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RESUMO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, também conhecida como AIDS, é uma
infeccdo causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que atinge células do
sistema imunoldgico do corpo, principalmente as células T CD4+. Ao infectar a célula, o
RNA viral é transcrito reversamente, com o auxilio da enzima transcriptase reversa, que
sintetiza uma cadeia de DNA a partir de um molde de RNA. A acéo dessa enzima tornou-
se um alvo importante para o tratamento do HIV, pois algumas classes de medicamentos
antirretrovirais, como 0s NNRTIs e NRTIs, atuam inibindo sua atividade. Embora os
tratamentos com os antirretrovirais sejam eficazes, podem apresentar efeitos colaterais,
como aumento do risco de doencas cardiovasculares, osteoporose e disfuncédo renal. Além
disso, o HIV pode desenvolver resisténcia aos antirretrovirais ao longo do tempo, dado
ao elevado indice de mutagdes que o virus pode passar, aumentando o risco de novas
contaminagfes com cepas altamente resistentes ao tratamento disponivel. Por esse motivo
0 presente estudo avaliou computacionalmente, por meio da ferramenta docking
molecular, a potencial atividade antirretroviral de compostos canabindides (canabidiol,
A9-tetrahidrocanabinol, acido canabindlico e acido canabiciclélico) na inibicdo da
atividade enzimatica da transcriptase reversa do HIV. As estruturas tridimensionais das
moléculas canabindides e da enzima transcriptase reversa do HIV foram submetidas ao
docking usando a plataforma DockThor. Como molécula controle foi utilizada a
Etravirina, que € um inibidor NNRTI de terceira geragdo, recomendado no tratamento do
HIV-1 em adultos comprovadamente resistentes. Os resultados obtidos indicam que tanto
os valores de afinidade e energia total, como a disposi¢do espacial da molécula A9-
tetrahidrocanabinol no sitio da transcriptase se assemelham aos da molécula controle
Etravirina. Esses achados indicam o A9-tetrahidrocanabinol como um potencial candidato
a farmaco inibidor de transcriptase reversa, contudo se faz necessaria a realizacdo de
testes in vitro e in vivo a fim de evidenciar suas potenciais atividades biologicas frente ao
virus HIV.

Palavras-chave: HIV; Transcriptase reversa; Canabinoides; Docking molecular.



ABSTRACT

Acquired Immunodeficiency Syndrome, also known as AIDS, is an infection caused by
the human immunodeficiency virus (HIV) that affects cells of the body's immune system,
mainly CD4+ T cells. When infecting the cell, the viral RNA is reverse transcribed, with
the help of the reverse transcriptase enzyme, which synthesizes a DNA chain from a RNA
template. The action of this enzyme has become an important target for HIV treatment,
as some classes of antiretrovirals, such as NNRTIs and NRTIs, act by inhibiting its
activity. Although treatments with antiretrovirals are effective, they can have side effects,
such as an increased risk of cardiovascular disease, osteoporosis and kidney dysfunction.
Furthermore, HIV can develop resistance to antiretrovirals over time, given the high rate
of mutations that the virus can undergo, increasing the risk of new contamination with
strains that are highly resistant to the available treatment. For this reason, the present
study evaluated computationally, using a molecular docking tool, the potential
antiretroviral activity of cannabinoid compounds (cannabidiol, A9-tetrahidrocanabinol,
cannabinolic acid and cannabicyclolic acid) in inhibiting the enzymatic activity of HIV
reverse transcriptase. The three-dimensional structures of cannabinoid molecules and the
HIV reverse transcriptase enzyme were docked using the DockThor platform. Etravirine
was used as a control molecule, which is a third-generation NNRTI inhibitor
recommended for the treatment of HIV-1 in proven resistant adults. The results obtained
indicate that both the affinity and total energy values, as well as the spatial arrangement
of the A9-tetrahydrocannabinol molecule at the transcriptase site, are similar to those of
the Etravirine control molecule. These findings indicate A9-tetrahydrocannabinol as a
potential candidate for reverse transcriptase inhibitor drug, however it is necessary to
carry out in vitro and in vivo tests in order to demonstrate its potential biological activities
against the HIV virus.

Keywords: HIV; Reverse transcriptase; Cannabinoids; Molecular docking.
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1. INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) causador da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, popularmente como AIDS, ja afetou mais de 80 milhdes de
pessoas desde o inicio da contaminacdo massiva em meados da década de 1980. A
infecgdo provoca supressdo do sistema imune tornando o individuo suscetivel a infecdes
oportunistas, podendo levar a morte pacientes sem o devido tratamento (DE ALENCAR,
et al., 2022). E altamente transmissivel e mesmo ap6s 40 anos da sua descoberta ainda
apresenta desafios a satde publica para reduzir o risco de novas infeccdes e da resisténcia
medicamentosa a terapia antirretroviral (UNAIDS, 2022). Segundo dados da Organizacgao
Mundial da Saude (OMS) estima-se que cerca de 38,4 milhdes de pessoas convivam com
0 virus até o final de 2021. O desenvolvimento de terapias seguras e eficazes vem sendo
acompanhado de uma maior compreensao a respeito dos processos envolvidos na biologia
do HIV (KLEINPETER et al., 2020).

O HIV é um virus do género lentivirus pertencente & familia Retroviridae, a
classificacédo de retrovirus diz respeito ao genoma constituido por RNA e enzimas capazes
de realizar retrotranscricdo (ICTV, 2022; GALLO; MONTAGNIER, 1988). O virus
possui um pequeno numero de proteinas e design eficiente, possibilitando a infeccdo nas
células do sistema imunolégico, especificamente nas células CD4+. O RNA é transcrito
reversamente, com o auxilio da enzima transcriptase reversa em DNA do HIV, e assim
pode ser integrado ao DNA do hospedeiro, o qual utilizando as enzimas do mesmo HIV
é transcrito em proteinas e clivadas, assim os virions maduros séo liberados para a
corrente sanguinea (DEEKS et al., 2015).

Terapias antirretrovirais (TARVS) estdo disponiveis ha mais de 20 anos e
possibilitam a supressdo da viremia plasmatica do HIV a niveis indetectaveis, melhorando
a funcdo imunoldgica e reduzindo consideravelmente o risco de desenvolvimento da
AIDS. Porém, a TARV ndo € curativa e a interrup¢do da terapia resulta em um rebote
viral na maioria dos pacientes (SAAG et al., 2001). A maioria dos antirretrovirais atuam
inibindo ou alterando a replicacéo viral, sdo projetados para evitar que haja a destruicéo
do sistema imune, como os linfocitos CD4+, também antagonistas de receptores CCR5 e
inibidores de fusdo. As classes atuais de TARVs podem ser divididas em: Inibidores
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (NRTIs), Inibidores N&o-Nucleosideos da

Transcriptase Reversa ndo nucleosideos (NNRTIs), Inibidores de Transferéncia de
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Cadeia da Integrase (INSTIs), Inibidores de Protease (IPs) e Inibidores de Entrada
(KWONG, 2020).

Apesar da eficacia do protocolo da terapia antirretroviral atual, o tratamento pode
contribuir para o surgimento de reacGes adversas, como doencas cardiovasculares,
aumento de colesterol e demais comorbidades relacionadas (BAKER et al., 2017) e
diminuicdo na densidade dssea (CERVERO et al., 2018). Além dos efeitos colaterais,
ainda ha a possibilidade do paciente desenvolver resisténcia a medicamentos que
compdem a TARV, ou seja, o0 HIV possui a capacidade de sofrer mutacdes e se reproduzir
na presenca da terapia. As consequéncias dessa resisténcia envolvem tanto a transmissao
de cepa altamente resistente a drogas como o aumento dos custos da salde do paciente
(Pan American Health Organization -PAHO).

Na tentativa de buscar novos compostos que demonstrem efetiva a¢do na inibicao
da replicacdo viral, diversos grupos de pesquisa vém investigando as acgdes dos
canabinoides e suas possiveis bioatividades contra a infeccdo do HIV, como, por
exemplo, os grupos de Chen (CHEN et al., 2015) e Esmaeili (ESMAEILI et al., 2020)
avaliaram a atividade do A9-tetrahidrocanabinol na modulacdo da resposta imune do
HIV.

Os canabindides sdo metabolitos secundarios encontrados nos extratos da
Cannabis sativa. Esta planta possui mais de 60 compostos terpenos fendlicos
denominados de fitocanabindides, estes compostos quando em contato com o meio
fisiolégico interagem com receptores especificos acoplados a proteina G, CB1 e CB2. O
receptor CB2 é altamente expresso em regides e tecidos perifericos, incluindo células
imunes, como mondcitos, linfocitos B e T, células dendriticas e mastécitos (ASATI et al.,
2017). Dessa maneira, a interacdo de compostos canabindides em um contexto de
infeccdo por HIV pode apresentar potenciais aplicacdes terapéuticas que incluem
atividades anti-inflamatorias, como também a modulacéo do sistema imunoldgico e do
sistema nervoso central (NASRIN et al., 2023).

Por tanto, a intuito desse trabalho é investigar, utilizando ferramentas in silico de
docking molecular, a potencial interagdo de compostos canabinoides na estrutura do HIV,
na regido do sitio ativo da transcriptase reversa, e assim determinar as energias de ligacdo

e as interagdes intermoleculares entre esses compostos e 0 virus.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Virus da imunodeficiéncia humana

Ap0s quatro décadas da identificagcdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), que ja infectou uma média
de 84,2 milhdes de individuos desde o inicio da pandemia HIV/AIDS, seu controle segue
sendo um desafio constante para a satde publica global. Segundo dados apontados pelo
Programa Conjunto das Nag¢des Unidas sobre HIV/Aids (UNAIDS) Brasil até 2021, cerca
de 38,4 milhdes de pessoas no mundo convivem com HIV, dessas apenas 28,7 milhdes
possuiam acesso as TARVs -Terapias Antirretrovirais (UNAIDS, 2022). Essas terapias,
quando disponiveis, permitem que os individuos infectados pelo HIV, com contagem de
CD4 acima de 350 célulass/mm?®, mantenham uma expectativa de vida equivalente a
populacdo em geral (RACHID, SCHECHTER; 2017).

A sindrome é causada por dois Lentivirus geneticamente diversos (Figura 1),
HIV-1 e HIV-2, ambos os tipos séo resultados de multiplas transmissdes entre espécies
de virus da imunodeficiéncia simia (SIV) que infectam naturalmente primatas africanos.
Porém, a maioria dessas infeccGes afetam os seres humanos de forma limitada. Entretanto,
um evento de transmissdo envolvendo uma cepa de SIVcpz foi responsavel pela origem
do HIV-1. Este por sua vez compreende quatro linhagens distintas, denominadas de
grupos M, N, O e P que resultaram em eventos independentes de transmissdo entre
espécies, o grupo M, principal causador da AIDS, é encontrado praticamente em todos 0s
paises (SHARP; HAHN, 2011). Ainda ndo é bem estabelecido como o0s humanos
adquiriram os precursores simios dos grupos M, N, O, P do HIV-1, mas com base na
biologia do virus pode ter ocorrido por exposi¢do cutanea, de membrana mucosa, sangue
e/ou fluidos corporais de simios infectados. Tais infec¢bes poderiam ser vistas em um
contexto de caca predatéria (PEETERS et al., 2002).
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Figura 1. Esquema evolutivo das variantes dos subtipos de HIV.
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Fonte: Manual técnico para o diagndstico da infec¢Go do HIV em adultos e criangas, 2018.

O HIV-2 é menos difundido e as cargas virais tendem a ser menores em individuos
infectados, desde a sua descoberta permanece restrita & Africa do Sul Ocidental. A
maioria dos individuos infectados nao progridem para AIDS e quando ocorre demonstram
sintomas indistinguiveis aos do HIV-1. Apesar de sintomas similares 0 HIV-2 possui
origem natural diferente, envolvendo uma cepa de SIVsmm, dessas ao menos 8 linhagens
foram identificadas, denominadas de grupo A-H (embora apenas os grupos A e B tenham
se espalhado entre humanos) (SHARP, HAHN, 2011; YANG et al., 2022).

O género Lentivirus da familia Retroviridae, dos retrovirus humanos, consiste em
uma particula esférica que mede entre 100 a 120 nm de didmetro contendo em seu nicleo
duas copias de RNA (acido ribonucleico), envoltas por uma camada proteica ou
nucleocapsideo, um capsideo e um envelope (MINISTERIO DA SAUDE, 2018; ICTV,
2022). E caracterizado pela presenca da enzima transcriptase reversa, esta, possibilita a
transcricdo do codigo de RNA viral em DNA (&cido desoxirribonucleico), permitindo se
integrar ao genoma do hospedeiro, sendo entdo denominado Provirus. Dessa forma o
DNA viral é transcrito em RNA mensageiro, que passa a ser traduzido em proteinas virais,
a partir desse momento passa a ocorrer a montagem do virus e em sequéncia sua
Gemulagdo (RACHID; SCHECHTER,; 2017).

O virus afeta principalmente células que possuem moléculas CD4 expressas na
superficie de células dendriticas, mondcitos, macrofagos e linfécitos T ativados (Figura
2). Esse ultimo € mais permissivo a infecgdo por razdes ainda pouco esclarecidas. Sendo
assim, o HIV invade o linfécito T CD4 + onde se liga a seu receptor CD4+ e a um co-
receptor de quimiocinas, podendo ser CCR5, CXCR4, CCR2. Apo0s esse evento de

ligacdo, a glicoproteina viral transmembrana gp41 permite que ocorra a fusdo entre as
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membranas do envelope viral e as do hospedeiro (DEEKS et al., 2015; McLAREN,
FELLAY, 2021).

Em sequéncia, o capsideo é liberado, contendo o0 genoma e proteinas do virus no
citosol. Essa liberagdo leva ao desrevestimento (ou desnudamento) do nucleo do capsideo
e a liberacdo do RNA e de enzimas virais, dessa forma, a transcriptase reversa do HIV
inicia a retrotranscricdo do RNA viral em DNA, que é transportado para o nucleo da
célula onde sera incorporado ao DNA do hospedeiro com o auxilio da enzima integrase
(CHAVES, YO; 2021). Entretanto, estudos recentes demonstram que tal processo pode
vir a ocorrer dentro do nucleo da célula (BURDICK et al., 2020). Uma vez que o Provirus
se integra ao DNA do hospedeiro, passa a realizar transcricdo de RNA viral, sintetizando
novas copias de RNA do HIV, parte dessas cOpias passa a ser 0 genoma de um novo virus

enquanto a célula usa as copias restantes para gerar novas proteinas do HIV.

Figura 2. Ciclo de vida do virus no hospedeiro e principais classes de farmacos antirretrovirais e em que
fases atuam.
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Fonte: adaptado de DEEKS et al. (2015) e BRENCHLEY et al. (2006).

A transmissd@o do HIV pode acontecer por exposicdo sexual através do trato
genital ou da mucosa retal. O mecanismo com o qual o HIV-1 atravessa o epitélio da
mucosa ndo é bem definido, sabe-se que a difusdo do HIV-1 através da mucosa vaginal é

retardada pelo muco cervicovaginal (LAI et al., 2009), mas é possivel que o virus
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ultrapasse essa barreira por contato direto com celulas dendriticas (DCs) ou por um
processo de transcitose que nada mais é que a transferéncia de macromoléculas de um
polo a outro da célula por meio de vesiculas (McMICHAEL et al., 2010).

Historicamente, a infeccdo por HIV é caracterizada por imunodeficiéncia
progressiva, infec¢bes por patdgenos agressivos (como Streptococcus pneumoniae,
Salmonella spp. e Mycobacterium tuberculosis). Outros sintomas néo diretamente
atribuiveis & imunodeficiéncia sdo febre, surgimento de ganglios, crescimento de baco e
figado, doencgas cardiovasculares, neoplasias, e em casos graves pode haver inflamacéo
das meninges. Na fase cronica, os sintomas podem estar relacionados a distarbios
cardiovasculares e/ou esofagicos e estomacais. Cerca de 70% dos portadores permanecem
até 30 anos na fase assintomdtica ou indeterminada da infeccdo (RACHID,
SCHECHTER, 2017; FIOCRUZ, 2022).

2.1.1 Transcriptase reversa

A enzima da transcriptase esta presente em todos os retrovirus e replica 0 DNA
de fita dupla a partir do RNA de fita simples, que é o oposto do dogma central da biologia
celular, onde o DNA codifica a enzima de RNA por transcri¢cdo. Possui atividades de
polimerase e RNAse H, que sdo necessarias para a replicacdo do HIV (YOSHIDA et al.,
2020). E formada por heterodimero assimétrico com duas subunidades a P66 (66 kDa) e
aP51(51 kDa) (WU et al., 1991). A subunidade P66 possui 560 aminoacidos, enquanto a
subunidade P51 conta com 440 aminoacidos em seu comprimento, ambas compartilham
um terminal amina em comum (SARAFIANOS et al., 2010). A subunidade P66, possui
dois dominios, polimerase que é responsavel pela interacdo com o nucleosideo trifosfato
(dNTP) resultando na sintese de DNA em cepa Unica e dominio ribonuclease H (RNase)
que atua na clivagem hibrida de RNA-DNA (ribonuclease). O dominio da polimerase
possui 4 subdominios que apresentam formato da méo direita humana: Dedos (residuo 1-
85 e 118-155), Palma (residuos 86-117 e 156-236), Polegar (residuos 237—-318) e por final
o0 subdominio de Conexdo (residuos 319-426) representados na Figura 3 (SARAFIANOS
etal., 2010; TARASOVA et al., 2018).
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Figura 3. Estrutura cristalografica da transcriptase reversa em complexo com acido nucléico.

Sitio ativo da RNase H

Polegar

Fonte: adaptado de SINGH et al. (2010).

A P51 deriva da subunidade P66, sendo a extremidade C-terminal de RNase H,
presente na subunidade P66 é clivada pela protease viral. Com a auséncia desse dominio
e a configuracdo alternativa de seus subdominios, torna a P51 enzimaticamente inativa,
logo, suas funcdes tendem a fornecer suporte estrutural e facilitar o carregamento da P66
no &cido nucleico. Apesar da P66 sofrer movimentos de grande escala, ha indicios que a
P51 é essencialmente rigida. MutacBes, como a N348l demonstram resisténcia a
inibidores NRTIs e NNRTIs (CHUNG et al., 2013). A fenda de ligacdo é configurada
para que o acido nucleico entre em contato com ambos o0s sitios ativos da polimerase e
RNase, é formada principalmente pelos dominios da P66 enquanto os subdominios da
P51, conexdo e dedos e polegar forma o chdo da fenda. As hélices a-H e a-I do polegar
da P66 auxiliam a posicionar o acido nucleico por meio de interacdes que envolvem tanto
0 primer quanto as fitas moldes (SARAFIANOS et al., 2010).

2.2 Determinacgdo de Terapias anti-retrovirais

O acesso a terapias anti-retrovirais (TARVS) eficazes mostra uma reducgéo na taxa
de morbidade e mortalidade associada a infec¢do por HIV. Essa redugédo so é possivel

devido a supressdo viral eficiente e a consequente deplecdo de linfocitos T CD4
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(BADURA et al., 2020). No entanto, apesar das TARVS suprimirem as cargas Virais a
niveis quase indetectaveis, a interrupgdo do tratamento ocasiona o retorno da carga viral
niveis de preé-tratamento, sendo assim, os individuos infectados devem comprometer-se
com o tratamento a fim de manter suprimida a replicacdo do HIV (DAHABIEH et al.,
2015).

O tratamento é formado por uma terapia inicial atrelada a uma terapia alternativa.
A primeira linha de tratamento consiste em um esquema terapéutico prescrito assim que
¢ confirmado o diagndstico ou até 7 dias ap6s. Ndo havendo a supressdo viral e
restauracdo da imunidade do individuo deve ser prescrita uma linha alternativa e assim
sucessivamente (BROJAN et al., 2020).

Antes de serem prescritos 0s medicamentos para 0 paciente, sdo solicitados
exames laboratoriais que incluem contagem dos linfocitos T CD4+, carga viral do HIV,
genotipagem do virus para resisténcia a medicamentos, avaliacdo das fungfes renais e
hepaéticas, testes soroldgicos para hepatites (especialmente hepatites B e C) e avaliacdo
de estado de gravidez. As funcgdes hepaticas e renais devem ser monitoradas e avaliadas
de 2 a 8 semanas apos o inicio da terapia medicamentosa. A carga viral deve ser avaliada
a cada 4 semanas até gque se torne indetectavel, entdo, repetir os testes de 3 a 6 meses.
Pacientes que demonstram estabilidades na TARV podem ser acompanhados a cada 6
meses (DHHS, 2021). Os tratamentos atuais ndo sdo apenas eficazes na deple¢do da
replicacdo viral, mas também estdo associados a reacdes adversas mais favoraveis,
podendo ser administrados uma vez ao dia e podem estar disponiveis em regimes
combinados de comprimido Unico (KWONG et al., 2020).

Segundo as diretrizes do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT,
2018) o SUS (Sistema Unico de Salde) disponibiliza seis classes de medicamentos
distintas que compdem a terapéutica, sendo elas (BROJAN et al, 2020):

1) Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa (NRTIs): atuam na
transcriptase reversa tornando a cadeia de DNA viral defeituosa para
replicacdo. Exemplos: Abacavir (ABC), Zidovudina (AZT) e Tenofovir
(TDF).

2) Inibidores Ndo-Nucleosideos da Transcriptase Reversa (NNRTIs): impedem
a replicacdo do RNA viral dentro dos linfocitos T CD4. Exemplos: Efavirenz
(EFZ), Nevirapina (NVP) e Etravirina (ETR).

3) Inibidores de Protease (IP): agem bloqueando a protease que fragmenta as

proteinas virais sintetizadas na célula hospedeira, restringindo a agdo e
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multiplicacdo do virus. Exemplos: Atazanavir (ATV), Lopinavir (LPV) e
Saquinavir (SQV).

4) Inibidores de Integrase (INI): inibem a enzima que integra o0 RNA viral no
DNA da célula hospedeira. Exemplos: Dolutegravir (DTG) e Raltegravir
(RAL).

5) Inibidores de Fusdo (IF): impedem a fusdo da membrana viral com a

membrana celular. Exemplo: Enfuvirtida (T20).

6) Inibidor de CCR5: blogueia o receptor CCR5, proteina de membrana,

impedindo a ligacdo do HIV e consequente infeccdo da célula hospedeira.

Nos Estados Unidos os protocolos iniciais de TARVs para individuos com HIV
contendo as INIs Bictegravir ou Dolutegravir sdo recomendados como tratamento inicial
para maioria dos pacientes com diagndstico positivo, devido a sua alta tolerabilidade,
seguranca e alta barreira a resisténcia, também se leva em consideracdo a baixa carga de
comprimidos e pouca interagdo medicamentosa. Protocolos terapéuticos baseados em
INIs resultam em uma repressdao mais rapida que tratamentos com IPs ou NNRTIs
(GANDHI et al., 2023).

Jano Brasil o protocolo inicial € composto por trés medicamentos antirretrovirais,
sendo dois NRTIs — geralmente, tenofovir alafenamida, tenofovir disoproxil fumarato,
emtricitabina, abacavir ou lamivudina - e outro medicamento de classe distinta podendo
ser NNRTI ou IP — como darunavir, atazanavir - ou farmacos da classe INI, sendo 0s mais
aprovados para o tratamento: bictegravir, dolutegravir, elvitegravir e raltegravir. (PCDT,
2018; KWONG et al., 2020). O protocolo terapéutico inicial recomendado pelo PCDT €
0 uso de Lamivudina, Tenofovir e Dolutegravir, principalmente quando ndo héa
comorbidades ou algum tipo de restricdo relacionada, como tuberculose ou gravidez
(BROJAN, 2022).

Protocolos que associam Dolutegravir a dois NRTIs citados anteriormente
(tenofovir e lamivudina) ndo podem ser prescritos para mulheres gravidas ou tentando
engravidar, nem para pessoas com tuberculose, pois ambas as formas de tenofovir
possuem reacOes adversas potenciais, que incluem efeitos na funcdo renal e na densidade
mineral 6ssea (KWONG et al., 2020), além de apresentar reacGes medicamentosas
adversas mais graves quando associado a antibioticos e anti-inflamatorios, ambas as
interacBes medicamentosas sdo mais acentuadas por aumentar atividade nefrotoxica do
tenofovir. J& a Lamivudina apresenta interacGes graves com antibioticos, antifingicos,

anti-hipertensivos, antilipémicos, antimalaricos, narcéticos, anticonvulsivantes,
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antiespasmadicos, antirretrovirais, antihelminticos, antirreumaticos, benzodiazepinicos,
retindides e tireostaticos (KWONG et al., 2020).

As classes NRTI e NNRTI atuam de maneira similar, interrompendo a enzima
transcriptase reversa (RT). Ao impedir o funcionamento da RT, o virus do HIV tornou-
se incapaz de sintetizar aminoacidos essenciais necessarios para a replicacdo (KWONG
et al., 2020). Os inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (NNRTIs)
atualmente mostram-se importantes nas terapias de combinagdo de drogas, ou seja, na
terapia antirretroviral altamente ativa, 0s NNRTI sdo usados para o tratamento do HIV-1
dada a sua atividade antirretroviral Unica, sua alta especificidade e baixa toxicidade. Trés
farmacos dessa classe sdo usados clinicamente (efavirenz, nevirapina e delavirdina)
podendo inibir a proliferagdo do HIV do tipo selvagem, embora a Etravirina, demonstra
alto potencial contra mutacdes ja resistentes a primeira linha medicamentosa das TARVsS
(ZHAN, et al, 2011). Entretanto os NNRTI possuem uma barreira genética relativamente
baixa a resisténcia. De modo geral essa classe de farmacos interage com uma bolsa
hidrofébica dentro da enzima transcriptase reversa do HIV-1. Quase todas as muta¢des
referentes a resisténcia dos NNRTIs se localizam no dominio da RT onde se localiza o
bolsdo hidrofébico. Devido a baixa resisténcia genética, ha um alto indice de resisténcia
cruzada dentro dessa classe de drogas (NASTRI, et al 2023). Sendo assim existe uma
necessidade de desenvolver NNRTI, altamente potentes, com atividade antiviral de amplo

espectro, além de propriedades farmacocinéticas aprimoradas (ZHAN, et al, 2011).

2.3 Aplicacdo do docking molecular na farmacologia

Métodos computacionais permitem aumentar a eficiéncia da pesquisa em varias
etapas do desenvolvimento de novos farmacos. As ferramentas de identificacdo podem
se concentrar na descoberta de novas classes de compostos de ligacdo, em sistemas de
filtragem e mineracdo de dados para reduzir o numero de entidades quimicas sob
investigacdo (KIRCHMAIR et al., 2011). O docking molecular € uma ferramenta in silico
que permite prever o comportamento entre um receptor alvo (proteina ou DNA) e um
ligante (farmaco) em nivel molecular ou delimitando relagdes estrutura-atividade (PINZI;
RASTELLLI, 2019).

A0 passo que as estruturas quimicas sdo determinadas experimentalmente por

cristalografia de raio-X e/ou por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR)
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o0 docking torna-se cada vez mais usado como ferramenta no planejamento e descoberta
de novos farmacos (PAGADALA et al, 2017).

A simulacdo de docking (encaixe) se inicia com a conformacdo e a orientacéo
(referidas em conjunto como pose) de moléculas no local do receptor alvo (proteina,
RNA, DNA). As estruturas cristalograficas do receptor alvo encontram-se, em sua
maioria, no banco de dados de proteinas PDB (Protein Data Bank) que fornece acesso as
coordenadas atdémicas tridimensionais (TORRES et al., 2019). Os programas que
realizam docking executam um algoritmo de busca no qual a conformacéo do ligante é
avaliada N vezes até que a convergéncia de energia minima seja encontrada, e a fungéo
de afinidade energia livre de Gibbs (AG) ¢ aplicada para classificar as poses possiveis
com a soma das energias eletrostaticas, interacbes de van der Waals e as interacdes
coulémbicas (PAGADALA et al., 2017).

2.4 Compostos canabindides no contexto da farmacologia

A Cannabis sativa L. pertence a familia Cannabaceae, classificada inicialmente
por Linnaeus em 1753. E uma planta herbacea anual, podendo chegar dependendo da
variedade até 4 metros de altura, didica, com caule ereto e folhas palmadas esticadas, as
inferiores opostas e as superiores alternas. Originalmente cultivada na Asia central,
atualmente distribuida nas regides temperadas, tropicais e subtropicais do mundo
(LOPEZ et al., 2014).

Além de suas propriedades alucindgenas, os derivados da Cannabis tém sido
amplamente estudados mediante suas aplicacdes industriais e farmacéuticas. As sementes
vém sendo frequentemente utilizadas, desde os tempos antigos pelas civilizagbes
asiaticas, e comercialmente como fonte de déleo comestivel, e potencial suplemento
alimentar (IFTIKHAR et al., 2021). Industrialmente, as fibras do floema podem ser
usadas na fabricacéao de fibras longas (fibras celulésicas com alto indice de tracdo) como
alternativa para substituir parcialmente alguns plasticos como Blend (FREIRE, 2021).

Na farmacologia, os canabindides sdo o grupo principal de metabdlitos
secundarios da Cannabis, podem desempenhar importante papel no controle da diabetes
(SUTTIHUMSATIDA; PANICHAYUPAKARANANT, 2020) e no combate a células
cancerosas, ndao apenas pelos efeitos citotoxicos como efeitos putativos que inibem a
metastase de inUmeras linhagens cancerosas (NAHLER, 2022). Também sao
evidenciados estudos de preparacdes farmacéuticas com canabidiol purificado
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(Epidiolex®) como uma opgao eficaz no tratamento de pacientes com sindrome de Dravet,
Lennox-Gastaut e esclerose tuberosa (ARZIMANOGLOU et al., 2020). Blaskovich e
colaboradores relatam em estudo que o canabidiol possui excelente atividade contra
biofilmes bacterianos, baixa propensdo de induzir resisténcia e eficacia tépica in vivo
contra as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Clostridioides
difficile (BLASKOVICH et al., 2021).

O termo Canabindides se refere aos metabdlitos secundarios encontrados
nos extratos da Cannabis sativa, consistem em grupos Alquil Resorcinol e Monoterpenos.
A planta possui mais de 60 compostos terpenos fenolicos denominados de
fitocanabindides, desses, 0 mais estudado é A9-tetrahidrocanabinol (THC) (Figura 4) que
representa o principal componente ativo capaz de induzir reaces psicéticas agudas
transitérias em individuos previamente saudaveis, ligando-se a receptores especificos
acoplados a proteina G, denominados canabindides (CB1 e CB2) (ASATI et al., 2017).

Tais receptores estdo envolvidos em respostas a dor, humor e memoria. A alta
afinidade do THC com receptores CB1 é a provavel causa do efeito psicotrépico, contudo,
também ¢ relatado efeito analgésico, relaxante muscular e anti-inflamatorio
(GHAVANLOO; RUBEN, 2022). Em contrapartida, 0 CB2 é altamente expresso na
periferia, incluindo células imunes, como mondcitos, linfocitos B e T, células dendriticas
e mastocitos.

O Canabidiol (CBD) (Figura 4) interage com ambos os receptores, CB1 e CB2,
porém com menor afinidade, apresentando potenciais aplicacfes terapéuticas que incluem
atividades anti-inflamatorias, efeitos antipsicéticos e antiepilépticos, como também a
modulacéo do sistema imunoldgico e do sistema nervoso central (NASRIN et al., 2023).

Figura 4. Principais fitocanabinoides com aplicacdo farmacoldgica.

CH,

B 4etrahydrocannabinol (TCH)  Cannabidiol (CBD)

Fonte: retirado de ASATI et al. (2017).
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Evidéncias apontam para um possivel uso do CBD e do THC no tratamento de
infeccOes virais. Lowe e colaboradores evidenciaram uma bioatividade do CBD contra a
hepatite viral tipo C (HCV) (LOWE et al., 2017). Outro estudo demonstrou a eficacia do
CBD de reduzir a proliferacdo e induzir a apoptose em células infectadas pelo herpes
virus associado ao sarcoma de Kaposi (MAOR et al.,, 2012). Chen e colaboradores
demonstraram a modulagéo de resposta imuno-especifica e ativacao celular aumentadas
na presenca de THC (CHEN et al., 2015).

Jaem 2022, estudos relacionados ao virus SARS-CoV 1/2, causador da pandemia
do COVID-19, avaliaram as atividades do THC, CBD e derivados como promissores
candidatos contra a infecgdo. O THC e CBD apresentaram dupla agdo em relacdo a dois
alvos selecionados, ambos mostraram ag&o inibidora da principal protease viral, além de
inibicdo de enzimas conversoras de angiotensina humana 2 (PITAKBUT et al., 2022). O
estudo conduzido por Altyar e colaboradores evidenciou a possibilidade de CBD e alguns
de seus derivados atuarem positivamente como possiveis candidatos a farmacos contra a
infeccdo por COVID-19 (ALTYAR et al., 2022).

Estudos mostram que o uso de Cannabis em individuos com HIV-1 pode estar
associado a menor contagem de carga viral, reducdo na quantidade de mondcitos CD16+
circulantes e CD4+ e aumento na contagem de linfécitos T. O CBD se mostrou eficaz na
reducdo do nimero de vesiculas extracelulares por células infectadas pelo HIV-1,
potencialmente através da regulacdo da transcricao viral e restauracdo da via de autofagia
(DeMARINO et al., 2022).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar, por meio de ferramentas computacionais, a potencial acdo de compostos

canabindides na inibigdo da atividade da transcriptase reversa do virus do HIV-1.
3.2 Objetivos especificos

e Realizar simulac6es de docking molecular entre a transcriptase reversa do
virus do HIV-1 e compostos canabindides.

e Realizar simulac¢Ges de docking molecular entre a transcriptase reversa do
virus do HIV-1 e o farmaco antirretroviral Etravirina.

e Determinar as energias de ligacdo entre a enzima e cada composto
avaliado.

e [Estabelecer as interacGes intermoleculares envolvidas na interacdo

enzima-composto canabinoide.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencao e otimizacdo das moléculas ligantes

Para realizacdo deste estudo, foram selecionadas as seguintes moléculas para
comparagao da afinidade e modos de interagdes intermoleculares na subunidade P66 da
transcriptase reversa: O canabidiol (CBD) foi escolhido por demonstrar modulagéo da
infeccdo do HIV em Macrofagos reduzindo a propagacéo viral (TOMER, et al, 2022),
delta 9 tetrahydrocannabinol (THC) pode efetivamente inibir a atividade do HIV-1 pela
interacdo de residuos importantes no sitio ativo, devido a forte interacdo entre a molécula
e a transcriptase reversa (ESMAEILI et al., 2020). Os &cidos canabindlico e &cido
canabicicl6lico foram selecionados por demonstrarem melhores energias de interacdo
com ligantes do virus (SARS-CoV-2) (ALTYAR et al., 2022) (Figura 5).

Figura 5. Compostos canabinoides (ligantes) selecionados para o ensaio in silico no sitio ativo da

transcriptase reversa do HIV.

Canabidiol A9-tetrahidrocanabinol

Acido canabinolico Acido canabiciclélico

Fonte: retirado do Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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As estruturas quimicas dos ligantes foram obtidas no banco de dados PubChem
no formato SDF (structure-data file format), com os seguintes cddigos canabidiol
(644019), A9-tetrahidrocanabinol (16078), acido canabindlico (3081990), acido
canabiciclolico (71437560) e etravirina (193962). Em sequéncia, utilizando o programa
Avogadro as estruturas foram submetidas ao campo de forca MMFF94 (Merck Molecular
Force Field 94) para otimizacdo e minimizacdo de energia. Esse campo de forca foi
escolhido por fornecer pardmetros bem definidos para mais de 20 estruturas quimicas
sendo capaz de tratar um grande numero de conformacGes de grupos funcionais
empregando distribuicoes de carga ‘“aprimoradas” que emulam o efeito da

polarizabilidade na amplificacdo de interacdes quimicas (HALGREN, 1996a).

4.2 Obtengdo e tratamento da estrutura cristalografica da transcriptase

reversa do HIV-1

A estrutura cristalografica da transcriptase reversa do HIV-1 (HIV-rt), foi obtida
no PDB (Protein Data Bank), sob o codigo 4G1Q. Este banco de dados tem servido como
recurso de dados digitais em acesso aberto em biologia hd mais de 50 anos. Atualmente
abriga mais de 200.000 estruturas em 3D determinadas experimentalmente de proteinas,
acidos nucléicos e seus complexos entre si, como cofatores enzimaticos, inibidores e
outras pequenas moléculas, os métodos de aquisicdo dessas estruturas podem variar de
cristalografia de raio-x, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR),
microscopia eletrénica 3D- 3DEM (BURLEY, et al 2022). Foi utilizado o cédigo 4G1Q
(BAUMAN, et al 2012), o cristal da estrutura foi alcancado pelo método de difracdo de
raio-x, com resolucdo de 1,51 A considerada 6tima para o estudo. O tratamento da
estrutura foi realizado utilizando o software PyMol 2.5.4 com a remocdao de moléculas de
agua e ions de sulfato, ions de magnésio, atomos de 1,2- etanodiol, 4-{[4-({4-{(E)-2-
cianoetil]-2,6-dimetilfenil}amino)pirimidina-2-ilJamino benzonitrila C 22 H 18, pois tais
moléculas poderiam influenciar na formagdo de complexos entre o ligante de interesse e

o0 sitio ativo.

4.2.1 Definigéo do grid center

Para estabelecer as coordenadas do grid center (Tabela 1), foi utilizado o
programa Discovery Studio Visualizer (BIOVIA, 2021) usando como referéncia a posigdo

do ligante 65B (4-({6-amino-5-bromo-2-[(4-cyanophenyl)amino]pyrimidin-4-yl}oxy)-
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3,5-dimethylbenzonitrile) da estrutura cristalina da transcriptase reversa em complexo

com Etravirina (Figura 6).

Tabela 1 - Coordenadas adotadas para Grid center utilizado nas simula¢@es de docking molecular.

Receptor Coordenadas

Eixo X Eixo Y Eixo Z

Transcriptase reversa do HIV-1 9,575 12,623 16,977

Fonte: autoria propria (2023).

A Etravirina trata-se de medicamento usado como agente antirretroviral,
especificamente um inibidor NNRTI de terceira geragdo, recomendado no tratamento do
HIV-1 em adultos comprovadamente resistentes a outros NNRTI. Age na inibicdo direta
da enzima transcriptase reversa do virus, se ligando a uma bolsa adjacente ao sitio
catalitico da transcriptase resultando na inibicao alostérica da polimerase dependente do
DNA e RNA, impedindo que haja a sintese do cDNA (cdpia de DNA) (DRUGBANK,
2023; SCHRIJVERS et al., 2013).

Figura 6. Estrutura da transcriptase reversa em complexo com o ligante de referéncia (65B) em destaque.

Fonte: autoria propria (2023).
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O sitio de ligacdo esta localizado na subunidade P66 da transcriptase reversa, que
abriga o sitio funcional da polimerase, o dominio RNase H e o sitio de ligacdo néo
nucleosideo. Inibidores da classe NNRTIs se ligam em um bolso ligacdo NNIBP, que é
um bolso hidrofébico adjacente ao sitio ativo da polimerase reversa (~10 A). O NNIBP
ndo existe em estruturas de HIV-rt que ndo possuam algum NNRTI ligado,
consequentemente esse bolso adjacente ele é criado a partir do rearranjo estrutural do
primer e dos anéis aromaticos contendo residuos Y181 e Y188, logo esse rearranjo trava
0s subdominios do polegar e dos dedos em uma conformacgdo hiperestendida
(SARAFIANOS et al., 2010). Um NNRTI pode se ligar no NNIBP por trés entradas
possiveis, a mais comum € a entrada da interface da P66/P51 que é cercada por residuos
de Lys101, Lys103 e Val 179. Alguns inibidores podem entrar por uma abertura proxima
ao Pro236, inibidores como CP-94,707 conseguem entrar pela propria regido do sitio
ativo da polimerase (DAS et al., 2007).

4.3 Docking molecular

Para o desenvolvimento dos ensaios in silico, a plataforma de Web Service de
programa computacional independente DockThor foi escolhida para realizagdo dos
atracamentos moleculares. A plataforma, de acesso gratuito, foi desenvolvida pelo Grupo
de Modelagem Molecular em Sistema Bioldgicos no Laboratério Nacional de
Computacdo Cientifica (https://dockthor.Incc.br/v2/), é acoplada ao computador de alto
desempenho Santos Dumont, suportando experimentos de triagem virtual com até 200
compostos para visitantes e podendo chegar até 5.000 compostos para projetos
cadastrados (GUEDES et al., 2021). Neste estudo, os parametros utilizados na submisséo
das moléculas para no DockThor foram: tamanho da caixa, 24 A; discretizacdo, 0,25 A;
total de pontos da grade, 912673.

O DockThor leva em consideracdo o ligante na forma flexivel e um receptor
rigido, fundamentado em um algoritmo genético de multiplas solugdes, usa informacdes
fenotipicas baseada no desvio médio da raiz das conformagdes de ligantes geradas e um
tamanho de torneio dindmico (MAGALHAES et al., 2014).

As interacOes eletrostaticas entre a proteina-ligante e as forcas de van der Waals
(vdW) sdo calculadas usando o campo de forca MMFF94s (MAGALHAES et al., 2014).
Esse campo de forca de Merck adota uma forma especial de "Buffered-14-7" (Buf-14-7)

para as interacfes de vdW e emprega a similaridade de Coulomb usando cargas atbmicas
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parciais construidas de forma direta relacionando a polaridade das ligac6es. Isso permite
que o campo de forca possa ter uma ampla gama de estruturas e interacbes quimicas
(HALGREN, 1996b).

As moléculas de interesse foram submetidas ao DockThor, sendo adicionado
hidrogénios aos ligantes, que correspondem a correcdo dos estagios de protonacdo. Foi
avaliado tamanhos diferentes de caixa, até que padronizasse o tamanho de 24 A que
melhor cobria a regido do bols&o de ligagdo NNIBP.

4.4 Analise dos resultados

A visualizacdo do atracamento entre receptor-ligante obtidos no DockThor foi
realizada através do programa Discovery Studio Visualizer (BIOVIA, 2021), onde foram
gerados os diagramas 2D das interagdes intermoleculares entre receptor-ligante e as
comparagOes de posicdo entre o farmaco controle e as moléculas investigadas. O
programa Visual Molecular Dynamics (VMD) foi usado para gerar as imagens de
sobreposicao dos derivados canabindides em comparagéo a posicdo espacial do farmaco

controle no sitio ativo da transcriptase reversa.



29

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Energias de interacdo do complexo HIV-rt/composto canabindide

Para analise das interagdes entre proteina-ligante, foram consideradas as melhores
energias de interagdo assim como as melhores posicdes de encaixe entre a molécula de
interesse e a proteina alvo obtidas no ranqueamento do DockThor, como demonstrado na
tabela 2. As previsdes de afinidade das classificacbes de complexos proteinas-ligante sdo
alcancadas com o DockTScore, que € uma funcdo de pontuacdo empirica linear, onde
leva em consideracdo termos importantes para a ligagdo, como interagdes

intermoleculares, entropia de ligantes e dessolvatacdo (GUEDES et al, 2021)

Tabela 2. Valores de energia de afinidade e energia total entre ligantes e a HIV-rt.

Ligantes Afinidade Energia Total
g (kcal/mol) (kcal/mol)

| | | |
Canabidiol -6.589 51.977

| ] ] 1
A9-tetrahidrocanabinol -7.071 31.274

. T T 1
Acido canabinolico -7.488 57.497

— T T 1
Acido canabicicldlico -7.273 40.788

| | | |
Etravirina -6.711 12.864

Fonte: autoria propria (2023).

5.2 Interacgdes intermoleculares entre HIV-rt e os derivados canabinoides

5.2.1 Canabidiol (CBD)

Os resultados das interacfes intermoleculares entre o ligante canabidiol e a
transcriptase reversa do virus do HIV tipo 1 encontram-se detalhados na tabela 3 e o

diagrama 2D na figura 7.

Tabela 3. Resumo das interagdes intermoleculares entre o canabidiol e a HIV-rt.

Interacao n° de Distancia de ligacao Residuo de liaacso
intermolecular interacOes A) gag
I T T T 1
Ligacéo de Hidrogénio 1 1.56 Asparagina (A:498)
I T T T 1
. 3.99 Alanina (A:538)
Alqui 2 4.08 Alanina (A:538)
I T T T 1
pi-alquil 2 4.70 Histidina (A: 539)

5.44 Histidina (A: 539)
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pi-anion 1 3.11 Glutamina (A:478)

Fonte: autoria propria (2023).

Figura 7. Diagrama 2D de interag¢Oes intermoleculares entre o canabidiol e a transcriptase reversa
do HIV-1.

ASN
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Fonte: autoria propria (2023).

5.2.2 A9-tetrahidrocanabinol (THC)

Os resultados das interagbes intermoleculares entre o ligante A9-
tetrahidrocanabinol e a transcriptase reversa do virus do HIV tipo 1 encontram-se
detalhados na tabela 4 e figura 8.

Tabela 4. Resumo das interagdes intermoleculares entre o A9-tetrahidrocanabinol e a transcriptase
reversa do HIV-1

Interacdo n° de Distancia de ligacao Residuo de ligacio
intermolecular interacdes A gag
T T T T 1
2.77 Asparagina (A:549)
Ligacdo de Hidrogénio 3 2.72 Asparagina (A:474)
1.93 Serina (A: 553)
T T T T 1
Alqui 1 4.16 Alanina (A: 538)
T T T T 1
i_alqui 1 5.27 Histidina (A: 539)
pi-alg 4.01 Alanina (A:445)

Fonte: autoria propria (2023).
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Figura 8. Diagrama 2D de intera¢Ges intermoleculares entre o A9-tetrahidrocanabinol e a transcriptase
reversa do HIV-1.
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Fonte: autoria propria (2023).

5.2.3 Acido canabindlico

Os resultados das interacdes intermoleculares entre o ligante acido canabindlico e
atranscriptase reversa do virus do HIV tipo 1 encontram-se detalhados na tabela 5 e figura
9.

Tabela 5. Resumo das interagdes intermoleculares entre 0 4cido canabindlico e a transcriptase reversa do

HIV-1
o S L
Interacdo intermolecular N de~ PIBEEE e [EEED Residuo de ligagéo
interacdes A
| I | | 1
- . o 1.76 Asparagina (A:474)
Ligagéo de Hidrogénio 2 203 Arginina (A:448)
| I | | 1
- . A 2.90 Arginina (A: 448)
Ligacdo Carbono-hidrogénio 2 291 Treonina (A:473)
| I | | 1
Alqui 1 4.09 Lisina (A:451)
| I | | 1
i_cation 9 481 Lisina (A: 451)
P 3.62 Arginina (A:448)

Fonte: autoria prépria (2023).
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Figura 9. Diagrama 2D de interacfes intermoleculares entre o acido canabindlico e a transcriptase reversa
do HIV-1.
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Fonte: autoria propria (2023).

5.2.4 Acido canabiciclélico

Os resultados das interacdes intermoleculares entre o ligante &cido canabiciclélico
e a transcriptase reversa do virus do HIV tipo 1 encontram-se detalhados na tabela 6 e

figura 10.

Tabela 6. Resumo das interacdes intermoleculares entre 0 &cido canabiciclélico com a transcriptase
reversa do HIV-1.

n° de Distancia de ligagédo

Interacdo intermolecular interacoes A) Residuo de ligacdo
| | | | 1
1.76 Asparagina (A: 474)
Ligac&o de Hidrogénio 3 1.94
2.17 Arginina (A: 448)
| | | | 1
- . A 2.95 Treonina (A: 473)
Ligacdo Carbono-hidrogénio 2 2 62 Treonina (A: 473)
| | | | 1
Alqui 1 5.10 Lisina (A: 451)
| | | | 1
pi-cétion 1 3.60 Arginina (A: 448)

Fonte: autoria propria (2023).
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Figura 10. Diagrama 2D de intera¢@es intermoleculares entre o &cido canabiciclélico e a transcriptase
reversa do HIV-1.
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Fonte: autoria propria (2023).

5.2.5 Etravirina

Os resultados das interacGes intermoleculares entre o ligante de referéncia

(controle) Etravirina e a transcriptase reversa do virus do HIV tipo 1 encontram-se

detalhados na tabela 7 e figura 11.

Tabela 7. Resumo das interagfes intermoleculares entre o ligante controle (ETRAVIRINA) com a
transcriptase reversa do HIV-1.

o oA L
Interacdo intermolecular . n deN Distancia de ligagdo Residuo de ligagéo
interagdes A)
T T T T 1
1.82 Glutamina (A:478:0E2)
2.67 Asparagina (A: 443:0D1)
Ligac&o de Hidrogénio 5 2.77 Asparagina (A:443:0D2)
2.99 Asparagina (A:443:0D2)
211 Asparagina (A:549:0D1)
T T T T 1
N i - 2.70 Arginina (A:448-HD1)
Ligacdo Carbono-hidrogénio 2 308 Histidina (A: 539-HE1)
T T T T 1
Alqui 1 4.43 Alanina (A: 445)
T T T T 1
pi-alquil 1 4.55 Histidina (A: 539)
T T T T 1
Pi-doador 1 2.95 Asparagina (A: 474-HD22)

Fonte: autoria propria (2023).
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Figura 11. Diagrama 2D de interacBes intermoleculares entre o Etravirina e a transcriptase reversa do
HIV-1.

[ van der Waals
[l Ligacio de hidrogénio

- Ligagdo Carbono-hidrogénio
[ Ligagéo de hidrogénio com Pi A:553
I Alquil

[Jei-Alquil

Fonte: autoria propria (2023).

As interacBes entre proteina-ligante sdo geralmente de natureza ndo covalente
garantindo assim a reversibilidade da reacdo. Os tipos de interagdes mais comuns sdo
contatos hidrofdbicos, ligacbes de hidrogénio e reagdo, por exemplo, de pi-cation que
acabam por ser mais raras (SALENTIN et al., 2014).

As ligacbes de hidrogénio séo consideradas as mais importantes de todas as
ligagOes ndo covalentes, e podem aumentar a afinidade de um ligante em uma ordem de
grandeza com cada ligacéo de hidrogénio adicional (KLEBE; BOHM, 1997). As ligagdes
de hidrogénio sdo formadas por um grupo doador (DH) que fornece uma extremidade
positiva na forma de atomo de hidrogénio e um grupo aceptor (A) de alta densidade
eletronica (SALENTIN et al., 2014). Também apresentam a menor distancia, variando
entre 1.7 a 2.4 A, quando comparadas a outras interaces, esse fato pode ser um indicativo
da forca de atracéo resultante da eletronegatividade (CHEN et al., 2016). Dessa forma, o
ligante canabidiol estabeleceu apenas uma ligagdo de hidrogénio, o A9-
tetrahidrocanabinol trés ligacOes, o &cido canabinolico ligagdes de hidrogénio
convencionais e duas do tipo carbono-hidrogénio, como também o acido canabiciclolico
estabeleceu trés ligagdes de hidrogénio e duas ligacbes do tipo carbono-hidrogénio.

Interacdes hidrofobicas com vista no grupamento alquil, que sdo hidrocarbonetos
ndo ramificados derivados da saida do a&tomo de hidrogénio de um grupamento alcano,
sdo individualmente fracas, em solugdo aquosa podem vir a reduzir a area de superficie

acessivel a moléculas de dgua o que resulta no aumento de agua no volume acompanhado
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de um ganho da entropia. Como também ocorre em intera¢6es do tipo pi-alquil na qual
h& uma interacdo na nuvem de elétrons entre um grupo aromatico e um grupo de elétrons
pertencente ao grupo alquil, formando ligagcdes do tipo hidrofobicas, dessa forma, em
complexo proteina-ligante, pareamentos entre aminoacidos hidrofobicos e ligantes
correspondentes seguem esse mesmo principio, porém essa interacdo pode ser
considerada importante para o reconhecimento de um ligante na proteina (SALENTIN,
etal., 2014; BARREIRO; FRAGA, 2014).

A interacdo do tipo pi-cation é essencialmente eletrostatica, pois o cétion
(carregado positivamente) interage com a nuvem de elétrons (carregados negativamente)
de sistemas pi, e pode ou ndo ser forte dependendo da natureza do cétion se €
coordenadamente saturado e da natureza do aceitador pi. S&o relatadas a formacdo de
interacdo do tipo pi-cation com arginina em complexo de ribonucleases de dominios
Tudor, exercendo um papel importante no reconhecimento molecular (MAHADEVI;
SASTRY, 2012). Sendo assim, pode-se observar que o canabidiol estabelece duas
interages com grupo alquila e o A9-tetrahidrocanabinol apenas uma ligagéo alquil e uma
interacdo com nuvens de elétrons, formando pi-alquil. De forma similar, pode ser visto
que ambos os acidos canabindlico e canabiciclolico estabelecem uma ligacdo com

grupamento alquil e uma interacéo do pi-cétion.
5.3 Comparacdo entre a posi¢do do ligante controle com os ligantes avaliados
Foi realizada uma analise comparativa entre a disposicdo espacial do farmaco

Etravirina no bolsdo de interacdo NNIBP da regido do sitio ativo da transcriptase reversa

e a posicdo ocupada pelos compostos canabinoides (Figura 12).
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Figura 12. Vis8o espacial da disposi¢do entre os ligantes avaliados e a Etravirina (em amarelo). (A) Canabidiol
em rosa; (B) A9-tetrahidrocanabinol em vermelho; (C) Acido canabindlico em laranja; (D) Acido

canabiciclélico em azul.

A B

Fonte: autoria propria (2023).

A posicdo dos ligantes quando comparados a posicdo do farmaco controle
Etravirina indica que todos os ligantes ocupam 0 mesmo espago no bolséo de ligacdo do
sitio ativo. Tal posicionamento sugere que pode haver uma atividade biologica desses
ligantes na regido selecionada.

Ao comparar o valor de energia de afinidade (interacdo) apresentado pelo
antirretroviral Etravirina (-6.711 kcal/mol) e o nimero de liga¢des de hidrogénio (5) com
os valores apresentados pelo A9-tetrahidrocanabinol (-7.071 kcal/mol, 3 ligagOes de
hidrogénio) e acido canabicicldlico (-7.273 kcal/mol, 3 ligacbes de hidrogénio), e
sabendo que quanto mais negativa for a energia de afinidade, mais favoravel é a interagéo
proteina-ligante, observa-se que tais compostos canabindides podem apresentar uma forte
interacdo, e consequentemente, acdo bioldgica no sitio ativo da transcriptase reversa do

HVI tipo 1, similarmente a agéo da Etravirina.
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6. CONCLUSAO

Apesar dos avangos no desenvolvimento de terapias antirretrovirais eficazes, o
HIV continua sendo um desafio para saide publica devido aos efeitos colaterais dos
medicamentos e ampla capacidade das mutagdes virais desenvolverem resisténcia as
terapias convencionais, aumentando a chance de transmissdo de cepas resistentes aos
farmacos em circulagdo. Por isso, este trabalho desdobrou-se em avaliar potenciais
moléculas derivadas de canabindides que possam vir a inibir a transcricdo viral.

Os resultados obtidos por meio do docking molecular demonstram que o A9-
tetrahidrocanabinol apresenta similaridades de encaixe com a etravirina, demonstrando
grau de afinidade até maior que a molécula controle, sugerindo uma potencial atividade
inibitéria do A9-tetrahidrocanabinol. Assim como o &cido canabiciclélico apresentou a
melhor energia de afinidade entre todos, contudo um alto valor de energia total, o que
pode limitar a formacgdo do complexo proteina- acido canabiciclélico.

O canabidiol por apresentar apenas uma ligacdo de hidrogénio com a enzima e
energias de afinidade e energia total com valores distantes da molécula controle
(etravirina), indica que tal molécula pode ndo apresentar acdo inibitoria na transcricao
viral.

Sendo assim, os dados apontam para uma possivel acdo inibitoria dos compostos
A9-tetrahidrocanabinol e &cido canabiciclolico. Entretanto, se faz necesséria a realiza¢éo
de testes in vitro e in vivo para determinar a magnitude da acdo inibitoria e quais possiveis

efeitos colaterais 0 uso desses isolados canabinoides poderiam vir a apresentar.
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