penalidade
energética foi de 0.19 Kcal/mol. A preparacdo da proteina foi feita com uma
minimizac&o de convergéncia de atomos pesados a um valor de RSMD de 0.90 A. As

simulagdes foram realizadas utilizando o XPscore.

Os resultados do primeiro procedimento sem a cadeia TP ndo foram favoraveis,
em comparacdo com os do segundo procedimento de docking, considerando o
parametro Emodel, pois no primeiro procedimento o parametro de Emodel se manteve
acima de -100 kcal/mol, atingindo valores altos. Porém, no segundo procedimento o
parametro de Emodel alcangou valores muito abaixo de -100 kcal/mol, em torno de -
120 a -165 kcal/mol.

A tabela 4 apresenta os valores dos parametros de saida do programa Glide do

primeiro procedimento (sem a cadeia TP) referentes aos 8 compostos. Também
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constam os parametros Gscore, Emodel, Ligacdo de hidrogénio e interacbes de van
der Waals.

O composto 3 apresentou o menor valor de XPscore e de Emodel em
comparacao com 0s outros compostos. A Figura 21 demonstra o0 modo de ligacao da
melhor pose do composto 3 comparado com o TNV cristalografico, com um valor de
XPscore -7.49 e de Emodel de -94.5 kcal/mol. A Figura 22 mostra 0 mapa de
interacbes do composto 3 com os aminoacidos do sitio ativo da TR. O composto 3

realiza interacdes com os seguintes aminoacidos Arg72 e Gly152, além do fon Mg*2.

Todos os compostos analisados realizam interacdes fon-dipolo com o ion Mg*2.
Alguns compostos realizam interacdo TT-cation com o aminoacido Arg72. Estes dados

encontram-se no anexo B.

Tabela 4. Classificacdo dos compostos de acordo com os parametros de saida do
programa Glide.

Compostos XPscore Emodel Ligagcédo de vdW (kcal/mol)
(kcal/mol) hidrogénio
(kcal/maol)
1 -5,67 -45,8 -0,4 -22,8
2 -7,28 -84,2 -0,8 -40,9
3 -7,49 -94,5* -0,6 -40,0
4 -7,38 -84,3 -0,9 -43,4
5 -5,37 -46,3 -0,9 -19,4
6 -5,12 -72,8 -1,3 -30,4
7 -7,33 -85,0 -1,5 -29,6
8 -7,25 -79,5 -1,5 -28,9

*Composto que apresentou menor valor de XPscore.
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Figura 21: Representacdo da comparacdo do composto 3 (cinza) comparado com o TNV
cristalografico (verde).
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Figura 22: Mapa de interagdo do composto 3 no sitio da TR.
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No segundo procedimento, com a adi¢cado da cadeia TP, foi possivel observar um
consideravel decréscimo dos valores de Emodel e Gscore, bem como uma melhoria
nas poses dos analogos, quanto a sobreposicao aos anéis purinicos e pirimidinicos em
relagdo ao primeiro procedimento, mostrado na tabela 5. Nessa tabela s&o
apresentados os seguintes parametros de saida do programa Glide: Emodel, RMSD da
cadeia TP, Ligacdo de Hidrogénio e InteragOes de van der Waals.

Dentre os compostos avaliados, o composto 1 (ABC), foi o composto que
apresentou menor valor de RMSD da cadeia TP. A Figura 23 mostra a pose do
composto 1 em comparacdo com o TNV cristalografico que apresenta um valor do
parametro de Emodel de -134.1Kcal/mol e um RMSD de 0.657A da cadeia TP

comparando com a cadeia TP do TNV.

Segundo o parametro de Emodel, os melhores compostos foram o 3 e 0 6,
derivados do ABC e do 3TC, respectivamente. A Figura 24 mostra a comparagcao da
melhor pose da cadeia TP do composto 3 de (Emodel de -163.3 Kcal/mol e um RMSD
de 0.669A) com a cadeia TP do TNV. A comparacdo da melhor pose da cadeia TP do
composto 6 de (Emodel de -163.2 Kcal/mol e um RMSD de 2.843A) com a cadeia TP
do TNV é mostrada na figura 27.

As Figuras 25 e 26 apresentam os mapas de interacdes dos compostos 3 e 6 de
acordo com o menor valor de Emodel. Os dois compostos apresentam interacdo de
ligacdo de hidrogénio com as cadeias laterais dos residuos, Arg72, Lys219, e realiza
interacdo de ligacdo de hidrogénio com a cadeia principal do residuo Asp113 e com o

fon Mg*2.

Os mapas de interacdes dos outros compostos sdo mostrados no anexo C. Vale
ressaltar que todos os compostos desse procedimento efetuaram interacdo de ligacao
de hidrogénio com a cadeia lateral do residuo Arg72 e com o fon Mg*?, mas no
composto 4 a Arg72 estabeleceu também interacdo 1r-cation com o anel imidazdlico do

composto.

Como a cadeia TP foi adicionada aos compostos, foram analisadas as
interacdes que o AZT realiza no sitio da TR com o intuito de comparar se ha interagdes
conservadas. A figura 28 apresenta as interacdes do composto 5 (3TC) e do AZT, dado
gue suas estruturas séo similares. De acordo com esta andlise, foram constatadas que
algumas interacdes sao conservadas em relacdo aos dois compostos, pois realizaram
interacdo de ligagcdo de hidrogénio com as cadeias laterais dos seguintes residuos:
Arg72, Lys65 e Lys2109.
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Tabela 5. Relagcdo dos compostos de acordo com os parametros de saida do
programa Glide.

Compostos XPscore Emodel RMSD (A) Ligacéo de vdW
(kcal/mol) Hidrogénio (A)  (kcal/mol)
1 -10,09 -134,1  0,657* -3,3 -27,3
2 -10,68 -154,8 3,136 -3,0 -43,6
3 -10,84 -163,3  0,669* -3,4 -43,6
4 -9,35 -155,5 2,742 -2,6 -27,2
5 -9,13 -128,9 2,631 -3,3 -45,2
6 -9,69 -163,2 2,843 -3,1 -36,0
7 -8,78 -158,0 2,454 -3,4 -37,2
8 -8,52 -152,3 2,194 -3,1 -36,7

*Compostos que apresentaram menores valores de RMSD.

Figura 23: Representacdo da comparacdo do composto 1 - ABC (azul) com a cadeia TP com o
TNV (verde) apresentando um valor RMSD de 0.657A.
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Figura 24: Representagdo da comparagdo do composto 3 (azul) com a cadeia TP com o TNV
(verde), apresentando um valor de RMSD de 0.669A.
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Figura 26: Representagdo da comparagdo com a pose do composto 6 (azul) com o TNV
(verde). A pose apresenta um valor de Emodel de -163.2 kcal/mol.
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Figura 28: Representacdes das interacdes com 0os aminoacidos. As interacdes foram
calculadas usando um cut-off de 5 A do (a) Composto 5 (3TC) e do (b) AZT.

Na realizacdo do terceiro procedimento, que foi feita uma restricdo de

distancia do fon de Mg*?, os resultados ndo apresentaram diferencas significativas

com aqueles obtidos no segundo procedimento. Nao foi observado um diferencial

expressivo nos valores do parametro Emodel, permanecendo de -128.1 a -147.6

kcal/mol; no segundo procedimento o parametro Emodel alcancou valores em torno

de -134.1 a -163.3 kcal/mol. Na tabela 6 se destacam os valores de saida do

programa Glide. Nela, constam os valores de Emodel, RMSD da cadeia TP, Ligagao

de Hidrogénio e Interacdes de van der Waals.

Cabe destacar que o composto 5 obteve um RMSD da cadeia TP de 0.706A e o

menor valor de Emodel -127.9 kcal/mol dentre as poses geradas, diferente do segundo

procedimento que obteve um RMSD de 2.631A.
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Quanto ao valor de Emodel, o segundo procedimento foi melhor por
evidenciar um valor de -128.9 kcal/mol, enquanto no terceiro procedimento
apresentou um valor de -127.9 kcal/mol, que é uma diferenca pouco significativa.
Porém, a pose do segundo procedimento mostrou uma melhor sobreposi¢éo do anel
pirimidinico do composto 5 (3TC) ao anel purinico do TNV do que a pose do terceiro
procedimento, que mostrou ter o anel pirimidinico do composto 5 (3TC) menos
sobreposto ao anel purinico do TNV, representado na Figura 29. Os mapas de

interagdes dos compostos sdo mostrados no anexo D.

Tabela 6. Relagcdo dos compostos de acordo com os parametros de saida do
programa Glide.

Compostos Emodel RMSD (A) .Ligagao. de vdw
(kcal/mol) Hidrogénio (A) (kcal/mol)
1 -128,1 1,933 -3,3 -28,6
2 -132,2 1,933 -3,3 -30,0
3 -147,6 2,120 -2,7 -37,0
4 -146,6 3,339 -2,4 -30,9
5 -127,9 0,706* -3,3 -26,5
6 -146,8 2,198 -2,9 -40,9
7 -141,8 2,272 -3,0 -41,3
8 -145,1 2,379 -3,3 -28,4

* Composto que apresentou menor valor de RMSD.

Figura 29: Representacdes do composto 5 (cinza) comparando com o TNV (verde), (a) Pose
do terceiro procedimento, (b) Pose do segundo procedimento.
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Dos procedimentos realizados, € possivel concluir que os resultados obtidos
com os analogos fosfatados foram os mais favoraveis, pois apresentaram valores de
energia e scores menores, além de baixos valores de RMSD com a cadeia TP do TNV.
De acordo com o resultado do docking, podemos classificar o composto 3 (ABC-cloro)
como o melhor ligante, seguido dos compostos 8, 7, 4, 6 e 2.

Vale ressaltar que o composto 3 apresenta um RMSD da cadeia TP de 0.669A e
interacdes conservadas com aminodacidos, tais como a Arg72, Lys65, Asp113, Alall4 e
Lys219; além do Magnésio 600, quando comparado com o composto 1 (ABC). Quando
comparamos com o composto 5 (3TC) e com o TNV, observa-se que as interacdes
conservadas sao somente com a Arg72, Lys65, Lys219 e Magnésio 600.

O ciclopropril em ambos compostos estd exposto ao solvente e estabeleceu
interacdes hidrofébicas com os aminoacidos lle63 e Phe61. Os atomos de flior tém um
papel importante na estrutura do composto por ser um elemento eletronegativo e
ocasionam uma interacdo de dipolo-dipolo com o amino&cido Gly152. O fon Mg*? faz
interagbes com diferentes oxigénios da cadeia TP em ambos compostos, confirmando
o papel crucial que a cadeia TP desempenha na fixacdo do ligante no sitio ativo da TR.

Dentre os compostos analisados, os compostos 3 e 6 obtiveram os melhores

resultados.

4.2. Predicao de propriedades ADME-Tox

Os estudos de ADME-Tox foram realizados com o composto 1 (ABC), composto
5 (3TC) e seus respectivos melhores compostos derivados sinalizados pelo docking

para avaliar possiveis graus de toxicidade e as caracteristicas fisico-quimicas.
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4.2.1. Osiris Property Explorer

Os resultados obtidos pelo programa OSIRIS constam na tabela 7. Nela, sédo
mostrados os resultados de cLogP, Solubilidade, Peso molecular, Druglikeness e Drug-
Score para 0s compostos-prototipos. Destaca-se 0 composto 6 que apresenta um peso
molecular de 440,0 Da e um cLogP de 1,35 quando comparado com o composto 3, que

apresenta um peso molecular de 533,9 Da e um cLogP de 2,11.

O risco toxicolégico foi analisado, indicando por meio de cores se 0 composto €
mutagénico, tumorigénico, irritante ou reprodutivo eficaz (tabela 8). Destacam-se o
composto 1 (ABC) e o composto 3, que sinalizaram alto risco de efeito irritante. No
entanto, o composto 5 (3TC) e o composto 6 sinalizaram um alto risco de

mutagenicidade e o 3TC sinalizou também risco médio de reproducéao eficaz.

O melhor ligante de acordo com o OSIRIS foi 0 composto 3 por apresentar um
cLogP de 2,11, sendo mais hidrofilico. O pardmetro de solubilidade desse composto
foi satisfatério, pois expressa um valor de -3,85 mol/L, o que contribui para uma boa
absorcdo desse composto. Esse ligante expressa também um valor de Drug-score de
0,18, que € uma combinacdo dos outros parametros com possiveis riscos de

toxicidade.

Logo, deve-se considerar a possibilidade do composto 3 a se tornar um

farmaco, apesar de expressar um alto risco de efeito irritante.

Tabela 7. Relacdo dos compostos-protétipos de acordo com o0s parametros do
OSIRIS.

Peso
ili Peso Drug-
Compostos clLogP Solubilidade Druglikeness J molecular
(LogS) Molecular Score L
(Referéncia)
1 (ABC) -0,34 -1,6 299,0 -1,91 0,32 286,3
3 2,11 -3,85 533,9 -14,35 0,18 533,9
5 (3TC) -0,95 -1,36 229,0 -2,34 0,25 229,2
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6 1,35 -2,68 440,0 -11,74 0,24 440,4

LogP= coeficiente de particdo (n-octanol/agua); Druglikeness= droga-semelhanca; Drug-
score= pontuacao de drogas; ChemCalc foi usado como peso molecular de referéncia.

Tabela 8. Relagdo dos compostos-protétipos segundo o risco toxicologico.

Compostos Mutagénico Tumorigénico Irritante Reprodutivo Eficaz

1 (ABC)
3

5 (3TC)

Verde= baixo risco; amarelo= médio risco; vermelho= alto risco.

4.2.2. Molinspiration Property Calculator

Os resultados do programa Molinspiration quanto as caracteristicas fisico-
quimicas sdo apresentados na tabela 9, constando os parametros miLogP, TPSA, peso
molecular, volume do composto, nimero de aceitadores de ligagdo de hidrogénio
(nON) e numero de doadores de ligacdo de hidrogénio (nOHNH). Os compostos
avaliados nao infringiram a regra de Lipinski, com excecédo do composto 3 que tem um
peso molecular de 533.9 Da.

A bioatividade dos compostos-protoétipos contra os alvos moleculares comuns é
apresentada na tabela 10. S&o eles: ligantes de GPRCs, moduladores de canais
idnicos, inibidores de quinases, ligantes de receptores nucleares, inibidores de
protease e inibidores de enzimas. Dos compostos testados, todos apresentaram uma
boa bioatividade. Destaca-se o composto 6 que apresentou uma atividade para os
alvos, dado que apresenta valores positivos, exceto para moduladores de canais
ibnicos e ligantes de receptores nucleares.
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Com isso, o melhor ligante segundo o programa Molinspiration € o composto 6
por apresentar um valor de score para inibidor de enzima de 0.33, apresentando assim
maior atividade contra esse alvo, o que é satisfatério. Vale lembrar que o foco desse

projeto é a busca por possiveis novos inibidores contra a TR.

Tabela 9. Relacdo dos compostos de acordo as caracteristicas fisico-quimicas do
programa Molinspiration.

Peso Peso
_ TPSA Volume
Compostos miLogP A2 Molecular A3 NON nOHNH  molecular
(Da) (Referéncia)
1 (ABC) -0,13 100,49 288,3 262,0 7 5 286,3
3 1,63 132,66 533,9 4413 10 5 533,9
5 (3TC) -1,08 90,38 229,2 187,0 6 3 229,2
6 0,01 122,5 440,4 352,8 9 3 440,4

miLogP= coeficiente de particdo (n-octanol/agua); TPSA= area de superficie polar topoldgica;
NON= numero de aceitadores de ligacdo de hidrogénio; nOHNH= numero de doadores de
ligagéo de hidrogénio; ChemcCalc foi usado como peso molecular de referéncia.

Tabela 10. Relacdo dos compostos de acordo com o score de bioatividade do
programa Molinspiration.

Moduladores Inibidores  Ligantes de Inibidores Inibidores

Ligantes _
Compostos de canais de receptores de de
de GPCRs o _ _
idbnicos quinases nucleares Protease enzimas
1 (ABC) 0,56 -0,11 -0,02 -0,55 0,24 0,79
3 0,32 -0,33 -0,09 -0,37 0,15 0,13
5 (3TC) 0,16 -0,31 -0,08 -1,24 -0,28 0,85
6 0,23 -0,27 0,04 -0,29 0,11 0,33
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4.2.3. Superpred Web Server

Os resultados do Superpred quanto as propriedades fisico-quimicas, baseada
na regra dos cinco de Lipinski, se encontram na tabela 11. Nela se destacam os
valores dos parametros xLogP, peso molecular, TPSA, nimero de aceptores de ligacéo
de hidrogénio (nON) e numero de doadores de ligacdo de hidrogénio (NnOHNH). A
tabela 12 apresenta a predi¢cdo de acuracia ATC e a que grupo pertence 0 composto.
Com base nos resultados, € possivel identificar o composto 6 como o melhor ligante,

pois seus valores se enquadram quanto a regra de Lipinski.

Tabela 11. Relacdo dos compostos de acordo com as propriedades fisico-
guimicas do servidor Superpred.

Peso . Peso
TPSA Ligacdes Carga
Compostos xLogP Molecular ) nON nOHNH , , molecular
(A% rotacionais  total

(Da) (Referéncia)
1 (ABC) 1,29 288,3 100,4 4 4 4 0 286,3
3 3,60 533,9 132,6 8 5 10 0 533,9
5 (3TC) -0,01 229,2 115,6 4 2 2 0 2292
| 6 1,65 440,4 147.,8 8 3 8 0 | 440,4

xLogP= coeficiente de particdo (n-octanol/agua); TPSA= area de superficie polar topolégica;
NON= numero de aceitadores de ligacdo de hidrogénio; nOHNH= numero de doadores de
ligagéo de hidrogénio; ChemCalc foi usado como peso molecular de referéncia.

Tabela 12. Relacdo dos compostos de acordo com a predicdo de ATC.
Compostos Predicdo de acuracia ATC Grupo ATC

Inibidores nucleosideos da
1 (ABC) 70,59% transcriptase reversa (JO5AF)
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3 25,1 % Compostos arsénicos (P01AR)

5 (3TC) 100% Inibidores nucleosideos da
transcriptase reversa (JO5AF)

Inibidores nucleosideos da
6 70,38% transcriptase reversa (JO5AF)

42.4. ProTox

Os resultados do servidor ProTox se encontram na tabela 13. O composto 6
nao violou a regra de Lipinski, enquanto que 0 composto 3 expressou um peso
molecular maior que 500 Da e o numero de aceitadores de ligagdes de hidrogénio foi
superior a 10. Diante desses resultados, o melhor composto é o composto 6.

A tabela 14 apresenta a predicao da classe de toxicidade e a predicdo de LD50
em roedores por via oral. Os resultados demonstram que o composto 1 (ABC) e 0 3
foram classificados na classe 3 de acordo com o GHS, por apresentarem um valor de
LD50 entre 160 a 180 mg/Kg. Isso significa que estdo mais propensos a causar
toxicidade em roedores. Enquanto que os compostos 5 (3TC) e o 6 foram classificados
na classe 4, por apresentarem um valor de LD50 entre 980 a 1000 mg/Kg, o que indica

gue estdo em condi¢Bes mais favoraveis.

Tabela 13. Relacdo dos compostos quanto as propriedades fisico-quimicas,
segundo o ProTox.

Peso ) - Peso
S Ligacoes Carga
Compostos molecular ) NnON nOHNH _ _ molecular
A rotacionais total _
(Da) (Referéncia)
1 (ABC) 286,3 101,8 6 0 4 0 286,3
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3 531,9 1340 11 0 10 0 533,9

5 (3TC) 2292 1156 5 0 2 0 2292

6 440,4 147,8 10 0 8 0 440,4

TPSA= area de superficie polar topolégica; nON= nimero de aceitadores de ligacao de
hidrogénio; nOHNH= numero de doadores de ligagédo de hidrogénio; ChemCalc foi usado como
peso molecular de referéncia.

Tabela 14. Classificacdo dos compostos de acordo com a predi¢do toxicoldgica.

Predicdo da classe de Predicdo de LD50
Compostos L
toxicidade (mg/KQ)

1 (ABC) 3 160

3 3 175
5 (3TC) 4 980

6 4 1000
4.2.5. Mcule

Os resultados do servidor Mcule seguem na tabela 15, onde se detalham os
valores de LogP, Peso molecular, TPSA, nON, nOHNH e ligacGes rotacionais. Os
compostos 1 (ABC) e 5 (3TC) expressam valores compativeis com a regra de Lipinski.

Foi constatado que o composto 3 viola a regra de Lipinski, pois apresenta um
peso molecular maior que 500 Da. J4 o composto 6 se enquadra na regra de Lipinski, o

gue podemos considerar como o melhor composto.
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Tabelal5. Relacdo dos compostos quanto aos parametros da regra de Lipinski,
segundo o Mcule.

Peso ) o Peso
TPSA Ligacdes
Compostos LogP molecular ) NnON nOHNH ) _ molecular
rotacionais

(Da) (Referéncia)
1 (ABC) 0,44 297,4 98,8 7 7 4 286,3
3 3,60 533,9 132,6 10 5 10 533,9
5(3TC) -0,01 229,2 115,6 6 2 2 229,2
6 1,65 440,4 147,8 9 3 8 440,4

LogP= coeficiente de particdo (n-octanol/agua); TPSA= area de superficie polar topoldgica;
NON= numero de aceitadores de ligacdo de hidrogénio; nOHNH= numero de doadores de
ligagéo de hidrogénio; ChemCalc foi usado como peso molecular de referéncia.

4.2.6. Chemicalize

Os resultados do servidor Chemicalize sdo mostrados na tabela 16 que exibe os
parametros de LogP, Peso molecular, TPSA, Volume do composto e a area de
superficie molecular. Segundo os resultados, observa-se que o composto 6 apresentou
os melhores valores em comparagédo com o composto 3.

A tabela 17 mostra os filtros de biodisponibilidade oral utilizados na P & D de
farmacos e indica se 0 composto se enquadra nesses filtros. Esses filtros indicam se o
composto apresenta uma boa biodisponibilidade oral ou ndo. Os filtros sao: Lipinski,
Veber, Ghose e Muegge, e cada um utiliza um critério de avaliacéo.

Com base nos resultados desse servidor, podemos verificar que o composto 1
(ABC) e 6 se transpassaram os filtros. Porém, o composto 3 nao transpassou o filtro de
Lipinski e o filtro de Ghose, por apresentar um peso molecular superior a 500 Da. O

composto 5 (3TC) também néo transpassou o filtro de Ghose por apresentar um LogP
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abaixo de sua regido, que é de -0.4 a 5.6. Logo, o composto 6 é o melhor composto por

passar a todos os filtros utilizados.

Tabela 16. Relacdo dos compostos de acordo com o Chemicalize.

. Area de
eso
TPSA  Volume superficie Peso
Compostos LogP molecular ) 3 molecular
(A% (A% molecular _
(Da) 5 (Referéncia)
(A%)
1 (ABC) 0,39 286,3 101,8 2495 393,0 286,3
3 1,95 533,9 132,6 436,2 668,3 533,9
5(3TC) -1,10 229,2 88,1 186,1 270,7 229,2
6 0,78 440,4 120,3 353,4 518,1 | 440,4

LogP= coeficiente de particdo (n-octanol/agua); TPSA= area de superficie polar topoldgica;
ChemcCalc foi usado como peso molecular de referéncia.

Tabela 17. Relacdo dos compostos de acordo com os filtros de
biodisponibilidade oral.

Compostos Lipinski Veber Ghose Muegge
1 (ABC) Sim Sim Sim Sim
3 N&o Sim N&o Sim
5 (3TC) Sim Sim Néao Sim
6 Sim Sim Sim Sim

87



4.2.7. Andlise dos programas/servidores de ADME-Tox

Com base nos resultados de todos os programas e servidores utilizados na
predicdo de ADME-Tox, foi possivel constatar que os compostos 3 e 6 obtiveram
resultados equivalentes.

O composto 3 em todos os programas e servidores utilizados foi detectado um
alto peso molecular. Embora isso néo signifique um empecilho, sugere-se como
solu¢cdo uma modificacdo estrutural com a retirada do atomo de cloro para reverter
esse quesito. Porém, o composto 6 apresentou parametros satisfatorios quanto a regra
de Lipinski em todos os programas e servidores.

Sendo assim, o composto 6 possui melhores condigbes de drogabilidade em
relacdo aos outros compostos, apesar de apresentar um alto risco de mutagenicidade,

sugerimos uma modificacdo estrutural no composto.

4.3. Parametrizacdo do 3TC

A parametrizagdo se inicia na geragcdo do arquivo psf pelo programa VMD
usando os arquivos pdb e str. A estrutura da molécula 3TC esta descrita na figura 30

com os nomes dos a&tomos por meio do arquivo psf.
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Figura 30: Estruturas do 3TC, (a) com a representacéo as ligacdes duplas, (b) com a
representacao dos nomes dos atomos.

Para a determinacdo das cargas parciais foi utilizado um procedimento que
envolve a identificacdo de doadores e aceitadores de ligacdo hidrogénio do composto
por meio da participacdo de moléculas de agua do tipo TIP3P. ApGs a obtencdo dos
arquivos de entrada para o programa Gaussian (Frisch et al. 2009), com extenséo gau,
de cada grupo aceitador e doador do composto, foi realizado o calculo desses arquivos
para determinar a energia de interacéo e as distancias otimizadas entre o composto e a
agua.

A partir disso, é possivel observar que a maioria das dguas presentes interage
com a cadeia TP do composto, constatando a formac&o de 16 monoidratos, sendo 13
com os atomos de hidrogénio e 3 com os atomos de oxigénio (Figura 31). Apés esse

procedimento, seguimos para a etapa de otimizacao das cargas.
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Figura 31: Representacdo do composto 3TC interagindo com a agua TIP3P.

A realizacdo da otimizagdo possibilita que a carga inicial dos atomos de
nitrogénio e oxigénio varie entre -1.0 a 0.0, e os carbonos variem entre -1.0 a 1.0. A
tabela 18 detalha os atomos, tipos de &tomos, as cargas iniciais geradas pelo arquivo
psf e as cargas ap0s a otimizacgao.

Vale destacar que os atomos N2, C5, C6, O2, C7, C8 e S obtiveram alteracdo no
valor da carga e estdo destacados na tabela, sendo que a maioria dos atomos que

sofreram alteragéo encontra-se no anel oxatiolano.
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Tabela 18. Relacdo dos atomos do 3TC de acordo com a carga inicial e com a

carga final.
Atomo Tipo de atomo Cargas iniciais Cargas apos a
otimizacao
C1 CG2R62 0,051 0,051
N1 NG2R61 -0,129 -0,129
C2 CG2R63 0,521 0,521
N2 NG2R62 -0,660 -0,872
C3 CG2R64 0,648 0,648
N3 NG2S3 -0,748 -0,748
C4 CG2R62 -0,129 -0,129
H1 HGR62 0,170 0,170
H2 HGR62 0,070 0,070
C5 CG3C5h1 0,107 -0,771
01 OG2D4 -0,490 -0,490
C6 CG3C52 -0,081 0,820
02 0G3C51 -0,413 -0,107
H3 HGA1l 0,090 0,090
C7 CG3C51 0,220 0,497
| C8 CG321 -0,079 -0,830 |
S SG311 -0,204 0,153
H4 HGA1 0,090 0,090
H5 HGA2 0,090 0,090
H6 HGA2 0,090 0,090
03 0G303 -0,618 -0,618
H7 HGA2 0,090 0,090

Depois da geracdo de novo arquivo de topologia psf, podemos dar inicio a
varredura de tor¢des e a otimizacao dos diedrais. Foi feita a varredura de tor¢des do
composto e a otimizacdo dos angulos diedrais identificados. Posteriormente, com o
processamento dos calculos da varredura efetuados, podemos verificar que os angulos
diedrais identificados e otimizados foram do anel oxatiolano (Figura 32). Na tabela 19 é
possivel observar o root-mean-square error de cada diedro otimizado com destaque

para o diedro 2 que obteve o menor valor de RMSE.

91



a) Diedro 1 b) Diedro 2

c) Diedro 3

Figura 32: Representacdes em CPK dos diedros do 3TC.

Tabela 19: Relagdo dos diedros do 3TC com o root-mean-square error
(RMSE).

Diedros RMSE
1 3,907
2 0,130
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3 0,702

Apoés esses procedimentos, temos a parametrizacdo do 3TC finalizada. Esse
procedimento serd repetido para a parametrizacdo de compostos derivados que
possuam esse mesmo arcabouco.

4.4. Dinamica Molecular

4.4.1. Simulagdes de Dinamica Molecular do 3TC

As etapas de DM consistem em minimizacdo, equilibracdo e a producdo de
trajetorias do sistema. Na figura 33 € possivel observar a estrutura do complexo TR
com o 3TC e na figura 34 0 3TC com o fon Mg*? no sitio, indicando a distancia com os
atomos de oxigénio da cadeia TP. As simulac6es foram realizadas em um tempo de 37
ns com restricdo dos carbonos alfa.
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Figura 33: Estrutura do complexo TR- ligante com uma camada de solvatacdo. As outras
aguas do sistema foram omitidas para facilitar a visualizagéo.
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Figura 34: Visualizag8o do 3TC e do ion Mg*? na TR.

4.42. Andalise do RMSD do 3TC

A andlise do RMSD da estrutura do 3TC foi realizada a partir da trajetdria ao
longo do tempo de toda a simulacdo. Foram calculados os valores do RMSD do 3TC
ajustado a posicéo inicial e 0 ndo ajustado. A analise do valor de RMSD ajustado a
posicao inicial providenciou informacédo relevante quanto as mudancas conformacionais
do ligante enquanto que o valor de RMSD néo ajustado incorpora também informacdes
sobre os movimentos translacional e rotacional do ligante.

E possivel observar que no inicio da simulacio aparecem alteracdes no valor de
RMSD ajustado devido a rotacdo do anel pirimidinico (< 2A), mas o ligante permanece
no sitio. A partir de aproximadamente 15ns ambos se estabilizaram (Figura 35).

No entanto, vale ressaltar que o ligante como um todo apresenta uma maior
instabilidade a partir de 2,5ns, devido a acomodacao desse ligante no sitio. Em ambas
situacdes € possivel concluir que o 3TC se manteve no sitio da polimerase durante
todo o tempo da simulacdo, o que sugere que a pose obtida pelo procedimento de

docking do 3TC foi adequada, indicando o plausivel modo de ligacao.
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Figura 35: Grafico do RMSD do ligante ndo ajustado (azul) e o ajustado (vermelho).

4.4.3. Analise das ligacdes de hidrogénio

Durante o tempo total de simulagdo, a molécula 3TC estabeleceu até seis
ligagbes de hidrogénio com os residuos vizinhos, sendo que 4 delas se mantiveram

maioritariamente durante a simulacdo apos a estabilizacdo do 3TC (Figura 36).
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Figura 36: Formacao de ligagdes de hidrogénio entre o 3TC com os residuos vizinhos ao longo
da simulacéo.

A partir da estabilizacdo do 3TC em torno de 15ns, realizamos a andlise para
averiguar quais sdo os residuos que formaram ligacdo de hidrogénio com o 3TC. A
ligacdo mais frequente se estabeleceu com o residuo Arg72 que formou ligacédo
hidrogénio em torno de 25,7% do tempo da simulacdo seguido da Tyrl1l5 e da GIn151
(Figura 37).
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Figura 37: Porcentagem em diferentes tempos que os residuos formaram ligacao hidrogénio
com o ligante.
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A tabela 20 identifica os atomos doadores e aceitadores, tanto do sitio da TR
qguanto do 3TC, que realizaram ligacdes de hidrogénio ao longo do tempo, a distancia
média das ligacdes e o desvio padrdo associado. E observado que os desvios padréo
de cada ligacdo tendem oscilar levemente e ndo superam 1A, indicando estabilidade
dessas interacoes.

Algumas ligacdes com os residuos Tyrll5 e GIn151 se formaram esparsamente

no decorrer da simulagéo, formando ligacbes mais fracas.

Tabela 20: Relacdo dos &tomos que realizam ligacdo de hidrogénio.

Doadores Aceitadores Média Desvio
padréo (o)
NH2:R72 O11:LIG 2,63 0,08
NH1:R72 0O8:LIG 2,73 0,13
NH1:R72 0O3:LIG 3,44 0,31
OH:Y115* N2:LIG 3,38 0,11
NE2:Q151 O1l.LIG 3,33 0,10
NE2:Q151* 02:LIG 3,32 0,10
NE2:Q151* 0O3.LIG 3,41 0,07

* LigagBes que se formaram em alguns momentos.

444, Analise da flexibilidade dos residuos do sitio

Analisando o valor de RMSD dos residuos ao redor do 3TC num raio de corte de
4A ao longo da simulacdo, percebe-se que os residuos Lys65, Lys70, Arg72, Asp110,
Vallll, Gly112, Alal14, Tyrll5, GIn151, Met184, Aspl85 e Lys219 (Figura 38)
apresentaram variagdo no inicio da simulagdo, porém a partir de 5ns todos se

mantiveram estaveis (Figura 39 e 40).
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A flutuacdo dos valores de RMSD (Figura 41) desses residuos mostrou que as
variagdes, apos estabilizacio, foram limitadas, ndo superando o valor de 1.5A. Conclui-
se que os residuos que apresentaram os menores valores de desvio foram a Arg72,
Tyrl15, GIn151, Met184 e Asp185.

Arg72

Lys70

GIn151

Lys219

Met184

" \al111

Asp185

Figura 38: Visualizagio do 3TC com os residuos num raio de 4 A do 3TC.
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Figura 39: RMSD dos residuos num raio de 4A do 3TC.
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Figura 40: RMSD dos residuos num raio de 4A do 3TC.
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Figura 41: Valores médios de RMSD dos residuos vizinhos do 3TC localizados a 4 A.

4.4.5. Analise da energia de interagdo intermolecular

A andlise da energia de interacdo do sistema foi realizada considerando as
energias eletrostatica, de van der Waals e a total. Observa-se que ambas as
componentes da energia apresentaram variacdes ao longo do tempo da simulacao,
apontados no gréafico; no entanto, a energia de van der Waals se manteve mais estavel
(Figura 42).

A componente eletrostética varia principalmente devido a forte interacao entre os
grupos fosfatos carregados da molécula 3TC e os residuos circundantes e o ion de
Mg*? (Figura 42).

Além do mais, algumas varia¢gbes conformacionais do 3TC, principalmente do
anel pirimidinico e do anel oxatiolano, foram em diferentes tempos: 4ns, 12ns, 25ns,

27ns, 30ns e 36ns, correspondentes os picos identificados na figura 42.
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Figura 42: Gréafico da energia de interacdo do 3TC com a TR, indicando a energia de van der
Waals (verde), a energia eletrostatica (roxo) e a energia total (vermelho).

Dado que a interacdo eletrostatica entre o fon Mg*? e os fosfatos da cadeia TP
desempenham um papel importante na fixacdo da molécula de 3TC no sitio, foi
analisado a variacdo da distancia entre o fon Mg" com os oxigénios presentes na
cadeia TP, 0 O5, 09 e O12 (Figura 43).

As distancias entre os atomos envolvidos variam no inicio da simulacdo, mas a
partir de 10ns eles se estabilizaram. Com excecdo do O9 que ao longo da simulagéo
apresenta uma distancia maior do que 0s outros oxigénios, alcancando em alguns

momentos aproximadamente 3A de distancia. Vale lembrar que o fon Mg™ é

responsavel por manter o ligante preso no sitio da polimerase.
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5. CONCLUSOES

Nesta dissertacéo investigou-se o modo de ligagdo dos compostos abacavir e
lamivudina e seus derivados no sitio ativo da polimerase do HIV-1. Para tal finalidade
aplicou-se uma serie de técnicas e procedimentos computacionais complementares,
como docking molecular, estudos de ADME-Tox e dinamica molecular.

A aplicagdo complementar de um conjunto de técnicas computacionais permitiu
analisar satisfatoriamente o comportamento dinamico (por meédio da dinamica
molecular) e estrutural (docking molecular) de uma série de ligantes no sitio da TR do
HIV-1.

Segundo a abordagem utilizada nos procedimentos de docking, concluiu-se que
a inclusdo da cadeia TP nos procedimentos é de importancia crucial na determinacao
da pose mais provavel, baseados tanto nos valores de energia intermolecular quanto
na conservacgao das interacées com outros ligantes similares.

De acordo com os estudos de docking molecular, ambos compostos se ligam de
forma anéloga ao Tenofovir (TNV), segundo a estrutura resolvida por cristalografia de
RX (1T05), com os atomos da cadeia TP coordenando o fon de Mg*2.

A partir da comparacdo do modo de ligacdo da molécula de zidovudina (AZT) no
cristal 3V4l do banco de dados PDB, e baseado na similaridade estrutural entre essa
molécula e com a lamivudina, evidenciado por meio do coeficiente de Tanimoto de 1,
sugere-se que o0 modo de ligacdo deste composto seja muito semelhante. A justificativa
subjacente a essa conclusdo se baseia na similaridade estrutural e a conservacao de
interacOes entre o receptor e o ligante.

Dos derivados da molécula de abacavir, 0 composto com substituinte CI" na
posicdo meta do grupamento fenilacetamida apresentou melhor energia de interacdo
com o sitio. A rede de interacBes de ligacdes de hidrogénio foi idéntica a formada pelo
TNV, conservando 2 ligacdes com o fon de Mg*?, deixando o grupo ciclopropil exposto
ao solvente.

No que se refere aos analogos da lamivudina, o composto sem substituinte na
posicdo meta do grupamento quimico fenilacetamida mostrou melhor energia de
ligacdo quando comparado aos outros derivados. Similar ao que acontece com o TNV,
as interacdes de hidrogénio e hidrofébicas foram mantidas.
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Quando os compostos foram avaliados segundo os servidores de predicao
para ADME-Tox, observou-se que composto sem substituinte se apresentou como
melhor candidato para se transformar em farmaco, dado que os niveis de toxicidade e
mutagenicidade foram menores que no caso do melhor composto derivado do
Abacavir. Aléem disso, este Ultimo apresenta uma violagdo a regra de Lipinski, com
peso molecular maior que 500 Da.

Na analise dinamica do ligante lamivudina no sitio ativo da TR-HIV-1,
concluimos que a lamivudina se mantém estabilizada por ligacdes hidrogénio,
principalmente entre o fon Mg*? e os a4tomos de oxigénio da cadeia TP. A introducéo do
ligante no sitio produz modificacdes estruturais nos residuos da vizinhanca (Lys65,
Lys70, Arg72, Aspl10, Vallll, Alall2, Tyrll5, GIn151, Met184, Aspl85 e Lys219).
Porém, eles se mantém estéveis conforme o sistema evolui no tempo.

Os anéis pirimidinico e oxatiolano apresentaram mobilidade dentro do sitio
produzindo mudancgas conformacionais. Porém, a cadeia TP mostrou pouca flutuacéo
estrutural quando comparada a conformacdo cristalografica do TNV, devido
principalmente as interacdes de ponte salina e ligacbes de hidrogénio formadas com o
fon Mg*? e os residuos Arg72, Tyrl15 e GIn151 que seguram a cadeia & sua posicéo
inicial.

A importancia deste trabalho utilizando técnicas computacionais no estudo de
possiveis novos compostos inibidores nucleosidicos da TR permitiu a elucidacdo do
modo de ligacdo do 3TC no sitio da polimerase na TR. Essa identificacdo podera
auxiliar os futuros estudos para compostos que apresentarem em sua estrutura esse
arcabouco. No entanto fica inviavel a discussdo com os outros trabalhos referente a
essa classe de inibidores devido a falta de dados na literatura.

Como perspectiva para esse estudo, analisar o0 modo de ligacdo do 3TC na
presenca de mutacdes no sitio da polimerase da TR. Realizar dindmica molecular com

0 composto 6 analogo ao 3TC.
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ANEXO A — ARQUIVOS DE ENTRADA PARA SIMULACOES DE
DINAMICA MOLECULAR

A.1) Arquivo de entrada para a minimizagéo.

HRH R R R R R
## JOB DESCRIPTION #i
HRH R R R R R

# This is what this job does
set restart_job 0

set do_pbc 1

set do_pme 1

set do_Igv_pressure 1

set do_freeze O

set do_restraints 1
setdo_imd 0

set do_minimize 1
setdo_md O

set temperature 310

set pressure 1.01325 ;#1 atm in bar
set basename ionized

set inputname ionized

set outputname em

set em_steps 2500

set md_steps 50000

HAHBHH R R

## ADJUSTABLE PARAMETERS H#it
HHR R R R R R R
structure $basename.psf

coordinates $basename.pdb
outputName Soutputname

binaryoutput yes

# Continuing a job from the restart files

if {$restart_job} {

binCoordinates ~ $inputname.coor

binVelocities  $inputname.vel ;# remove the "temperature" entry if you use this!

extendedSystem $inputname.xsc

Telse {
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temperature $temperature

}

firsttimestep 0
A
## SIMULATION PARAMETERS ##
M T
# Input

paraTypeCharmm  on

parameters par_all27_prot_lipid.inp

parameters par_all36_cgenff.prm

# Periodic Boundary conditions

# NOTE: Do not set the periodic cell basis if you have also
# specified an .xsc restart file!

if {$do_pbc} {

cellBasisVectorl 99.19 0. 0.

cellBasisVector2 0. 121.49 0.

cellBasisVector3 0. 0. 114.73

cellOrigin -38.45-5.63 19.94

}
wrapWater on
wrapAll on

# Force-Field Parameters

exclude scaled1-4
1-4scaling 1.0
cutoff 10.
switching on

switchdist 8.
pairlistdist 14.

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ;# 2fs/step

rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 4

stepspercycle 20

pairlistsPerCycle 2

#PME (for full-system periodic electrostatics)
if {$do_pme} {
PME yes
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PMEGridSpacing 1.0
}

# Constant Temperature Control

langevin on ;# do langevin dynamics

langevinDamping 1 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp $temperature

langevinHydrogen no ;# don't couple langevin bath to hydrogens

# Constant Pressure Control (variable volume)

if {$do_Igv_pressure} {

useGroupPressure  yes ;# needed for 2fs steps
useFlexibleCell  yes ;# no for water box, yes for membrane

useConstantArea  yes ;# no for water box, yes for membrane

langevinPiston on

langevinPistonTarget $pressure ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 100.

langevinPistonTemp  $temperature

}

#Output options

restartfreq 5000 ;# write restart files every 5000 steps = 10ps

dcdfreq 50 ;# write trajectory file every 100 steps = 0.2ps

veldcdfreq 100 ;# write velocities files every 100 steps = 0.2ps

xstFreq 100 ;# write system extension files every 100 steps = 0.2ps
outputEnergies 100 ;# write energies to output file every 100 steps = 0.2ps
outputPressure 100 ;# write pressure to output file every 100 steps = 0.2ps

outputtiming 100 ;# write time statistics to output file every 100 steps = 0.2ps

# Fixed Atoms Constraint (set PDB beta-column to 1)
if {$do_freeze} {

fixedAtoms on

fixedAtomsFile  myfixedatoms.pdb
fixedAtomsCol B

}

# Apply Harmonic Restraints to selected atoms

if {$do_restraints} {

constraints on

consref restraint.pdb ;# PDB file with equilibrium position of restrained atoms

conskfile restraint.pdb ;# PDB file with k constant of the restraint

conskcol B ;# Column of the PDB file that defines the value of k for each restrained atom
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# Atoms with not restraint needs to have 0 in this column

# IMD Settings (can view sim in VMD)

if {$do_imd} {

IMDon on

IMDport 3000 ;# port number (enter it in VMD)

IMDfreq 1 ;# send every 1 frame

IMDwait no ;# wait for VMD to connect before running?
}

R R
## EXTRA PARAMETERS #it
HRH R R R R R

# Put here any
# this job (e.g.

custom parameters that are specific to
, SMD, TclForces, etc...)

R R
## EXECUTION SCRIPT #i
R R R R R AR R R R R R R R

# Minimization
if {$do_minimize} {

minimize
reinitvels

}

# MD
if {$do_md} {
run $md_steps

}

$em_steps

$temperature
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A.2) Arquivo de entrada para equilibracéo.

HHHHHHH A A T
## JOB DESCRIPTION ##

HH R
# This is what this job does

set restart_job 1

set do_pbc 0

setdo_pme 1

set do_Igv_pressure 1

set do_freeze 0

set do_restraints 1

set do_imd O

set do_minimize 0

setdo_md 1

set temperature 310

set pressure 1.01325 ;#1 atm in bar

set basename ionized

set inputname em

set outputname equilibration

set em_steps 2500

set md_steps 1250000

MR T
## ADJUSTABLE PARAMETERS #H#
MR T
structure $basename.psf

coordinates $bhasename.pdb

outputName $outputname

binaryoutput yes

# Continuing a job from the restart files

if {$restart_job} {

binCoordinates ~ $inputname.coor

binVelocities  $inputname.vel ;# remove the "temperature” entry if you use this!
extendedSystem  $inputname.xsc

}else {

temperature $temperature

¥

firsttimestep 0
R R R R R R T
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## SIMULATION PARAMETERS ##

R T R A
# Input

paraTypeCharmm on
parameters par_all27_prot_lipid.inp
parameters par_all36_cgenff.prm

# Periodic Boundary conditions

# NOTE: Do not set the periodic cell basis if you have also
# specified an .xsc restart file!

if {$do_pbc} {

cellBasisVectorl 99.19 0. 0.

cellBasisVector2 0. 121.49 0.

cellBasisvector3 0. 0. 114.73

cellOrigin -38.45-5.63 19.94

¥
wrapWater on
wrapAll on

# Force-Field Parameters

exclude scaled1-4
1-4scaling 1.0
cutoff 10.
switching on

switchdist 8.
pairlistdist 14.

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ;# 2fs/step

rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 4

stepspercycle 20

pairlistsPerCycle 2

#PME (for full-system periodic electrostatics)
if {$do_pme} {

PME yes
PMEGridSpacing 1.0
}

# Constant Temperature Control
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langevin on ;# do langevin dynamics

langevinDamping 1 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp $temperature

langevinHydrogen no ;# don't couple langevin bath to hydrogens

# Constant Pressure Control (variable volume)

if {$do_lgv_pressure} {

useGroupPressure  yes ;# needed for 2fs steps
useFlexibleCell  yes ;# no for water box, yes for membrane

useConstantArea  yes ;# no for water box, yes for membrane

langevinPiston on

langevinPistonTarget $pressure ;# in bar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 100.

langevinPistonTemp  $temperature

¥

#Output options

restartfreq 5000 ;# write restart files every 5000 steps = 10ps

dcdfreq 1000 ;# write trajectory file every 100 steps = 0.2ps
veldcdfreq 1000 ;# write velocities files every 100 steps = 0.2ps

xstFreq 1000 ;# write system extension files every 100 steps = 0.2ps
outputEnergies 1000 ;# write energies to output file every 100 steps = 0.2ps
outputPressure 1000 ;# write pressure to output file every 100 steps = 0.2ps

outputtiming 1000 ;# write time statistics to output file every 100 steps = 0.2ps

# Fixed Atoms Constraint (set PDB beta-column to 1)
if {$do_freeze} {

fixedAtoms on

fixedAtomsFile  myfixedatoms.pdb
fixedAtomsCol B

¥

# Apply Harmonic Restraints to selected atoms
if {$do_restraints} {

constraints on

consref restraint.pdb ;# PDB file with equilibrium position of restrained atoms

conskfile restraint.pdb ;# PDB file with k constant of the restraint

conskcol B ;# Column of the PDB file that defines the value of k for each restrained atom
# Atoms with not restraint needs to have 0 in this column

}
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# IMD Settings (can view sim in VMD)

if {$do_imd} {

IMDon on

IMDport 3000 ;# port number (enter it in VMD)
IMDfreq 1 ;# send every 1 frame

IMDwait no ;# wait for VMD to connect before running?

¥

HH A
## EXTRA PARAMETERS HH#

HHHHHHHHH R A
# Put here any custom parameters that are specific to

# this job (e.g., SMD, TclForces, etc...)

HHHHHHHEHH
## EXECUTION SCRIPT ##

HHHHHHHHHH R
# Minimization

if {$do_minimize} {

minimize $em_steps

reinitvels $temperature

}

# MD

if {$do_md} {

run $md_steps

¥
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A.3) Arquivo de entrada para simulacéo de dindmica molecular.

HHHHHHH A A T
## JOB DESCRIPTION #H#

HH R
# This is what this job does

set restart_job 1

set do_pbc 0

setdo_pme 1

set do_Igv_pressure 1

set do_freeze 0

set do_restraints 1

setdo_imd 0

set do_minimize 0

setdo_md 1

set temperature 310

set pressure 1.01325 ;#1 atm in bar

set basename ionized

set inputname equilibration

set outputname md_3tc_25ns

set em_steps 2500

set md_steps 12500000

MR T
## ADJUSTABLE PARAMETERS #H#
MR T
structure $basename.psf

coordinates $bhasename.pdb

outputName $outputname

binaryoutput yes

# Continuing a job from the restart files

if {$restart_job} {

binCoordinates ~ $inputname.coor

binVelocities  $inputname.vel ;# remove the "temperature” entry if you use this!
extendedSystem  $inputname.xsc

}else {

temperature $temperature

¥

firsttimestep 0
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HHHHHHHE R R
## SIMULATION PARAMETERS ##

HHHHHHHE R R
# Input

paraTypeCharmm on
parameters par_all27_prot_lipid.inp
parameters par_all36_cgenff.prm

# Periodic Boundary conditions

# NOTE: Do not set the periodic cell basis if you have also
# specified an .xsc restart file!

if {$do_pbc} {

cellBasisVectorl 99.19 0. 0.

cellBasisVector2 0. 121.49 0.

cellBasisvector3 0. 0. 114.73

cellOrigin -38.45-5.63 19.94

¥
wrapWater on
wrapAll on

# Force-Field Parameters

exclude scaled1-4
1-4scaling 1.0
cutoff 10.
switching on

switchdist 8.
pairlistdist 14.

# Integrator Parameters

timestep 2.0 ;# 2fs/step

rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 4

stepspercycle 20

pairlistsPerCycle 2

#PME (for full-system periodic electrostatics)
if {$do_pme} {

PME yes
PMEGridSpacing 1.0
}

# Constant Temperature Control
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langevin on ;# do langevin dynamics
langevinDamping 1 ;# damping coefficient (gamma) of 5/ps
langevinTemp Stemperature

langevinHydrogen no ;# don't couple langevin bath to hydrogens

# Constant Pressure Control (variable volume)

if {$do_lgv_pressure} {

useGroupPressure  yes ;# needed for 2fs steps
useFlexibleCell  no ;# no for water box, yes for membrane

useConstantArea  no ;# no for water box, yes for membrane

langevinPiston on

langevinPistonTarget $pressure ;# inbar -> 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 100.

langevinPistonTemp  $temperature

¥

#Output options

restartfreq 5000 ;# write restart files every 5000 steps = 10ps

dcdfreq 2000 ;# write trajectory file every 100 steps = 0.2ps
veldcdfreq 2000 ;# write velocities files every 100 steps = 0.2ps

xstFreq 2000 ;# write system extension files every 100 steps = 0.2ps
outputEnergies 2000 ;# write energies to output file every 100 steps = 0.2ps
outputPressure 2000 ;# write pressure to output file every 100 steps = 0.2ps

outputtiming 2000 ;# write time statistics to output file every 100 steps = 0.2ps

# Fixed Atoms Constraint (set PDB beta-column to 1)
if {$do_freeze} {

fixedAtoms on

fixedAtomsFile  myfixedatoms.pdb
fixedAtomsCol B

¥

# Apply Harmonic Restraints to selected atoms
if {$do_restraints} {

constraints on

consref restraint.pdb ;# PDB file with equilibrium position of restrained atoms

conskfile restraint.pdb ;# PDB file with k constant of the restraint

conskcol B ;# Column of the PDB file that defines the value of k for each restrained atom
# Atoms with not restraint needs to have 0 in this column

}
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# IMD Settings (can view sim in VMD)

if {$do_imd} {

IMDon on

IMDport 3000 ;# port number (enter it in VMD)
IMDfreq 1 ;# send every 1 frame

IMDwait no ;# wait for VMD to connect before running?

¥

HH A
## EXTRA PARAMETERS HH#

HHHHHHHEHHH R
# Put here any custom parameters that are specific to

# this job (e.g., SMD, TclForces, etc...)

HH R R R R
## EXECUTION SCRIPT #it

HH R R R R R
# Minimization

if {$do_minimize} {

minimize $em_steps

reinitvels $temperature

}

# MD
if {$do_md} {
run $md_steps

}
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ANEXO B - MAPAS DE INTERACOES DOS COMPOSTOS

REFERENTE AO PRIMEIRO PROCEDIMENTO DE DOCKING
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Figura 4: Mapas de interacdes dos compostos com um cut-off de 5 A, (a) Composto 1, (b)
Composto 2, (c) Composto 4, (d) Composto 5, (e) Composto 6, (f) Composto 7, (g) Composto
8.
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ANEXO C - MAPAS DE INTERACOES DOS COMPOSTOS

REFERENTE AO SEGUNDO PROCEDIMENTO DE DOCKING
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d) Composto 5

e) Composto 7
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Figura 5: Mapas de interacdes dos compostos com um cut-off de 5 A, (a) Composto 1,

(b) Composto 2, (c) Composto 4, (d) Composto 5, (e) Composto 7, (g) Composto 8.
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ANEXO D - MAPAS DE INTERACOES DOS COMPOSTOS
REFERENTE AO TERCEIRO PROCEDIMENTO DE DOCKING
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Legenda:

Carga negativa ) Metal —e (Cationm
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Figura 6: Mapas de interacdes dos compostos com um cut-off de 5 A, (a) Composto 1, (b)
Composto 2, (c) Composto 3, (d) Composto 4, (e) Composto 5, (f) Composto 6, (g) Composto
7, (h) Composto 8.
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