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RESUMO

Introdugao: O HIV é um retrovirus cuja multiplicagao viral esta associada a trés enzimas. A transcriptase reversa,
responsavel por sintetizar o DNA vital com base em seu RNA; a integrase, responsavel por integrar o DNA viral
ao DNA humano; e uma protease responsavel pela clivagem do codigo genético em unidade menores e funcional.
Muitos grupos de pesquisas pelo mundo estdo motivados na proposta de novos bioativos contra o HIV.
Objetivos: Propor diterpenos naturais ou produtos sintéticos da espécie de planta Pau-Brasil frente ao virus HIV
por meio de técnicas in silico. Métodos: Foram utilizados diterpenos encontrados no extrato etandlico do Pau-
Brasil (Paubrasilia echinata Lam.), assim como alguns produtos dos mesmos que foram avaliados por meios
computacionais. O trabalho foi desenvolvido através de uma triagem hibrida (ligand based e structure based)
para uma possivel atividade biolégica desses fitoconstituintes frente as enzimas principais da multiplicagdo do
HIV-1. Resultados: Os ensaios computacionais apontaram que os compostos ALX04 e ALX07 apresentaram
possivel atividade frente as proteinas HIV-integrase e transcriptase reversa, respectivamente. Nenhum composto
foi ativo simultaneamente frente as duas enzimas (HIV-integrase e transcriptase reversa), e todos os demais
compostos demonstraram-se inativos. Discussao: Foram utilizados os diterpenos encontrados no extrato
etandlico do Pau-Brasil (Paubrasilia echinata Lam.), assim como alguns derivados, onde foram avaliados através
dos métodos computacionais. O trabalho foi desenvolvido por meio de uma selegao hibrida (e baseada e
estruturada) realizada para apontar uma atividade viavel observavel. aos modelos de predicdo testadas.
Conclusées: Os ensaios computacionais apontaram os diterpenos ALX04 e ALX07 apresentaram promissora
atividade retroviral.

Palavras-chave: Docking molecular, HIV-1, simulacéo in silico, Pau-Brasil, toxidade.
ABSTRACT

Introduction: HIV, whose viral multiplication is associated with three enzymes. Reverse transcriptase is
responsible for synthesizing vital DNA based on its RNA; integrase is responsible for integrating viral DNA into
human DNA; and protease is responsible for cleaving the genetic code into smaller, functional units. Many
research groups around the world are motivated by the proposal of a new bioactive against HIV. Objectives: To
propose natural diterpenes or synthetic products from the Pau-Brasil plant species against HIV through in silico
techniques. Methods: Diterpenes found in the ethanolic extract of Pau-Brasil (Paubrasilia echinata Lam.) were
used, as well as some of their products that were known by computational means. The work was developed
through a hybrid screening (ligand-based and structure-based) for a possible biological activity of these
phytoconstituents against the main enzymes of HIV-1 multiplication. Results: Computational assays showed that
the compounds ALX04 and ALXO07 showed possible activity against HIV-integrase and reverse transcriptase
proteins, respectively. No compound was simultaneously active against the two enzymes (HIV-integrase and
reverse transcriptase), and all other compounds proved inactive. Discussion: Diterpenes found in the ethanolic
extract of Pau-Brasil (Paubrasilia echinata Lam.) were used, and some results were obtained through
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computational methods. The work was developed to achieve a viable observable activity to the tested prediction
models. Conclusions: Computational assays showed that the diterpenes ALX04 and ALX07 had promising

assays of retroviral activity.

Keywords: Molecular docking, HIV-1, in silico simulation, Pau-Brasil, toxicity.

1.INTRODUGAO

1.1 Virus de imunodeficiéncia humana

A AIDS (Acquired Immunodeficiency
Syndrome) é considerada um problema de saude
publica, que acomete pessoas do mundo todo,
independentemente de classe social, género, raca
e outros. Esta associada a pratica sexual e
comportamentos de risco como o]
compartilhamento de seringas para usuarios de
drogas injetaveis, contato direto com sangue
contaminado e transmisséao vertical de méae para
filho. (Machado-Zaldivar et al., 2021; van den
Broek, 2021)

A grande maioria dos casos de infecgao
dado-se pela relagdo sexual sem o0 uso do
preservativo, sendo o mais eficaz método
profilatico da doenga recomendado pelos 6rgaos
de saude. A conscientizacdo de habitos
sexualmente seguros e que propiciam menor
exposicdo ao virus do HIV  (Human
Immunodeficiency Virus) é realizada através de
campanhas educativas destinadas a todas as
idades. (Presanis et al., 2021; Stone et al., 2021)

Segundo a WHO (World Health
Organization), a faixa de vulnerabilidade esta
entre 15 a 49 anos, e milhdes de pessoas morrem
anualmente vitimas de complicagcbes decorrentes
a infeccdo pelo HIV. E veridica a informacdo de
que a AIDS propriamente dita ndo é capaz de
provocar diretamente a morte do infectado,
porém, ocorre a diminuicdo das células
imunoldgicas devido a infecgao pelos retrovirus,
assim diminui gradativamente a capacidade de
defesa dos anticorpos contra os microrganismos
invasores causada pela AIDS. Ha relatos que com
todos esses problemas acarretados pelo virus, o
individuo pode vir a ébito decorrentes de agdes
infecciosas secundarias como a pneumonia,
tuberculose, meningite e outras doencgas. (Melo et
al., 2021)

De acordo com a WHO, 2021 muitas
pessoas vivem com o HIV, segundo dados, a
populacao infectada em 2021 foi cerca de 38,4
milhdes, dos quais 19,7 milhdes foram mulheres.
Segundo o boletim epidemiolégico, houveram 1,5
milhdes de novos casos de infecgdo no mundo.
Em criangas abaixo de 15 anos de idade
corresponde a cerca de 1,7 milhdées do total, com
160mil novos casos desde o ano passado,

conforme mostrado na Figura 1. (Giroir, 2020;
Jiang et al., 2020)

Resumo da epidemia global de HIV, 2021

Pessoas vivendo Pessoas Pessoas morreram
com HIV adquiriram HIV com HIV

38,4 milhdes 1,5 milhoes 650 mil

@ Total
Adultos
0 {15+ anas)
0 Mulher
{15+ anos)
o Homem
{15+ anos)
m Criangas
(<15 anos)

Fonte: UNAIDS/WHO

36,7 milhdes 1,3 milhées 560 mil

19,7 milhdes 640 mil 240 mil

16,9 milhdes 680 mil 320 mil

1,7 milhées 160 mil 98 mil

World Health

Organization

Figura 1. Dados estatisticos do HIV -
UNAIDS/WHO.

1.2. Quimioinformatica

No desenvolvimento de novos farmacos é
possivel contar com o] auxilio da
quimioinformatica, com o planejamento racional
de novos bioativos. Através das ferramentas in
silico os cientistas sao capazes de predizer uma
determinada atividade bioldgica, analisando
varios parametros estruturais, com base em
moléculas cujas atividades ja foram testadas.
(Brian, 2021; Monica et al., 2021)

Estudos de QSAR (Quantitative Structure-
Activity  Relationship) e outros métodos
computacionais reduzem custos vinculados as
pesquisas, e preveem possiveis resultados
satisfatorios, contudo, os métodos in silico
possuem suas margens de erros inerentes dos
processos, mas estes podem ser reduzidos
através de cuidadosas validagbes que vao se
aprimorando ao longo da aplicabilidade das
ferramentas de quimica computacional. (Bhole et
al., 2021; Ding et al., 2021)

1.3. Paubrasilia echinata Lam.

O género Caesalpinia pertence a familia
Fabaceae. No mesmo encontra-se
aproximadamente 100 espécies de plantas que
estdo distribuidas geograficamente em todo o
mundo em regides subtropicais e tropicais
(Lichtenberg et al., 2022; Mescia et al., 2022;
Xavier et al., 2022).

O Pau-Brasil, assim popularmente
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conhecido (Paubrasilia echinata Lam.), foi a
primeira espécie de arvore brasileira encontrada
historicamente pelos portugueses e
comercializadas por causa que nela encontram-se
corantes que eram usados para a fabricacao de
tintura para roupas (Carvalho et al., n.d.; Correia
Soeiro et al., 2022).

O presente trabalho teve como obijetivo
propor a utilizacdo de diterpenos naturais ou
produtos sintéticos da espécie de planta Pau-
Brasil, frente ao virus HIV, por meio de técnicas
in silico, visando impedir a replicagao do virus.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Todos as analises computacionais foram
realizadas no sistema operacional Microsoft
Windows 8.1, assim como programa de editor de
texto Microsoft Word e criador de planilhas e
tratamentos estatisticos o programa Microsoft
Excel ambos do pacote Microsoft Office 365.

Para obtencdo das estruturas 2D das
moléculas estudadas foi utilizado o programa
MarvinSketch v22.9 da Chemaxon, e para
otimizacdo e obtencado das estruturas 3D foi o
programa HyperChem ™ v7.5.

Cinco moléculas (Tabela 1) foram usadas
como controles, estas moléculas correspondem a
estruturas quimicas de farmacos que séao
comumente usadas no tratamento anti-HIV:

Tabela 1. Controles usados na pesquisa.

ID Inibicao Nome Sigla %Abs
CO1 IN Raltegravir RAL 57.24
Co2 IN Dolutegravir DTG 74.78
C03 TR Lamivudina 3TC 69.86
Co4 TR Zidovudina AZT 72.83
C05 TR Efavirenz EFZ 95.78

Os compostos ALX01-ALX07 (Tabela 2)
sao diterpenos isolados a partir do extrato
etandlico dos caules da Paubrasilia echinata e
derivados inspirados pela pesquisa publicada em
2011 (Cota et al., 2011), conforme mostradas na
Tabela 2.

Tabela 2. Relacdo dos compostos diterpenos
testados.
ID Structure

ALXO01

ALX02

ALX03

ALX04

ALX05

ALX06

ALXO07

Para a construcdo dos modelos de
predicao foi usado o software KNIME Analytics
Platform 3.7, utilizando o classificador
RandomForest e o preditor Weka 3.7 para
elaborar um workflow baseada em uma floresta de
arvores de decisao randdmica para as predigcbes
realizadas. (Leite et al., 2021; Silverio, 2021).

Os descritores moleculares foram obtidos
através do programa Dragon 5, com 1310
descritores moleculares calculados.
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Para o calculo da area de superficie
topolégica polar (TPSA), violagbes da regra de
Lipinski foi utilizado o programa gratuito Drug
Likeness Tool - DruLiTo para windows
[http://www.niper.gov.in/pi_dev_tools/DruLiToWe
b/DruLiTo_index.html] (Umar et al., 2021)

Para os riscos de citotoxidade as
estruturas foram importadas para o programa
gratuito OSIRIS DataWarrior v5.5.0, avaliando
quatro parametros toxicoldgicos: carcinogénese
(CAR), mutagénese (MUT), irritabilidade do tecido
(IRR) e efeito téxico no sistema reprodutor (ESR).

Os metabdlitos hepaticos foram obtidos
importando os codigos smiles das moléculas
testadas para o servidor online GLORY
(Generator of the Structures of Likely Cytochrome
P450 Metabolites Based on Predicted Sites of
Metabolism) (de Bruyn Kops et al., 2019; Stork et
al., 2019), assim, obtendo os metabdlitos mais
abundantes no processo.

Para o estudo do acoplamento molecular
as moléculas foram importadas as moléculas
estudadas aprovadas nas etapas anteriores,
estas moléculas interagiram no sitio ativo dos
receptores PDB ID 1QS4 integrase (IN) e PDB ID
2RF2 transcriptase reversa (TR).

Para esse estudo de ancoragem foi usado
o programa Molegro Virtual Docker 6.0, levando
em consideracao o algoritmo MolDock Score para
avaliacao da eficiéncia de interacao.

2.3 Métodos

Foi realizada inicialmente uma triagem virtual
hibrida que consiste em uma abordagem baseada
no ligante juntamente com a proteica de forma
combinada. Assim é possivel obter as moléculas
com melhores perfis farmacoldgicos in silico,
analisando a biodisponibilidade, a absorcéo, os
riscos de citotoxidade, a interagao ligante-receptor
a estabilidade no sitio ativo e a predicdo da
atividade bioldgica.

A triagem virtual consiste na classificagao
de substéncias com base nas caracteristicas que
melhor explicam a atividade biolégica a ser
observada, estas caracteristicas podem estar
vinculada a um grupo funcional da molécula ou a
uma ligagdo de hidrogénio que possa ser util e
servir para nortear analogos com atividade
promissora a partir das melhorias realizadas
nessas caracteristicas.

Esta abordagem ¢é conhecida como
planejamento racional de farmacos, muito usada
em pesquisas na area de quimica de farmacos,

contribuindo ainda, para a diminui¢ao do tempo de
bancada, desperdicio de solventes na sintese de
novos bioativos. (Tiburcio, 2022)

Tanto os compostos testados quantos os
controles foram desenhados para obtencdo da
estrutura 2D, em seguida foram importados para
0 Hyper para obtencdo da sua estrutura 3D
otimizada. A otimizacdo das suas estruturas
quimicas, foram realizadas através do método da
mecanica molecular (MM+) e semiempirico (AM1)
para obtencdo de suas estruturas quimicas
tridimensionais. (Moura, 2021)

As moléculas para a construgcao dos
modelos de predicao foram extraidas do banco de
dados de estruturas quimicas ChEMBL Database
utilizando a palavra chave “‘Human
Immunodeficiency Virus”, obtendo os conjuntos
de moléculas CHEMBL3471 para integrase e
CHEMBL247 para transcriptase reversa do HIV-1.

A acuragem das planilhas obtidas
conforme mencionado acima, foi feita removendo-
se todas as moléculas repetidas, pelo critério de
moléculas com massa molecular superior a 800
g/mol, células vazias, conversdo das atividades
(ICs0) para molar, remogao de solventes, remogao
de sais e estruturas com erros de valéncia.

2.3.1 Modelos de predicdo — atividade biolégica,
permeabilidade e absor¢éo intestinal

Foram desenvolvidos cinco modelos, um
para predizer a possivel atividade bioldgica frente
a enzima protease, um frente a integrase, um
frente a transcriptase reversa, um para a absorgao
intestinal (HIA) e outro para a permeabilidade no
intestino (CACO-2). (Bencheikh et al., 2022;
Forrestall et al., 2021)

Esses modelos geraram dados para a
discussao da sua capacidade preditiva, além da
validagao interna cruzada, foram calculados os
coeficientes de correlagdo de Matthews (MCC)
para avaliar a qualidade de todos os modelos.
(Albertini, 2022; Monteiro, 2021)

2.3.2 Taxa de absorcéo oral, riscos de citotoxidade e
violacdes a regra de Lipinski

A taxa de absorgdo oral (%Abs) foi
calculada com base na area de superficie
topoloégica polar de cada uma das estruturas
avaliadas, utilizando a Equacédo 1 (Ahsan et al.,
2016; Gonzalez et al., 2018; Tuncbilek et al.,
2018):

%Abs = 109 — (0.345 x TPSA) (Eq.1)
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Ao utilizar a taxa de absor¢do como
parametro de exclusdo na triagem virtual, apenas
sao considerados as moléculas que apresentam
%Abs igual ou superior a menor taxa dentre os
farmacos usados como controle.

Avaliando os riscos de toxidade foram
considerados as estruturas sem riscos em
nenhum dos quatro pardmetros toxicoloégicos
estudados (CAR, MUT, IRR, ESR). (Sanchez-
Suarez et al., 2022; Sander et al., 2015).

2.3.3 Predic@o dos metabolitos hepaticos

Apoés a obtencdo dos metabdlitos
hepaticos, essas estruturas tiveram seus
descritores moleculares calculados, e foram
analisados os riscos de toxidades dos metabdlitos
de alto score, qualquer molécula ALX01-ALX09
que apresentasse metabdlitos com score acima
de 50%, e com alto risco de toxidade em algum
parametro foram desconsiderados das analises
posteriores, ao longo o desenvolvimento
computacional desse estudo.

2.3.4 Simulacgdo de docking molecular

As moléculas foram submetidas ao
Molegro para obtengdo das suas energias de
interacdo do complexo ligante-receptor na
ancoragem molecular, para cada molécula que foi
aprovada ao longo da triagem até esta etapa,
frente a integrase e a transcriptase reversa do
HIV-1.

Além do docking, foi realizado o redocking
com o ligante complexado junto a proteina com as
mesmas condigdes computacionais que o docking
original, fazendo com que seja possivel a
estimativa do RMSD (Root Mean Square
Deviation), que é o valor do desvio entre os
mesmos atomos do ligante complexado junto a
proteina e 0 mesmo ligante importado, com ele é
possivel validar o protocolo usado para o
acoplamento, quanto mais baixo o RMSD melhor
a precisdo do encaixe molecular realizado,
comumente adotados valores menores que 2A
(Santos, 2021).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Resultados

Os compostos ALX01 a ALX07 foram
submetidos a um modelo de predi¢ao de atividade
bioldgica frente a proteina integrase do HIV-1,
conforme os dados da Tabela 3.

Tabela 3. Resultados da predicdo da atividade
inibitéria frente a IN.

ID Dominio ATV %ATV
ALX01  Nao confiavel Inativo 46.42
ALX02 Confiavel Inativo 33.35
ALX03 Confiavel Inativo 46.91
ALX04 Confiavel Ativo 52.42
ALX05 Confiavel Inativo 46.83
ALX06 Confiavel Inativo 32.82
ALXO07 Confiavel Inativo 42.15

ATV = Predigéao de atividade; %ATV = Probabilidade
de possivel atividade.

Também foram avaliadas as possiveis
atividades frente a enzima transcriptase reversa,
conforme mostrada na Tabela 4 abaixo:

Tabela 4. Resultados da predicdo da atividade
inibitéria frente a TR.

ID Dominio ATV %ATV
ALX01 N&o confiavel  Inativo 15.50
ALX02 Confiavel Inativo 23.00
ALX03 Confiavel Inativo 20.00
ALX04 Confiavel Inativo 37.00
ALX05 Confiavel Inativo 40.50
ALX06 Confiavel Inativo 43.00
ALXO07 Confiavel Ativo 55.00

Foram calculados os dados importantes
para a avaliacdo da confiabilidade do modelo de
predi¢ao de atividade anti-HIV, esses dados estao
discriminados na Tabela 5:
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Tabela 5. Dados estatisticos dos modelos

Tabela 7. Dados estatisticos comparativos dos

criados. modelos de CACO-2 e HIA.
IN TR CACO-2
Teste Cross Teste Cross Teste Cross
SENS 0.83 0.80 0.87 0.86 SENS 0.97 0.97
ESPEC 0.86 0.81 0.89 0.85 ESP 0.68 0.56
MCC 069 062 0.76 0.71 MCC 0.67 0.61
Acuracia 0.84 081 0.88 0.85 Acuracia 0.83 0.88
CurvaROC 9197 87.64 96.71 93.99 Curva ROC 87.27 87.22
Teste = grupo de teste do modelo de predicao; HIA
Cross = grupo de validagao cruzada. SENS 0.90 0.96
ESP 0.65 0.70
MCC 0.57 0.50
Apds a atividade predita, também foram o

obtidas as probabilidades da permeabilidade Acuracia 0.90 0.85
intestinal (CACO-2) e a absorcéo intestinal (HIA), Curva ROC 89.06 90.94

através de modelos de predigdo no KNIME, com
parametros semelhantes aos das predi¢cdes das
atividades. Os dados podem ser vistos na Tabela
6.

Tabela 6. Resultados dos modelos de CACO-2 e

HIA.
CACO-2
ID Dominio ATV %ATV
ALX04 80.00
Confiavel Permeavel
ALXO07 93.00
HIA
ALX04 83.50
Confiavel Absorvivel
ALXO07

94.00

Os dados estatisticos, com relacdo a
confiabilidade dos modelos gerados séao
apresentados na Tabela 7.

SENS = sensibilidade; ESP = especificidade e MCC
= coeficiente de correlagdo de Matthews.

Apos as predigdes foram obtidos os dados
computacionais referentes aos parametros
toxicologicos, conforme Tabela 8:

Tabela 8. Resultados da predicdo dos riscos de

toxidade.
ID MUT CAR ESR IRR TOX
ALX04 Nao Nao Nao Nao Nao
ALX07 Nao Baixo Nao Nao Sim

MUT = Mutagenicidade; CAR = carcinogenicidade;
ESR = efeito toxico no sistema reprodutor; IRR =
irritabilidade do tecido e TOX = toxidade total.

Ja os dados da taxa de absorgao por via
oral (%Abs) e violagdes a regra de Lipinski (LIP)
sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados da taxa de absorcéo oral e
violacdes a regra de Lipinski.

ID %Abs LIP
ALX04 74.46 1
ALXO07 91.60 0

Tomando como base apenas as estruturas
de cada molécula testada (ligand based), é
pertinente apresentar os dados structure based,
iniciando pela simulagéo de docking molecular, as
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energias de interagao ligante-receptor podem ser
vistas na Tabela 10 a seguir:

Tabela 10. Dados do docking molecular para IN

e TR.
ENERGIAN ENERGIAr
Composto —_—
kcal/mol
ALX04 -99.65 -
Dolutegravir -66.85 -
Liganten -76.33 -
Raltegravir -50.21 -
ALX07 - -107.98
Efavirenz - -131.20
Lamivudina - -84.23
Ligantetr - -145.28
Zidovudina - -100.98
RMSD 0.16 0.41

Iniciando a triagem com base na estrutura
do receptor, conforme pode ser visto na Tabela
10, os dois diterpenos testados apresentaram
afinidades consideraveis com os receptores
testados, o composto ALX04 apresentou
Energian = -99.65 kcal/mol, uma energia inferior
ao ligante complexado junto a proteina escolhida.

Raltegravir; -
50.21

Integrase

I Dolutegravir; -

Ligante; -76.33 66.85

0.00

-20.00

-40.00

-60.00

-80.00

-100.00

ALX04;-99.65
-120.00

Figura 2. Gréfico das energias ligante-receptor
da IN.

Na Figura 2, o diterpeno ALX04
apresentou energia mais baixa, ndo apenas com
o ligante, mas também aos controles positivos
considerados dolutegravir (-66.85 kcal/mol) e
raltegravir (-50.21 kcal/mol).

Ja para TR os resultados também foram
promissores, onde o composto ALX07 apresentou
energia de interagao ligante-receptor EnergiaTr de
-107.98 kcal/mol, valor menor que os controles
zidovudina (-100.98 kcal/mol) e lamivudina (-

84.23 kcal/mol), conforme a Figura 3.

0.00
-20.00
-40.00
-60.00
-80.00

-100.00
-120.00
-140.00

Ligante; -145.28

Transcriptase reversa

Zidovudina; -
ALX07;-107.98  1g0.98
Efavirenz; -

131.20

Lamivudina; -
84.23

-160.00

Figura 3. Gréfico das energias ligante-receptor
da TR.

Na Tabela 11 s&o mostradas as
interagdes encontradas no estudo de docking
molecular dos dois diterpenos estudados:

Tabela 11. Relagdo das interagbes com os
residuos de aminoacidos de IN e TR.
TR
H Estérica
Ligante 2Lys101 His235 Leu234
L Leu100 Tyr318 His235
ALX07 ys103 Vo179 Tyr188  Lys103
Pro236
2Lys101 2Val106 Pro236
Efavirez  2Lys101 g'@fgg Val106  Val179
Lamivudina Y191 Tyr1g8  Lys101 2Tyr181
Val179
. . 2Tyr188 Tyr181
Zidovudina  Lys101 Hi§235 P?’0236 2Lys101
Lys103
IN
Lys159
2Thr66
Ligante Asn155 2Glu152 Lys159
2Lys156
2Glu152
Thr66
YS2> 2Asnis5 Lys156  Thre6
ALX04 His67 4G!u152 2Asp64  lle151
Asp64 His67 Cys65 GIn148
Asp116
2L.ys156
Raltegravir 2Asn155 16821115552 ﬁ‘:?g?
Thr66
Asn155 2Thr66 3Lys159 Asn155
Dolutegravir 2GIn148 2Asp64 Asp116 Lys156
Asp64  3Glu152 lle151

Os dois compostos (ALX04 e ALXO07)
foram importados ao programa online Glory, para
a predicdo de seus metabdlitos hepaticos, assim
como a predicdo das abundancias de cada

Periédico Tché Quimica. ISSN 2179-0302. (2022); vol.19 (n°42)
Downloaded from www.periodico.tchequimica.com

52



espécie no processo metabdlico. Com isso, os
metabdlitos mais expressivos tiveram suas
toxidades avaliadas de acordo com os dados
obtidos no OSIRIS, conforme mostrados na
Tabela 12.

Tabela 12. Tabela contendo os metabolicos
hepaticos dos diterpenos ALX04 e ALXO07.

|DComp %o Abundancia Tox Estrutura
O\ )
W?__-\--{--\.‘,‘
100.00 =
oy
L
ALX04 74.34 Néo <.
O\
PRy
69.06
\' N
O
_J
100.00 £
)8
,’“LI'»_&“
"]"U
80.54 Baixa A
ALX07 CAR o
I,_l’
o
75.11 26
¢
P
69.23

3.2. Discussoes

De acordo com os resultados obtidos nos
dois modelos (integrase e transcriptase reversa),
apenas o composto ALX04 apresentou atividade
frente a integrase com 52.42% de provavel
atividade. Ja para TR, apenas o composto ALX07
apresentou atividade, com probabilidade de 55%
de acordo com o modelo criado, segundo os
dados das Tabelas 3 e 4.

Avaliando os dados estatisticos (Tabela 5)

com relagdo a sensibilidade dos modelos

apresentados, ou seja, a capacidade que o
modelo apresenta de acertar a predicdao das
moléculas ativas, em ambos os modelos foi entre
80-87% entre o grupo de teste e a validacao
interna cruzada de cada modelo. Além disso, o
mesmo acontece com a especificidade, que
corresponde ao acerto dos inativos, sendo os
modelos sensivel e especifico, ou seja, capaz de
acertar a partir de 80% a predicdo de ativos e
inativos.

Outro dado estatistico que vale mencionar
acerca dos outros modelos, é que a taxa total de
acerto além de ficar também acima de 80%
(acuracia), como consequéncia a performance do
modelo esta variando entre 87.64-93.99% de
acordo com a curva ROC. Ainda mais, o
coeficiente de correlagao de Matthews exprime a
qualidade das informacdes, com valores acima de
0.5 entdo os modelos podem ser considerados
preditivos, com boa confiabilidade.

Avaliando a possivel absorcdo e
permeabilidade no intestino expressos na Tabela
6, os compostos testados apresentaram bons
resultados para predicdo de CACO-2 e HIA,
indicando uma tendéncia a apresentarem boa
biodisponibilidade e resposta bioldgica,
contribuindo para a proposicdo das moléculas
como possiveis retrovirais.

Através dos dados da Tabela 7, os
modelos de CACO-2 e HIA apresentam boa
capacidade de acerto tanto para positivos quanto
negativos (sensibilidade e especificidade acima
de 60%), sendo os modelos mais sensiveis, ou
seja, com melhor capacidade de predizer
verdadeiros positivos, como também boa
qualidade na predigdo global (MCC > 50%),
podem considerar os resultados confiaveis.

O composto com probabilidade de inibicao
da IN (ALX04) ndo apresentou riscos de toxidade
em nenhum dos 4 parametros avaliados (Tabela
8). Em contra partida, o composto ALX07, com
possibilidade de inibicdo da TR, apresentou baixo
risco de carcinogénese.

Contudo, os efeitos téxicos de muitos
retrovirais s&o amplamente conhecidos e
relatados em diversos estudos, por isso a
molécula ALX07 mesmo tendo apresentado baixo
risco citotoxico, sera considerada para o restante
das analises tedricas deste estudo. (dos Santos
Silva et al., 2022; Goncgalves et al., 2022)

Discutindo outro paradmetro ADMET,
conforme mostrado na Tabela 1, a menor taxa de
absorgao verificada entre os controles positivos foi
para o raltegravir (57.24%). Sendo assim, as duas
moléculas (ALX04 e ALX07) cuja taxa de
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absorcao fora calculada apresentaram resultados
superiores a menor taxa observada entre os
controles considerados, com %Abs entre 74-92%
€ possivel esperar a possivel administragado por
via oral destes bioativos, melhorando a viabilidade
e biodisponibilidade do possivel medicamento.

Além da viabilidade, para analise da
possivel biodisponibilidade é necessario levar em

consideracéao outros parametros
farmacodindmicos e cinéticos, além dos
econbmicos e logisticos envolvidos. Uma

propriedade util que foi calculada nesse estudo
sdo as violacbes a regra de Lipinski, na qual
aponta que um bioativo promissor deve violar
apenas uma regra, condicdo vista nos dois
compostos estudados nesta etapa.

No docking molecular foi observado que os
compostos estudados apresentaram afinidade
significativa com o respectivo receptor, o
composto ALX04 apresentou energia do
complexo ligante-receptor mais baixa, indicando
que esse complexo possui melhor afinidade que o
ligante complexo e o0s controles testados,
podendo indicar que o composto apresente agao
inibitoria no sitio ativo.

Semelhante aconteceu com o composto
ALX07, que apresentou bons resultados de
interacao, inclusive frente ao AZT, que dentre os
controles frente a RT é o mais usado em
pesquisas na proposicao de retrovirais para HIV-
1.

Analisando a Tabela 11 €& possivel
perceber que, existem varias interagdes comuns
entre os compostos submetidos, para o
ancoramento molecular do composto ALX04
também foi observado interagcdes semelhantes,
conforme mostrado, com o inibidor e o raltegravir
com o residuo Thr66 numa interacdo de
hidrogénio, e algumas estéricas como Glu152,
Asp64, Asn155, Lys156 e lle151.

J& o composto ALX07 apresentou
interagdes de hidrogénios comuns com o0s
controles lamivudina (Pro236) e zidovudina
(Lys103), e estéricas com todos os inibidores de
IN usados como controle, incluindo com o ligante
(Lys101 e His235).

Figura 4. Esquema grafico das interagdes entre
ALXO04 e o inibidor complexado junto a IN.

As interagbes tanto de hidrogénio quanto
estéricas podem ser vistas da Figura 4, é possivel
perceber que o maior numero de interacbes do
ALX04 esta nos oxigénios aromaticos e em suas
vizinhangas. No composto ALX07 € visto uma
concentragdo maior de interacbes com o éster
ligado a dois anéis ndo aromaticos, mostrado na
Figura 5:
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[Glu 152(8)]

[Lys 156(8)]

Figura 5. Esquema grafico das interagdes entre
ALXO7 e inibidor complexo junto a TR.

Para a molécula ALX04 ¢€ possivel
perceber que o0s anéis condensados se
mantiveram apos processo metabdlico,
modificando a posi¢cao dos substituintes do anel
aromatico do éter conjugado, outra observacgao foi
a acerca desses metabdlitos € que o éster alifatico
ligado a cadeia de anéis condensado se manteve
nos metabolitos de maior abundéancia.

As observagbes acima, levam a acreditar
que o processo metabdlico hepatico simulado,
nao modificou o possivel grupo farmacoférico das
duas moléculas testadas, tendo em vista que, os
contribuintes observados no docking molecular
mantiveram-se sem alteracbes significativas,
como também nao influenciou negativamente na
predicdo dos riscos de toxidade das moléculas
precursoras.

Para a transcriptase reversa o ligante
apresentou interacbes proximas aos anéis
aromaticos conjugados, incluindo o nitrogénio do
anel inddlico e nao na amida como esperada com
base nas interagdes observadas no composto
ALXO07.

Contudo, a existéncia de anéis aromaticos
com atomos capazes de promover ligagbes de
hidrogénio como o nitrogénio e oxigénio, assim

como fungdes alifaticas vizinhas contendo esses
atomos, apresentaram importancia nos
acoplamentos moleculares observados.

Semelhantemente aconteceu com o
composto ALX07, onde os metabdlitos
abundantes diferem-se estruturalmente de seus
precursores basicamente pela posicdo da
hidroxila ligada ao anel aromatico de cinco
membros. Ou seja, a estrutura ciclica da molécula
também pode ser considerada o grupo
farmacoférico, pois esta diretamente associada ao
acoplamento molecular, conforme mostrado na
simulacao de docking com a TR.

Os demais diterpenos extraidos do Pau-
Brasil, ndo apresentaram atividades frente a
nenhuma das principais proteinas do HIV, as
proteinas responsaveis pela multiplicagdo
retroviral, contudo juntamente com elas foram
testadas moléculas sem a carbonila que se ligam
aos anéis condensados, estes apresentaram
resultados promissores.

4. CONCLUSOES

Dentre os nove compostos testados
inicialmente, apenas 2 apresentaram atividades
promissores, no qual o composto ALX04
apresentou possivel atividade frente a integrase e
o composto ALX07 para a transcriptase reversa.

Sugere-se, portanto, que os diterpenos
modificados podem apresentar atividade inibitéria
para a integrase e os naturais para transcriptase
reversa.

Estudos biolégicos devem ser
considerados em pesquisas posteriores, para
validar todo o estudo apresentado nesta pesquisa,
contudo pesquisas como esta impulsionam
cientistas que trabalham com o planejamento e/ou
desenvolvimento de retrovirais.
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Tabela 11. Relacdo das intera¢cdes com os residuos de aminoacidos de IN e TR.

TR
H Estérica
Ligante 2Lys101 His235 Leu234
Leu100 Tyr318 His235
ALX07 Lys103 Val179 Tyr188 Lys103
Pro236 y Y
2Lys101 2Val106 Pro236
, His235
Efavirez 2Lys101 Val106 Val179
Gly190
N Lys101
Lamivudina Tyr188 Lys101 2Tyr181
Pro236
Vair9 2Tyr188 Tyr181
. . yr yr
Zidovudina Lys101 His235 Pro236 2Lys101
Lys103
IN
Lys159
2Thr66
Ligante Asn155 2Glu152 Lys159
2Lys156
2Glu152
Thr66
Cys65
Glu92 2Asn155 Lys156 Thr66
ALX04 HisG7 4Glu152 2Asp64 lle151
'S His67 Cys65 GIn148
Asp64
Asp116
21ys150 2Glu152 Asp64
. u sp
Raltegravir 2Asn155 Asn155 lle151
Thr66
Asn155 2Thr66 3Lys159
_ Asn155
Dolutegravir 2GIn148 2Asp64 Asp116 Lys156
Asp64 3Glu152 lle151
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