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RESUMO

O Virus da imunodeficiéncia humana (HIV), causador da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), € um retrovirus que possui glicoproteinas
altamente virulentas que invadem o linfocito TCD4+ através de seus receptores CCR4
e CXCRS5. O ciclo biolégico do HIV é mediado pelas enzimas protease, transcriptase
e integrase. A HIV-1 protease € uma enzima que esté presente na fase final do ciclo
bioldgico, onde ocorre a maturagéo do virus e € um importante alvo farmacolégico. O
objetivo principal deste projeto € verificar os efeitos das mutacées D30N, I184A e M46l
na enzima protease HIV-1 e na formag&o do complexo com o inibidor nelfinavir atraves
de técnicas de dindmica molecular e bioinformatica. Os resultados baseados nas
analises estruturais mostraram diferencgas estruturais entre os sistemas estudados. O
sistema 10OHR apresentou uma conformacdo fechada, os sistemas D30N e
D30N_I84A M461 apresentaram conformacédo semi-aberta e o sistema D30N_I84A
apresentou conformacédo aberta, em que o Ultimo apresentou menor valor de energia
livre e maior instabilidade nas analises de RMSD, porém a maior flutuacao de residuos
de aminoacidos. As analises tedricas mostraram a importancia na resisténcia da dupla
mutacdo D30N_I84A e a capacidade de reestruturacdo conformacional da mutagéao
M46l e capacidade catalitica.

Palavras chave: HIV, Protease, Nelfinavir, Dinamica Molecular, Mutacdes



ABSTRACT

The Human Immunodeficiency Virus (HIV), which causes acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS), is a retrovirus that has highly virulent
glycoproteins that invade the CD4 + T lymphocyte through its CCR4 and CXCR5
receptors. The biological cycle of HIV is mediated by the protease, transcriptase and
integrase enzymes. HIV-1 protease is an enzyme that is present in the final phase of
the biological cycle, where virus maturation occurs, and is an important
pharmacological target. The main objective of this project is to verify the effects of the
D30N, I84A and M461 mutations on the HIV-1 protease enzyme and the complex
formation with the nelfinavir inhibitor through molecular dynamics and bioinformatics
techniques. The results based on the structural analyzes showed structural differences
between the studied systems. The 10HR system presented a closed conformation,
the systems D30N and D30N_184A_ M461 presented semi-open conformation and the
D30N_I84A system presented open conformation, in which the latter presented lower
free energy value and greater instability in the RMSD analyzes, however the greater
flotation of residues Of amino acids. The theoretical analyzes showed the importance
in the resistance of the double mutation D30ON_I84A and the conformational

restructuring capacity of the M461 mutation and catalytic capacity.

Keywords: HIV, Protease, Nelfinavir, Molecular Dynamics, Mutation
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1. INTRODUCAO

O Virus da Imunodeficiéncia humana (HIV), o causador da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), é um retrovirus pelo seu material genético ser de
RNA promovendo a transcri¢do reversa para DNA. Pertence a familia Retroviridae e
sub-familia Orthoretrovirinae e género Lentivirus (IARC, 2012). Trata-se de um virus
esférico envolvido por uma bicamada lipidica com seu envelope constituido por
glicoproteinas virais, as gp120 e gp41, no interior de seu capsideo estdo presentes 0
material genético de RNA, as enzimas protease, transcriptase reversa e a integrase
(Freed & Martin, 2007). O Linfécito TCD4+ é o principal alvo do HIV através da ligacao
especifica dos receptores CCR5 e CXCR4, e ha uma mudanca de conformacao das
gp120 e gp41 para liberar o peptideo de fusdo onde ocorre a entrada do virus através
da fusdo da célula com o virus liberando o seu material genético e enzimas virais
(Broder &Collman, 1997).

Existem dois tipos de HIV sendo que o HIV-2 & menos virulento. Até o ano de
2011 foram identificados mais de 600.000 casos de infecgdo por HIV-1 no Brasil,
principalmente em cidades portuarias. Estima-se que em 2025 terdo
aproximadamente 90 milhdes de pessoas infectadas somente no continente africano
e atualmente cerca de 33,5 milhdes de pessoas possuem o virus (Heeney et al, 2006;
Aids Epidemic Update, 2013). O HIV-1 é dividido em quatro diferentes grupos, O, M,
N e P dentre estes o grupo M é o mais prevalente e classificado em nove subtipos e
seis sub-subtipos (Robertson et al, 2000; Plantier et al, 2009). De acordo com a sua
sequéncia genémica o grupo M apresenta os subtipos A, B, C,D, F, G, H,Je K e os
sub-subtipos Al, A2, A3, A4, F1 e F2, além dessas formas, também existem virus
hibridos denominados formas recombinantes circulantes (CRF’s), em que alguns
podem causar pequenas epidemias em determinadas regides (Tebit & Arts 2011,
Peeters et al. 2013).

O estudo do ciclo replicativo do HIV possibilitou a identificagédo de marcadores
para auxiliar no tratamento da infec¢cao, em que uma combinagéo de macromoléculas
gue sdo essenciais para a replicacdo e maturacdo do virus, tenham sua funcéo
interrompida atraveés de farmacos que compde uma combinacdo de farmacos para

ajudar no tratamento da infeccdo. Tais farmacos sao inibidores de transcriptase
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reversa, inibidores de integrase, inibidores de protease e inibidores de fuséo (Brito,
2011).

A enzima protease do HIV-1 realiza a clivagem das proteinas gag e pol, que
formam as proteinas estruturais do virus (Zhengtong; Chu; Wang, 2015), e € um
importante alvo farmacoldgico para o tratamento do HIV, apds a inibi¢cdo desta enzima
sao produzidos virions néo infectivos (Meek, et al, 1990).

Existem 10 inibidores de protease (Indinavir, Ritonavir, Saquinavir, Nelfinavir,
Fosamprenavir, Amprenavir, Lopinavir, Atazanavir, Tipranavir e Darunavir) aprovados
pela U.S Food and Drug Administration (FDA) (Gosh et al, 2011). A funcédo destes
inibidores de protease € bloquear o sitio ativo e estabilizar as ligacdes de hidrogénio
da protease, deixando uma regido com extensa mobilidade conformacional
relacionada ao mecanismo de abertura e fechamento do sitio ativo (flap) (figura 1) em
uma conformacdo fechada, que bloqueia o sitio catalitico da enzima onde se ligariam
0s substratos (os polipeptideos gag e pol), interrompendo assim a matura¢ao do virus,
uma etapa importante no ciclo de replicacéo (Gosh et al, 2008). Em geral, os inibidores
de protease mimetizam uma reacdo do estado de transicdo proteolitico, o inibidor
interage com o sitio ativo da protease através de interacdes hidrofébicas (Wu et al.,
2008).

Deste modo, técnicas computacionais tem emergido como uma grande area
a contribuir para as areas experimentais por fornecer informacdes relevantes
referentes aos sistemas modelados in silico, porém a baixo custo. Permitindo o célculo
de propriedades termodinamicas, determinacdo de estruturas de sistemas
biomoléculares, levando ao planejamento, desenvolvimento e melhoramento de
farmacos promovidos pelo avanco da tecnologia, criando softwares com um menor
tempo de processamento de dados (Bultinck et al, 2003) A partir destes principios
foram analisadas as conformacdes adotadas pela protease do HIV-1 complexada ao
Nelfinavir em seu estado nativo (sem mutagéo), com mutacao simples (D30N), dupla
mutac&o (D30N, 184A), e tripla mutacao (D30N, I84A, M46l).

Mesmo com o avanco da tecnologia, ainda ha um grande impasse no
tratamento devido ao surgimento de cepas resistentes aos farmacos (Cunico; Gomes;
Vellasco Junior, 2008) devido a este fato é importante verificar a acao de diferentes
mutacdes enzimaticas que alteram a forma da enzima e que afetam diretamente a

atividade do inibidor e assim afetando o tratamento do individuo com a infeccao.
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Portanto a elucidagao destes efeitos deve ser determinada para se determinar uma

melhora no tratamento antirretroviral.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 A SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (SIDA)

O primeiro retrovirus descoberto por Gallo et al, (1980), foi denominado Virus
Linfotrépico de Células T Humanas 1 (HTLV 1) e o Virus Linfotropico de Células T
Humanas 2 (HTLV 2), posteriormente em 1983 Barre-Sinoussi et al, isolou um
retrovirus denominado LAV (Virus associado a linfadenopatia). Em 1984 Gallo et al,
identificaram um novo virus em pacientes com Pneumocystis jiroveci, que por ora foi
denominado de HTLV 3. No mesmo ano Levy et al, isolou um retrovirus de pacientes
com AIDS gque foi denominado ARV (retrovirus associado a AIDS). No ano de 1985,
analises genéticas mostraram que os trés eram muito semelhantes e pertenciam a
mesma familia, e a partir disto o ICTV (Comité Internacional de Taxonomia Viral)
classificou os agentes como virus da imunideficiéncia humana HIV. No ano de 2008,

Barre-Sinousi e Montagnier ganharam o prémio Nobel pela descoberta do Virus.

No ano de 1978, surgiram sintomas em HSM (Homem que faz sexo com
Homem) que viviam nos Estados Unidos e na Suécia, de uma doenca que até entdo
era desconhecida e que futuramente viria a ser chamada de AIDS (do inglés - Acquired
Immunodeficiency Syndrome). Descoberto no inicio da década de 1980 durante o
acompanhamento clinico de um paciente com pneumonia causada pelo agente, na
época conhecido como Pneumocystis cariniie, hoje tratado por Pneumocystis jiroveci
e nos Estados Unidos através do isolamento de um virus denominado HIV (Virus da
imunodeficiéncia Humana) através de células de um paciente terminal com

linfadenopatia generalizada (Harms; Feldmeier, 2002; Lee et al, 2009).

A partir deste acontecimento, mais precisamente no ano de 1984 iniciaram-se
pesquisas com o objetivo de isolar o virus de pacientes assintomaticos, em que 0s
individuos que possuiam o virus, mas ndo manifestavam sintomas, ficavam apenas
conhecidos como portadores do virus, porém tratados com as mesmas orientacdes
para que nao viessem a acometer outros individuos a partir de entdo. Verificou-se que

o HIV pertence a familia Retroviridae e, classificado como retrovirus, apresenta como
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caracteristicas genémicas um RNA de duas fitas simples, fato que representa a
principal caracteristica do virus, a transcricdo reversa do seu material genético,

sintetizando DNA através do RNA, utilizando a enzima transcriptase reversa.

Ha um virus denominado virus da imunodeficiéncia simia (SIV), que acomete
o sistema imunologico de macacos. O HIV 1 é derivado de uma cepa de SIV que
infecta chimpanzés da subespécie Pan troglodytes, enquanto que o HIV-2 é derivado
de uma cepa de SIV que infecta chimpanzés da subespécie Sooty mangabey
(Papathanasopoulos et al, 2003). Portanto, acredita-se que esse virus chegou ao
organismo dos seres humanos através do contato com o sangue destes macacos pelo
contato com carne, sangue e até mesmo mordida dos animais infectados, visto que
0s homens que tinham contatos com esses chimpanzés eram cacadores. Estudos
realizados comprovaram a grande semelhanca entre o HIV e o SIV devido a fatores
como similaridade genémica, filogenia, prevaléncia e transmissdo dos virus e seus
hospedeiros, e 0 surgimento dos virus, ja que suas origens derivam da mesma regiao

e possuem relacéo a transmissao entre espécies (Hahn et al, 2000; Marx et al, 2004).

Apbs este acontecido o virus conseguiu se adaptar e tornou-se transmissivel
entre a espécie humana através de fluidos corporais, como sangue, leite materno,
sémen e secrecdo vaginal, o que torna transmissao essa que se torna maior devido
aos costumes e culturas de cada regido do mundo tratando-se de forma

comportamental (Hill; Rosenbloom; Nowak, 2012).

Saldanha, Andrade e Beck, 2009, introduziram um conceito importante para a
sociedade, de que uma pessoa infectada pelo HIV ndo determina que essa pessoa
tenha AIDS, contudo n&o determina a partir de que ponto uma pessoa pode ser
considerada aidética. Por outro lado, mas seguindo a mesma linha de pensamento, o
Departamento de DST (Doencas sexualmente transmissiveis) AIDS e Hepatites Virais
do Ministério da Saude determina a AIDS como um estagio mais avancado da infecgédo
pelo HIV, devido a drastica reducao de células com receptores CD4 como macrofagos
e principalmente linfécitos T CD4+, fazendo com o que o sistema imunoldgico ja nao
exerca sua funcgdo, tornando o individuo mais suscetivel a doencas oportunistas e
outros tipos de doencga, em que analisando todo o contexto do paciente, este pode ir
a Obito (Brito et al,, 2000).
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Portanto a AIDS é considerada a infeccdo sexualmente transmissivel (IST)
que deve ser considerada um problema de saude publica, e com a caracteristica
principal de ser uma doenca que nao tem cura onde a maioria das pessoas infectadas
vive no continente africano e em paises emergentes (Cunico; Gomes; Vellasco;
Junior, 2008).

3.2 O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

O HIV é um virus pertencente a familia Retroviridae, subfamilia Lentvirinae,
género Lentivirus, € classificado como retrovirus pelo fato de transcrever RNA em
DNA através da enzima transcriptase reversa, podendo assim inserir seu genoma no
genoma do hospedeiro (Frankel; Young, 1998; Vaishnav; Wongstall, 1991). E um virus
com o tamanho de 80 a 100 nm de diametro constituido por um envelope bilipidico e
um complexo glicoproteico trimérico de formato esférico e um capsidio de formato
cilindrico, abrigando no seu interior seu material genético (figura 1) e duas fitas simples
de RNA agrupados de forma linear, que sdo totalmente integradas as enzimas

protease, integrase e transcriptase reversa (Cunico; Gomes; Vellasco; Junior, 2008).

O material genético do virus € responsavel pela codificacdo de proteinas
importantes para a constituicdo viral, como as proteinas regulatdrias tat (transcription
transactivator) e a proteina rev (regulator of expression of virion proteins), além das
proteinas acessorias vpr (viral protein R), vpu (viral protein U), nef (negative fator) e
vif (viral infectivity fator) que também auxiliam na transcri¢do viral e consequentemente
no mecanismo patogénico, que seria a insercao do genoma do virus no genoma do
hospedeiro (Freed, 2002).

Onze genes sdo importantes para a replicagdo do virus, sintese de proteinas
estruturais e reguladoras. O gene env codifica proteinas responsaveis pela sintese do
envelope do virus, a gp160 que é quebrada gerando a gp120 e gp41 (figura 2). O gene
gag (group-specific antigen) codifica proteinas da regido central do virus, as proteinas
p55 que é quebrada em p24 e p17. O gene pol (polymerase) codifica as enzimas pl1,
p32 e p51 que atuam na replicacdo do virus. O gene tat atua na ativacao de sinais
recebidos pela célula infectada e faz a transferéncia para o genoma do virus. O gene
ver regula a expressao de proteinas reguladoras e proteinas virais, deixando-as em
propor¢cao. O gene nef regula negativamente a sintese de proteinas virais. O gene vif

é relacionado ao grau de viruléncia. Na repeticdo terminal longa (RTL), estéo situados
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varios genes que codificam proteinas reguladoras do ciclo replicativo; gene vpu
codifica a proteina vpu que degrada novos receptores CD4 formados pela célula
infectada diminuindo a formacéo de proteinas MHC (major histocompatibility complex)
de classe | na superficie da célula, impedindo, assim, que o sistema imunolégico faca

o reconhecimento de células que contém linfocOitos T citotoxicos.

Além de o genoma viral ser constituido de trés regides importantes, a regiao
gag responséavel pela sintese do capsideo viral e que codifica as proteinas estruturais
internas; regido pol que significa poliproteina, que codifica as enzimas, protease,
integrase e transcriptase reversa; e a regido env que codifica as glicoproteinas do
envoltério do virus para a sua entrada na célula, que séo glicoproteinas de superficie
(gp 120) que interagem com glicoproteinas transmembranares (gp 41) que também
fazem parte do envelope viral. Além disso, o HIV precisa infectar uma célula, devido
a sua incapacidade de autorreplicacdo além de outras estruturas provenientes da
célula do hospedeiro, durante a entrada do virus, que séo utilizadas para a formacao
do virus como proteinas, antigenos do MHC, ubquitina e actina (Arthur et al, 1992).
Essas proteinas sdo importantes para a constituicdo da matriz viral, que é constituida
por proteinas da matriz viral, chamada de pl7, do capsidio viral p24, do
nucleocapsideo p7 envolvendo as cOpias do genoma do virus além da proteina p6
(Freed, 2002).

Atualmente existem dois tipos de HIV, os tipos 1 e 2, sdo virus com pouca
similaridade genética, apenas 40%, devido ao alto grau de mutagenicidade do subtipo
1 e devido ao fato do subtipo 2 ser encontrado quase que exclusivamente no
continente Africano, enquanto que o subtipo 1, responsavel por causar a epidemia
mundial, € mais virulento, apresentando maior taxa de mutagenicidade e por evoluir a

AIDS de forma mais rapida (Ferreira; Riffel; Sant’ana, 2010).
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Figura 1: Morfologia do HIV
Fonte: NIAID, 2009

3.3 Ciclo replicativo do HIV
3.3.1 Etapa inicial da replicagéo viral (Early phase)

A replicacdo do HIV (figura 2) se inicia no momento de adeséo do virus a
célula, a partir de ligagbes especificas do HIV com células que contenham receptores
CD4, ocorrendo uma ligagéo especifica entre a gp120 do provirus e o0 dominio amino-
terminal da particula de CD4 formando uma unidade funcional trimérica, promovendo
assim a ligacdo entre particulas do virus e a célula. Cada uma dessas unidades é
composta por trés moléculas da gp120 (superficie do virion) que sdo associadas a
trés moléculas de gp4lna superficie da célula. Para que ocorra a fusdo do virus com
a célula, é necessario co-receptores de quimiocina que sdo as proteinas CCR5 e
CXCR4, ocorrendo a fuséo do virus entre a membrana da célula e a regido env esta
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localizada na regido conservada de dominios da gp120. A formacgéo destas unidades
altera a forma de proteinas do envelope, no caso a gp41, expondo o peptideo de fusédo
gue é uma regiao hidrofébica permitindo assim a fusdo entre o envelope viral e a célula
infectada (Greene & Peterlin, 2003; Nazari & Joshi, 2008; Freed, 2002).

A fusdo da membrana viral com a célula leva a um processo chamado
desnudamento que é a libragdo do conteudo proviral no interior da célula, ou seja, 0
capsideo proviral € inserido no citoplasma celular ocorrendo a libracdo do genoma
viral e ativando as enzimas protease (PR), transcriptase reversa (TR) e integrase (IN).
ApOs a ativacdo dessas enzimas, o RNA viral é transcrito para DNA pela enzima TR
utilizando um tRNA (RNA de transcricdo) celular ou viral como primer, formando
primeiramente um hibrido RNA/DNA, cada fita de RNA é transcrita em uma fita
negativa de DNA (cDNA) esse processe leva entre 6 a 48 horas (Kim et al, 2012).
Além da TR atuar como uma ribonuclease H degradando o RNA viral também atua na
sintese do DNA em sua forma positiva, resultando em uma fita dupla de DNA (Wigg,
2002).

Apos a liberacdo do genoma as enzimas TR, PR e IN sdo ativadas, com a
formacao do complexo nucleo proteico juntamente com o DNA formado e as proteinas
IN e PR, o DNA é transportado para o nucleo com auxilio da enzima vpr. Ja no nicleo
da célula, a IN catalisa a integragdo do DNA viral com o genoma do hospedeiro
permitindo ao HIV produzir novas particulas virais processo que leva
aproximadamente 5 horas (Murray; Keller & Cooper, 2011). Apds a transcricdo e
traducdo a poliproteinas virais formadas séo clivadas pela enzima protease
participando na maturacdo da particula viral incluindo as enzimas para um novo

processo infectivo (Jouvenet; Bieniasz & Simon, 2008).

Apos esta etapa o DNA viral pode permanecer no citoplasma em forma
circular (forma n&o ativa) ou migrar para o nucleo da célula (forma ativa). Na forma
ativa o DNA viral se une com as proteinas IN, MA (matriz proteica), TR e vpr formando
o complexo de pré-integragéo (PIC), com papel fundamental da enzima IN realizando
o processamento da extremidade 3’ em que sao removidos dois nucleotideos das fitas
do DNA proviral, passo fundamental para a entrada do DNA proviral no nucleo celular,
propiciando o contato do DNA viral com o DNA do hospedeiro (Figura 3). A enzima IN

realiza uma clivagem no DNA do hospedeiro unindo a extremidade 3’ do DNA viral
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com a extremidade 5 do DNA do hospedeiro, etapa conhecida como transferéncia de
cadeia de DNA (DNA strand transfer) (Reinke et al, 2001).

3.3.2 Fase tardia da replicacéao viral

Apos a ativacdo da célula hospedeira (dependente de ligaces dos fatores de
transcrigdes celulares a LTR 5’ proviral) e posterior a transcrigado pela RNA polimerase
II, ocorre a sintese de mMRNA (RNA mensageiro) dando inicio a fase final da replicacéo
do virus, em que séo geradas duas classes, um RNA gendémico em que ndo ocorre
splicing, util para a adesao do material genético do virus maduro, em que geralmente
essas moléculas ficam retidas no ndcleo, onde podem sofrer mais processamento ou
serem degradadas, e dois RNA’'s com processamente splicing utilizados para a
sintese das poliproteinas tat, ver e nef, com a proteina tat se ligando na regido TAR
(trans-actvation response element) dos RNA’s produzidos recrutando proteinas
celulares que atuam na fosforilacdo da RNA polimerase Il favorecendo o alongamento
de novos mRNA (Brigati et al, 2003). Uma Unica cadeia longa de mRNA que néo tenha
sofrido processamento e com a caracteristica de ser idéntico ao RNA viral é
necessario para a sintese e empacotamento da proteina gag e da poliproteina pol em
que sao traduzidas em ribossomos livres. Entdo a proteina Rev atua no controle do
transporte e formacao dos transcritos processados (vif, vpr, vpu e env) através da
sequéncia RRE (rev response element) (Malim, 1998; Lever, 2005; Bai, et al, 2014).
A sintese da gp160, a poliproteina precursora das proteinas do envelope acontece no
reticulo endoplasmatico rugoso usando mRNA processado utilizando o cédigo do
gene env. Apos a traducao, a gpl60 sofre modificacdo no reticulo endoplasmaético e
clivagem no complexo golgiense tornando-se apta para a formacdo do complexo
glicoproteina trimérica (gp41-gp120) e entdo este complexo € transportado para a
membrana da célula onde atua na montagem do virus (Freed & Martin, 1995; Wigg,
2002).

As moléculas gpl160 e CD4 séo produzidas no reticulo endoplasmatico e uma
ligacdo prematura da molécula de CD4 a gp160 pode inibir o seu deslocamento para
a membrana da célula infectada (Hoxie et al, 1986). A proteina vpu faz a remocéo do
receptor de CD4 no reticulo endoplasmatico, com mecanismo de acao parecido
(Deora & Ratner, 2001; Arora & Fredericksen, 2002). Receptores CD4 presentes na
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membrana sdo degradados através da via endossomal, devido a ligacdo da proteina
nef ao receptor celular (Aiken, 2015)

Aglomerados de poliproteinas gag e pol interagem com duas moléculas de
MRNA ndo processado e migram do citoplasma para regides de acumulo de
glicoproteinas do complexo gp41+gp120. O dominio das poliproteinas gag e pol se
direcionam para a membrana celular interagindo com a gp41, entédo o virus € liberado
da célula através do brotamento (Janeway et al, 2002).

A maturacao do virus ocorre a partir da ativacdo da protease viral, que cliva
as poliproteinas gag e pol, em que ocorre um rearranjo dando origem a uma particula
infecciosa (Melo, 2011).
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Figura 2: Ciclo biolégico do HIV com o envolvimento das principais proteinas

Fonte: Adaptado de Swiss Institute Bioinformatic.
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Figura 3: Virus maduro do HIV com representacdo de suas proteinas virais e
estruturais. SU (glicoproteina de superficie), TM (Proteina da transmembrana) MA
(matriz proteica), CA (proteina o capsideo) NC (proteina do nucleocapsideo) PR

(protease), TR (transcriptase reversa), IN (integrase), nef (proteinas acessorias).
Fonte: Adaptado de Summer & Turner, 1999

3.4 Protease do HIV-1

As proteases retrovirais (figura 4) sdo da classe das proteases asparticas
apresentando residuos deste aminoacido no seu sitio catalitico que é altamente
conservado (Babine, 1997). As proteases retrovirais possuem 130 aminoacidos
apresentando pouca homologia com outras sequéncias génicas (Meek, 1992). A
protease do HIV-1 possui 99 aminoacidos produzindo uma triade catalitica Asp-Thr-
Gly para o sitio ativo e a partir da sua estrutura podem ser prouzidas proteases nado
virais (Homak; Simmerling, 2007). As regides amino e carboxi possuem mondmeros
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que déo a estabilidade da estrutura dimérica da enzima apresentando a forma de
folhas beta (Meek, 1992). Esta enzima é considerada o maior alvo para a terapia anti-
HIV devido ao fato de estar diretamente ligada a clivagem de polipeptideos que daréo
origem a proteinas virais funcionais. Para isso foram desenvolvidos inibidores de
protease, que bloqueiam a acéo de clivagem da enzima, porém a eficacia do farmaco
é ofuscada pelas recorrentes mutac¢des do virus, fazendo com o que a protease seja
resistente a esses inibidores, através de substituicdo de aminoacidos na cavidade de
ligacdo ao substrato e interferindo na ligagéao do inibidor com a enzima (Antunes et al,
2014).

Estudos heterbélogos da expressdo da E. coli foram fundamentais para a
formacao da estrutura da protease nativa (figura 6) pelo Merck Research Laboratories
e Biberck College a partir da sintese total pela National Cancer Institute (NCI)
Frederick (Navia et al, 1989: Wlodawer & Vondrseck, 1998). Pelo fato desta enzima
proporcionar a maturacéo do HIV, ela se torna um importante alvo farmacoldgico para

o tratamento da AIDS através de inibidores de protease (Batista, 2005).

Figura 4: Estrutura da enzima protease do HIV-1

Fonte: Holanda, 2017
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O sitio ativo das proteases de retrovirus de uma forma geral é constituido de
7 subsitios divididos nas duas cadeias da protease (A e B) do ponto de clivagem, que
no caso seria o subsitio de clivagem, os subsitios S1 e S1’° O mecanismo de hidrolise
da protease envolve a hidroxila da cadeia lateral do Asp 25. Formado por dois residuos

de aspartato, o substrato proteico é reconhecido devido a uma sequéncia

caracteristica de 5 a 6 residuos hidrofébicos (Tozser et al, 2000).

A regido flap (alca) (figura 5), localizada entre os residuos 43-58 com as
subdivisbes 43-50 e 51-58, € responsavel pela flexibilidade da enzima e contém as
regides beta. Esta localizada acima do sitio ativo da enzima, que quando esta aberta,
permite a entrada do substrato para ser clivado e quando complexada ao substrato,
se fecha sobre ela, que é um fator importante para o discernimento do estudo de
resisténcia sobre a avaliagdo da funcionalidade da enzima complexada ao seu
respectivo inibidor (Collins et al, 2005; Batista, 2005).

Figura 5: Diferenca da estrutura da enzima protease do HIV em sua
conformacao semi-aberta sem o ligante, e sua conformacao fechada, com um

inibidor no sitio ativo da enzima.
Fonte: Hornak, et al, 2010.

Com simetria do tipo C2 (duas cadeias homélogas) e por ser um homodimero,
a protease contém apenas um sitio catalitico constituido por uma triade catalitica
formada pelos aminoacidos aspartato-treonina-glicina, que € uma caracteristica das
aspartil proteases. As cadeias A e A’ (formadas por 99 residuos de aminoacidos) que
juntas formam um dimero, ndo estéo ligadas covalentemente, contém uma alfa-hélice
do residuo 87-93 e nove folhas do tipo beta. Com a abertura dos flaps o substrato fica

alojado numa cavidade, cercadas de loop (Figura 6). Entdo, para ocorrer a clivagem
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das poliproteinas do HIV (gag e pol) dois residuos de aspartatos (ASP 25-ASP 25’)
ligam-se a uma molécula de agua, promovendo a hidrdlise dos substratos, fendmeno
realizado apés o virus produzir longas cadeias polipeptidicas ndo funcionais formando

virus imaturos (figura 7).
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Figura 6: Protease do HIV-1 em complexo com um polipeptideo
Fonte: Agnieszka Krzeminska, Vicent Moliner, and Katarzyna Swiderek, 2016.

Apbs a clivagem dessas poliproteinas pela HIV- protease essas cadeias
tornam-se funcionais, promovendo a formagéo de proteinas maduras, processo que
pode ocorrer desde a formacdo do virion até a sua liberagcdo no plasma. Essa
protedlise que ocorre nos subsitios da cavidade (figura 7) promove a formacéo de
virions maduros e infectivos, uma interrupcdo desta etapa tem como resultados a
formacao de particulas virais imaturas, ou seja, nao infectivas (Henrderson, et al,
1988; Crawford & Goff, 1985; Batista, 2005).
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S1’

S4 — Asp29. Asp30, Met46, Ile47. Gly48. Len76

S3 — Arg8”. Leu23 . Asp29. Gly48, Gly49, Ile50, Thr80", Pro81°. Val32"

S2 —Ala?8 Asp29. Asp30, Val3iZ, Tled7. Gly49, Ile50, Leu76, Ile84

S1—Arg® Leu23’, Asp25°, Asp25. Gly27, Gly49, Ile50, Thr80°, Val82", Ile84
S17- Arg8’ Leu23’, Asp25°, Asp25, Gly27, Gly49, Ile50, Thr80°, Val82", Tle84”
S2°- Ala28’, Asp29°. Asp30°, Val32', Ile47’, Gly4'9. Ile50°, Len7"6, IleB81

S3'-— Arg8 Len23 Asp29’. Gly48'. Gly49". Ile50°, Thr80. Pro81, Val82

Figura 7: llustracdo do sitio catalitico da HIV-protease. As regides S e S’
reconhecem os residuos de aminoacidos da enzima, enquanto que P e P’
identificam os residuos de aminoacidos do substrato. A parte destacada ilutra

o local da clivagem do substrato ligado a enzima.
Fonte: Adaptado deTozser et al, 2000

3.5. Principais mutacdes que conferem resisténcia ao Nelfinavir.
A mutacdo que leva a substituicho dos aminoacidos D30N (figura 8) é

considerada a principal mutacdo que confere uma perda significativa da
susceptibilidade da protease ao Nelfinavir (Jhonson et al,2009). Essa mutacdo €&
exclusivamente adquirida apés o tratamento com Nelfinavir e ndo tem grandes efeitos
compensatoérios para outros inibidores de protease. Por outro lado, um estudo
realizado por Rhee et al, 2006, mostrou por meio de ferramentas de bioinformatica
que a mutagcdo D30ON aumentou a susceptibilidade aos farmacos Amprenavir (APV),
Lopinavir (LPV), Saquinavir (SQV) e Indinavir (IDV). Porém o impacto clinico ainda

nao foi confirmado.
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Figura 8: Estrutura quimica dos aminoacidos aspartato e asparagina.
Fonte: Laguna et al, “Bioquimica de Laguna", 2012.

A mutacdo que leva a substituicdo dos aminoacidos M46l (figura 9) é
considerada uma mutacdo compensatéria aumentando a atividade da protease que é
diminuida por mutacfes do sitio ativo da enzima, aumenta a eficiéncia catalitica e
reduz a susceptibilidade para o Nelfinavir (Piana, Carloni & Rothlisberger, 2002). As
mutagbes compensatérias geralmente se localizam longe do sitio ativo e né&o
envolvem residuos carregados. Além disso, a mutacdo M461 induz um deslocamento
da reacao intermediaria para o sitio ativo (Schock & Garsky, 1996; Henderson, et al,
2012). Isso demonstra que relativamente pequenas alteracdes locais na estrutura da
proteina podem levar a alteracdes das propriedades dinamicas, que séo intimamente
relacionadas com a atividade enzimatica (Piana, Carloni & Rothlisberger, 2002). Tanto
a mudanca induzida na flexibilidade do substrato e do composto intermédio
conformacdo podem ser responsaveis pela diferenca em catdlise da enzima
(Mammano et al. 2000; Youngand Kuritzkes 2001).
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Figura 9: Estrutura quimica respectivamente dos aminoacidos metionina (M)

e isoleucina (I).

Fonte: Laguna et al, “Bioquimica de Laguna”, 2012.

A mutacao que leva as substituicdes dos aminoacidos I184A (figura 10) € uma
rara mutacdo ndo polimorfica que confere alta resisténcia cruzada a todos os
inibidores de protease com excecdo ao Tipranavir. Porém, no estudo de Rhee et al
(2010), a mutacao 184A assim como outras, ndo foram significativamente associadas
de forma independente com a diminuicdo da susceptibilidade a um ou mais inibidores
de protease. No entanto esta mutacdo é associada ao maior efeito de reducéo de
susceptibilidade dos inibidores de protease, e foi associada a reducdo de
susceptibilidade de oito inibidores de protease com um coeficiente de reducdo de
suceptibilidade ao Nelfinavir maior que a mutacdo D30ON (Figura 11). H& outras
mutacdes que também auxiliam na resisténcia ao Nelfinavir como mostrado no quadro
1.
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Figura 10: Estrutura quimica da Isoleucina e estrutura quimica da Alanina.
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Figura 11: A figura representa um esquema entre as mutagdes que podem
ocorrer na enzima protease do HIV-1 e o seu coeficiente em relacao a resisténcia
sobre todos os inibidores de protease, incluindo o Nelfinavir. A mutacdo I184A tem um
destaque devido a demonstrar um grande impacto na estrutura da enzima dificultando

a interacdo com a proteina em todos os inibidores de protease.

Fonte: Rhee, et al, 2010.

Residuo 30 33 46 47 48 54 82 84 88 90
Protease D L M | G | V | L
conservada

Nelfinavir N F I/L vV  VIM VITIAILIM AIFITIS V DIS M
Tabela 1: Mutagbes mais comuns em relacdo a significado clinico. Os

aminoacidos destacados em vermelho correspondem aos maiores niveis de
resisténcia fenotipica e/ou evidéncia clinica mais forte para interferir com a terapia de
inibicdo da protease bem sucedida.

Fonte: Adaptado de HIV Drug Resistance Database 2014.
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3.6 Inibidores de protease (IP)
Os inibidores de protease se ligam irreversivelmente ao sitio ativo da protease

inibindo a clivagem das poliproteinas. O primeiro inibidor de protease do HIV-1 foi a
Pepstatina, um inibidor de pepsina, que também € uma protease aspartica. Existem
dez inibidores de protease aprovados pela FDA (food and drug administration),
Nelfinavir (figura 12), Darunavir, Lopinavir, Saquinavir, Amprenavir, Fosamprenauvir,
Ritonavir, Atazanavir, Tipranavir e Indinavir. Os mais usados no Brasil s&o nelfinavir,
indinavir, Saquinavir e Ritonavir. O Ritonavir € associado com outros inibidores de
protease, devido este diminuir a metabolizacdo das outras drogas, aumentando o nivel

basal de droga e assim, a eficiéncia (Martins, 2007; Peng et al, 1989; Oliveros, 2005).
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Figura 12: Estrutura do Nelfinavir
Fonte: https://aidsinfo.nih.gov

Com o surgimento constante de mutac¢des, pro-farmacos sdo desenvolvidos
para esses fins além de usar uma dose menor melhorando o resultado, e por um lado
sdo eficazes em relacdo a efeitos colaterais, devido a estes colaterais serem
derivados de uma grande quantidade da droga fora do sitio ativo da enzima, assim
como a grande quantidade também causam estes efeitos. Para melhorar a
farmacocinética, solubilidade e diminuir os efeitos colaterais € recomendado o uso de
pro-farmaco. Um exemplo de pro-farmaco € o fosamprenavir, e estudos mostram que
uma conjugacdo de um residuo valina para o inibidor de protease através de uma

ligacéo éster hidrolisavel melhora a absor¢éo celular e diminui o efluxo (NCI, 2015).

O Nelfinavir € um inibidor ndo peptidico da protease que age contra o HIV

tipos 1 e 2, a IC95 (inhibitory concentration 95%) média para o HIV-1 em estudos in
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vitro é 59 nM. A mutacdo D30N (substituicdo de aspartato por asparagina) € a principal
mutacao contra este farmaco, conferindo uma reducgéo a sensibilidade de até 7 vezes.
Outras mutacdes como na regido 90, conferem resisténcia cruzada. Além destas, ha
mutacBes consideradas secundarias que estado associadas a resisténcia adicional ao
Nelfinavir (Bardsley & Plosker, 2000).

E um inibidor de protease bem tolerado, seguro e eficaz, além de ser
altamente recomendado para o tratamento em mulheres gravidas (Registry
Coordinating Center, 2003); (Brown et al, 2006)

A absorcdo do Nelfinavir € muito sensivel a alimentos e concentracfes
elevadas séo alcancadas com refeicGes ricas em gordura. A dose utilizada atualmente
€ baseada no protocolo de administracdo 1250 mg do farmaco, 2 vezes , ao dia. A
associacdo da dieta rica em gordura com a absorcdo do farmaco é de extrema
importancia, ja que o Nelfinavir € o Unico IP que néo sofre melhoramento da
farmacocinética quando administrado juntamente com o Ritonavir. Os CYP2C19, 3A4
e 2D6 fazem o metabolismo oxidativo do Nelfinavir, que da origem ao metabdlito
hidroxi-t-butilamida (M8) Unico metabdlito ativo conhecido de todos os IP (Bardsley &
Plosker, 2000).

O efeito adverso mais importante do Nelfinavir consiste em diarréia pelo
aumento das respostas secretoras intestinais de cloreto dependente de célcio, apesar
de bem tolerado ele também é associado a intolerancia a glicose e aumento de
colesterol e triglicerideo (Rufo et al, 2004). Outras formas de contraceptivos além de
orais devem ser levadas em conta, devido ao Nelfinavir induzir enzimas hepaticas
metabolizarem alguns farmacos reduzindo a ASC (area de superficie corporal) do
etinilestradiol em 47% e norentidrona em 18%. Outra interacdo importante é a da
zidovudina (AZT) em que o Nelfinavir diminui a ASC em 35% (Flexner 1998). E um
farmaco bem tolerado, porém pouco usual devido a importancia de como administra-
lo j& que ndo é associado ao Ritonavir e depende de outros fatores para uma maior
eficiéncia da sua absorcdo. E utilizado por crianca e homens (Bardsley & Plosker,
2000).

3.7 Mecanismo de ligac&o do inibidor
Grande parte dos inibidores de protease foram desenvolvidos para mimetizar

o estado de transi¢édo do substrato. O grupo hidroxil do inibidor interage com o grupo
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carboxil dos residuos Aspartato 25 Aspartato 25' do sitio ativo da protease, através de
ligacBes de hidrogénio. Os residuos da protease que fazem contato com o inbidor séo
bem conservados que sdo os aminoacidos glicina 27, aspartato 29, aspartato 30, e
glicina 48, porém o acumulo de mutacdes, originada de troca de aminoacidos, acaba

alterando a estrutura da protease do HIV causando uma falha no tratamento.

O maior propdsito no desenvolvimento de inibidores de protease € modifica-
los afim de garantir a eficacia no tratamento diante das mutacées que surgem, no
entanto, 0s novos inibidores permanecem com a estrutura primaria dos inibidores mais
antigos em que alguns se mostram eficientes e outros nédo (Zhengtong; Chu & Wang
et al, 2015).

3.8 Farmacos anti-HIV

Desde a descoberta do HIV, 26 farmacos anti-HIV foram aprovados pela food
and drug administration (FDA). Baseado no tratamento global, aproximadamente 85%
das pessoas recebem um tratamento antirretroviral baseado pelos critérios da OMS
de 2013 para a receberem a terapia (UNAIDS, 2015). O mecanismo de estudos de
elaboracao para a fabricacdo de farmacos anti-HIV deu-se na década de 1950, devido
a estudos do ciclo replicativo do virus, em que um analogo nucleosideo poderia
bloguear a sintese de DNA desse virus. Entdo foram produzidos analogos
nucleosideos na tentativa de inibir uma duplicacdo de uma célula tumoral. Horwitz et
al, sintetizaram em 1964 o AZT (3’-azido-2’3’-didesoxitimidina) (figura 13) que
pertence a classe de inibidores de transcriptase reversa analogos a nucleosideos
(ITRNSs) resultando em atividade anti-tumoral, mas apenas em 1970 apresentou
atividade antiviral e em 1985 tornou-se a primeira droga anti-HIV e comecou a ser
comercializado em 1987 apés a sua aprovacao no FDA (food and drug administration)
(Moura, 2014). E a partir da estrutura do AZT, varios outros farmacos comecaram a
ser sintetizados outras classes de medicamentos. Devido a mecanismos de
resisténcia que o virus comecara a produzir, entdo foram desenvolvidos inibidores de
TR ndo nucleosideos (ITRNNSs) e posteriormente produzidos inibidores de PR (IPs),
inibidores de IN (INI) inibidores de fuséo (IF) e inibidores de CCR5, visando a inibicao
da replicacéo do virus (De Souza & Almeida, 2003).
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Figura 13: Estrutura do farmaco AZT

3.8.1 Terapia antirretroviral

A TARV é uma terapia na qual utilizam-se combina¢des de medicamentos no
combate a infeccdo pelo HIV, tendo como mecanismo de acdo, a inibicdo das
principais proteinas responséaveis pelo desenvolvimento do virus, as enzimas TR, PR
e IN. Os inibidores de transcriptase reversa atuam impedindo a conversdo do RNA
em DNA inibindo a entrada do material genético do virus no nucleo. Os inibidores de
protease atuam inibindo a enzima protease, ocorrendo a nao clivagem de proteinas
virais e estruturais para a montagem do virus, e os inibidores de integrasse impedem
a integracdo do material genético do virus com o genoma do hospedeiro (De Souza &
De Almeida, 2003).

O objetivo principal da TARV é o controle da infec¢do, ou seja, prevenindo
que outras células sejam infectadas, reduzindo a replicacado viral em niveis menores
gue 50 copias/ Ml (Hammer et al, 2006), mantendo a supresséao do virus e prevenindo

a infeccdo de doencas oportunistas.

3.8.2 Terapia antirretroviral altamente ativa

A terapia antirretroviral altamente ativa (HAART Highly Active Antiretroviral
Therapy). Foi introduzida em 1996 baseando-se na combinagdo de farmacos
inibidores de protease e inibidores de transcriptase reversa, os chamados coquetéis,
para uma maior eficiéncia na redugdo da carga viral plasmatica de HIV-1, essa
estratégia de tratamento visa um retardamento da resisténcia viral, devido ao fato de
ser uma terapia com administracédo de farmacos que agem de mecanismos diferentes
para um mesmo fim terapéutico (Johnston et al, 1998; Paterson et al, 2000; Dhami et
al, 2009; Greene et al, 2008).
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Um protocolo comum de utilizacdo das duas classes de farmacos € utilizar
dois ou trés inibidores de transcriptase reversa, no caso, dois INTR e um INNTR, ou
um inibidor de protease (Janssen et al, 2005; Brito et al, 2011).Este € sim um protocolo
eficaz, mas também tem seus riscos em relacao a falha terapéutica podendo ocorrer
uma resisténcia cruzada dependendo da posologia, eficicia e adeséo do paciente ao
tratamento, porém devido a imensa gama de medicamentos que estdo sendo criados,
alguns deles ndo séo susceptiveis a resisténcia cruzada, e estdo sendo amplamente
estudados (Miranda et al, 2010).

3.9 Formas recombinantes

A recombinacéo genética faz parte do mecanismo natural de remodelamento
dos virus com o objetivo de controle no reparo de genomas defeituosos (Clavel et al,
1989). Com isso pode ocorrer um aumento das mutacdes virais conferindo adaptacao
em pressao seletiva, criando mecanismos de resisténcia perante ao sistema
imunologico ou a uma TARV (Mouth et al, 1996; Boulerice et al, 1991). As formas
recombinantes sao resultadas da infeccado de dois virus em uma mesma célula, de
forma simultanea ou sequencial em diversos eventos na etapa de transmissdo do
virus, ou quando ocorre o empacotamento de dois genomas de RNA em cada virion,
com o virus passando a produzir particulas virais heterozigotas (figura 14). Apds esse
processo a formacao de um genoma recombinante pode ocorrer no préximo ciclo apos
uma infeccao, através da leitura alternada (alternate jumps) pela transcriptase reversa

entre 0os genomas co-empacotados (N4jera et al, 2002).

Ja foram descritas diversas formas recombinantes, sdo conhecidas como
CRF’s. No entanto, para ser caracterizada como uma CFR é preciso que trés virus
epidemiologicamente néo ligados com estrutura e agrupamento filogenético
semelhantes e consistentes sejam catalogados com pelo menos dois genomas
corretos. As CFR ou URF (formas recombinantes Unicas) resultam na formacéo de

diferentes subtipos em uma mesma regiao geografica (Buonaguro et al, 2007)



Infeccdo simultanea

Infeccdo em sequéncia

Figura 14: Formas recombinantes de HIV

Fonte: Ndjera et al, 2002
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4. JUSTIFICATIVA

A AIDS é a DST que mais causa 0bitos no mundo, e por ser uma doenga que
ndo tem cura, ela se torna um problema de saude publica, onde a maior taxa da
infeccdo se concentra no continente africano (Cunico; Gomes; Vellasco Junior, 2008).
A AIDS ocorre quando ha uma diminuicdo muito significativa dos linfécitos T CD4+,
levado a uma grave deficiéncia do sistema imunolégico, limitando a capacidade de

resposta a defesa contra patogenos (Brito et al, 2000).

O HIV-1 e o HIV-2 possuem apenas 40% de similaridade genémica sendo que
o tipo 1 € mais virulento, possui a maior epidemiologia mundial e é mais mutavel,
apresentando assim uma maior resisténcia aos farmacos antirretrovirais. O tipo 2
evolui ao grau de AIDS de uma forma mais lenta, ndo é tdo virulento e mutavel,
possuindo a caracteristica de ser encontrado praticamente na Africa Ocidental
(Ferreira; Riffel; Sant’Ana, 2010; Hill; Rosenbloom; Nowak, 2012).

A protease do HIV-1 é um importante alvo para o tratamento da infeccéo viral,
visto que inibindo esta enzima néo terdo virus maduros e infectivos. Porém o virus
produz diversas mutacdes que reduzem a susceptibilidade aos inibidores de protease
(Batista, 2005). A mutacdo D30ON é a mutacdo primaria que confere resisténcia ao
inibidor Nelfinavir um dos mais importantes e mais usados inibidores de protease
(Martins, 2007; Jhonson, 2009). A mutacao 184A confere resisténcia cruzada a oito
inibidores de protease, incluindo o Nelfinavir. No estudo de Rhee et al (2010) teve um
coeficiente de resisténcia superior a mutacdo D30N. A mutacdo M461 é uma mutacao
secundaria que esta relacionada a recuperar o fithess da enzima que € afetado devido
a outras mutacdes para que assim possa exercer sua fungdo normalmente e ainda

assim ser resistente (Piana, Carloni & Rothlisberger, 2002).

Um importante avanco para o tratamento contra o HIV é a realizacdo de uma
terapéutica em que néo tenha uma toxicidade para o individuo e que o medicamento
atue sem perda de fungcdo. Através das técnicas de bioinformética e dinamica
molecular, € importante analisar a eficacia da interacdo do inibidor de protease em
sua forma nativa e juntamente com as mutacdes D30N, I84A e M46l, para verificar o
grau de perda de funcdo em relacdo as mutacdes e mudanca de conformacéo da
enzima para uma forma mais proxima da sua forma nativa, mantendo sua funcao,

contribuindo assim para uma boa evolugéo do tratamento.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos das mutacées D30N, I84A e M461 na enzima protease HIV-

1 na formacdo do complexo com o inibidor Nelfinavir através de técnicas de

dindmica molecular e bioinforméatica.

5.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do Nelfinavir na flexibilidade conformacional da proteina
nativa;

Verificar os efeitos da mutacdo D30N na flexibilidade conformacional do
complexo protease-Nelfinavir;

Verificar os efeitos da dupla mutagdo D3O0N/IB4A na flexibilidade
conformacional da protease em complexo com Nelfinavir;

Verificar os efeitos da mutacdo D30N/I84A/M461 na flexibilidade
conformacional da protease em apo e holo estrutura em complexo com

Nelfinavir;

Avaliar o efeito das mutagdes na energia livre do complexo protease-Nelfinavir;
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6. METODOLOGIA

Para a realizacdo deste trabalho, foram realizadas simulacfes de dinamica
molecular para analisar a flexibilidade da enzima HIV-1 protease em sua forma nativa,
serdo analisadas de forma individual as mutagcdes D30N, 184A e M46l da HIV-1
protease complexada ao Nelfinavir, dupla (mutacdo D30N/I84A) e tripla mutacéo
(D30N/I84A/M461) para verificar também a diferenca da HIV-1 protease nao ligada e
da HIV-1 protease ligada ao inibidor Nelfinavir através do PDB 10HR.

6.1 Preparagédo dos sistemas

Foi realizado a protonacao do aspartato 125 para a estabilizacdo do sistema
(Delphine et al, 2008). Os sistemas foram construidos através do programa AMBER
12 através do LeaP e o Antechamber, o primeiro para construir 0s sistemas, preparar
os ligantes, atualizar moléculas e residuos, adicionar cargas de solvatagcao e construir
a caixa d’agua (modelo TIP3P). O segundo ira reunir campos de forca para
parametrizacdo de moléculas e residuos que ndo fazem parte de biblioteca padréo do
programa. Resultando em arquivos com as coordenadas cartesianas do sistema e dos
parametros de topologia que juntos contém as informacdes necessarias para se

realizar os calculos de dindmica (Case et al, 2005).

Os parametros de campo de forca parm99SBildn foram utilizados no software
AMBER 12 para a parametrizagdo da proteina e ions. A minimizacdo de energia do
sistema foi realizada através de protocolos de passos mdultiplos, com o ajuste de
hidrogénio e o refinamento das moléculas de 4gua para enfim obter a minimizacéo. A
termalizacao do sistema foi realizada em 4 etapas: 2 ns de 0 a 50 K com volume
constante, 50 Ka 150 K, 150 K a 20 e 250 K a 300 K, e 5 ns para equilibrar a densidade
do sistema de maneira constante, uma trajetoria de 40 ns ao final de cada sistema.

Técnicas de mecénica molecular foram utilizadas para adquirirmos
fundamentos baseados nos movimentos dos nucleos e dos elétrons tratados
separadamente, a partir de fundamentacées de Born-Oppenheimer, a partir de
calculos de equacdes derivadas empiricamente para a superficie. Com o propésito de
estudar uma estrutura anatémica e obter uma posi¢ao nuclear fixa. Nesta metodologia
sera suposto que a densidade eletronica se ajusta instantaneamente as mudancas de

configuracdo na configuragdo geométrica dos nucleos, assim se ajustando,
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considerando um movimento livre e que todas as interagdes nucleares sao aditivas
(Cramer, 2004).

As moléculas foram consideradas como um complexo de atomos ligados entre
si através de forcas elasticas ou harmonicas, por forcas de comprimento de ligacao (r)
angulos de ligagao (0), angulos de torgéo (@), e interagbes entre &tomos nao ligados
(d) (figura 15).
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Figura 15: Contribui¢cdes estruturais para uma determinada molécula
Fonte: Moraes, et al, 2010.

As equac0es abaixo foram utilizadas para os calculos da energia destas forcas:

E= > Kr(r—ro)? Energia de ligacéao;
+Y Kg (6-60)2 Energia dos angulos de ligacao;
+ Y Kg[1+cos(ng -Y)] Energia dos &ngulos de torg¢éo;

+3 [Ay_Bi+aig
ij rz 6 &ri Energia de interacdo entre atomos que nao

fazem ligacgoOes.

A somatoéria dessas forgas sera necessaria para se determinar um campo de

forca empirico para parametrizar o sistema a ser estudado. O campo de forca
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representa a energia potencial molecular em relagdo a uma geometria de referéncia,

em um determinado sistema de coordenadas:

U=>Upt+ > Up + YU + > Uq

U, é a energia espacial da molécula e € considerada como a diferenca da
energia da molécula real e hipotética, em que 0s parametros estruturais sédo os valores
ideais ou “naturais” para uma situagao hipotética onde néo existem quaisquer tensbes

entre as coordenadas internas do sistema molecular:

UnU € adistancia de ligacao ideal;

Ueeé a energia de deformacgéo do angulo de ligacdo em relagéo a seu valor
ideal;

U)€ a energia devido a torcdo em torno de uma ligacao;
UUq)€ a energia da interacéo entre atomos néo ligados.

LigacOes eletrostaticas ou de hidrogénio também poder&o ser adicionadas ao
campo de forca, assim como ligacfes cruzadas, representado pelos termos cruzados
gue consideram um certo namero de interacées entre comprimento de ligacdes (Clark,
1985).

A preparacao de sistema foi realizada em uma maquina pessoal e as tarefas
de simulacdo mais demoradas e que exigem mais do processador, foram simuladas
em um sistema de lotes de uma maquina remota, para assim obter formato de arquivo
estaveis e bem definidos para estas interfaces. (Case et al, 2005; Roe; Cheatham,
2013; Salomon-Ferrer; Case; Walker, 2013).

6.2 Dinamica Molecular

Foi utilizado dois programas do AMBER para a simulagdo de dinamica
molecular, que sédo os programas SANDER (Simulated Annealing with NMR-Derived
Energy Restraints) e o PMEMD (Particle Mesh Ewald Molecular Dynamics). O
SANDER estéo os principais parametros operacionais para a realizacdo de calculos
gue serdo necessarios para a simulagéo de dinamica molecular como minimizacéo de

energia, dindmica molecular e deslocamentos quimicos de ressonancia magnética
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nuclear (RMN), com seu codigo-fonte escrito em Fortran-90, utilizando de uma sintaxe
de lista para reconhecer os parametros definidos, apresentando cerca de 150
variaveis possiveis que podem ser adicionadas ao processo a ser calculado além de

permitir dois tipos de condi¢Bes periddicas octaedro e cubica (Case et al, 2005).

O PMEMD envia para cada processador apenas as informacdes coordenadas
necessarias para calcular os pacotes de energia potencial que é atribuido por ele, na
intencdo de otimizar o desempenho do processador. (Do Nascimento et al, 2013;
Salomon-Ferrer: Case; Walker, 2013 Duke et al, 2009).

6.3 Analise das trajetorias

As analises de trajetoria foram realizadas pelo CPPTRAJ (Complementary
Program to PTRAJ), para analise de séries temporais de posi¢cdes atdmicas
tridimensionais que processam multiplas trajetorias e apresentam uma lista de
procedimentos de analise muito extensa, como calculos de trajetéria, RMSD (Root
Mean Square Deviation - Desvios quadraticos médios atdmicos, RMSF (Root Mean
Square Fluctuation — Desvios quadréaticos médios atdmicos de flutuacéo) distancia de
ligacoes, trajetdéria de energias e potencial eletrostatico e médio dos sistemas. (Roe;
Cheatmam lll, 2013).

As andlises de energia livre de Gibbs foram realizadas através da energia de
interacdo solvatada por um conjunto de scripts para determinar a energia livre de
ligacdo a partir das trajetérias da dindmica entre a proteina e o ligante baseado na
previsdo de afinidades de ligacao ligante-proteina, que representa uma racionalidade
entre tempo, custo reduzido devido a utilizacdo de métodos computacionais e uma
acuracia maior para complementar a energia de interagdo do campo de forca com a
dessolvatacdo da ligacdo (Sulea; Purisima, 2012). Foram utilizados parametros
ajustados para reproduzir as energias livres de ligagdo de um conjunto dos complexos
proteina-ligante, incluindo os termos da constante dielétrica do soluto, interacdo de

Van der Walls, interagéo de Coulomb, cavidade e o campo de reacao (Cui et al, 2008).

O estado livre do sistema foi obtido a partir da fragmentacéo rigida da proteina
e do substrato de conformacdes do seu estado complexado e a formacéo das ligagcbes
de hidrogénio incluidas implicitamente no efeito eletrostatico, em afinidades de ligagéo

para um fator de escalonamento global empirico, deste modo, podendo ser
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interpretado como 0 mecanismo de compensacao de entropia na energia de ligagao
MM/GBSA (Sulea; Purisima, 2012).

A energia livre foi calculada para cada estado admitindo que uma média
temporal infinita seja igual a uma média de ensemble, assim, um numero finito de
amostras é utilizado para estimar uma média temporal e a integracdo € resolvida
(Shirts, 2012).
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7. RESULTADOS

Ao longo dos 40ns de dindmica molecular, a protease do HIV-1 mostrou uma
variacao estrutural dentre os sistemas aqui estudados. O sistema 10HR com inibidor
demonstrou uma conformacao fechada da enzima enquanto que 0 mesmo sistema

sem inibidor, apresentou uma conformagéo aberta (figura 16).

Figura 16: Sobreposicdo da estrutura da Protease do HIV-1 na sua forma
nativa com inibidor (coloragao verde) e sua forma nativa sem inibidor (coloragéo azul).
Para mostrar a diferenca de abertura do flap da enzima em relacéo as duas estruturas

demonstradas.

A andlise conformacional através dos graficos de RMSD dos sistemas nativos
com e sem inibidor, mostraram uma maior movimentacao da enzima sem inibidor, e o

sistema com inibidor mais estavel (figura 17).
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Figura 17: RMSD dos 40ns de dinamica molecular da protease do HIV-1 em

sua forma nativa sem inibidor (coloracao preta) e na sua forma nativa com inibidor
(coloragéo vermelha).

As andlises de RMSF mostraram uma maior flutuacdo dos residuos de
aminoacidos da enzima sem inibidor, sendo que se destaca a isoleucina 50 das
cadeias A e B, que € um aminoacido importante para o flap da enzima, tanto para a
abertura, quanto para manter a proteina fechada figura (18).
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Figura 18: RMSF dos 198 residuos de aminoacidos da protease do HIV-1 em
sua forma nativa sem inibidor (em preta) e na sua forma nativa com inibidor (em

vermelho).

A mutacdo que leva a substituicio D30ON, ao logo dos 40ns de dinamica
molecular, apresentou diferengas estruturais, comparados ao sistema com a enzima
nativa, de um flap em conformacgéo semi-aberta, alteracdes no sitio ativo e mudancas

na forma de apresentacao do inibidor na cavidade (figura 19).
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Figura 19: Sobreposicao das estruturas 10HR (Nativa com inibidor em verde)

e D30N (enzima com mutagao no residuo 30 em azul).

As andlises de RMSD mostraram maior instabilidade da enzima com a
mutacdo ja nos ultimos nanosegundos da dindmica e o0 sistema sem mutacao
apresentou instabilidade um pouco maior no comec¢o, mas no decorrer da dindmica
permaneceu e terminou de forma estavel, comprovando a eficiéncia inibitéria do
Nelfinavir. P6de se observar também pelo RMSD, que a protease nativa (1OHR)
apresenta uma conformagéo fechada, e o sistema com mutacdo uma conformacao

semi-aberta (figura 19).
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Figura 20: RMSD dos 40ns de dinamica molecular da protease do HIV-1 em

sua forma nativa com inibidor (em preto) e com a mutagdo D30N (em vermelho).

As analises de RMSF em comparacdo com 0s sistemas com a protease nativa
(1OHR) e com a mutacdo (D30N), mostraram uma maior flutuacdo de residuos de
aminoacidos do sistema com a protease mutada. Todos os 198 residuos de
aminoacidos flutuaram mais em relacdo a protease nativa, consequentemente pela
caracteristica dessa mutacdo apresenta perdas de ligacbes de hidrogénio que a

substituicdo de um aspartato para uma asparagina causa (figura 21).
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Figura 21: RMSF dos 198 residuos de aminoacidos da protease do HIV-1 em
sua forma nativa com inibidor (coloracao preta) e com a mutacdo D30N (coloracéo

vermelha).

As mudancas estruturais da dupla mutacdo que leva a substituicdo da
isoleucina por uma alanina no aminoéacido 84 (I184A) foi a que mais se destacou em
termos visuais de abertura do flap da enzima. Esse sistema apresentou um enorme
contraste mesmo comparado o sistema D30N em que € evidente a abertura do flap
(figura 21).
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Figura 21: Sobreposicao da estrutura da protease do HIV-1 com a mutagéo

D30N (em verde) e com a dupla mutacdo D30ON_I84A (em azul).

O sistema D30N_I84A foi o que mais apresentou instabilidade nas analises
de RMSD, terminando a dindmica acima de 1.5 angstroms 0 que se aumenta variagao
a medida que a dinamica se estende e da a caracteristica de abertura do flap, que é
mostrado na figura 19 na estrutura da enzima. A variacdo do sistema com a dupla
mutacao foi superior a da mutacdo D30ON que apresentou uma conformacdo semi-

aberta (figura 22).
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Figura 22: RMSD dos 40ns de dinamica molecular da protease do HIV-1 com

a mutacdo D30N (em preto) e com a dupla mutacdo D30N_I84A (em vermelho).

Os RMSF dos sistemas D30N+D30N_I84A apresentaram uma predominéncia
de flutuacdo dos residuos de aminoécidos do sistema D30N_I84A, com destaque para
0s aminoacidos das regides 120 e 140, proximos de onde h& a substituicdo D30N. Os
aminoacidos em torno da substituicdo 184A, diferem em relacéo as cadeias da enzima,
a cadeia A apresenta menor atividade, diferente do residuo 84 da cadeia B e apesar
de ter baixa atividade levando em consideracao a cadeia, no geral, se mostra com alta

atividade de flutuacao (figura 23).
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Figura 23: RMSF dos 198 residuos de aminoéacidos da protease do HIV-1 com

a mutacdo D30N (coloragao preta) e com a dupla mutacdo D3ON_I84A (coloragao

vermelha).

A dindmica envolvendo a tripla mutacéo foi de extrema importancia para a

avaliacdo da mutacdo que leva a substituicdo M46l, em relacdo a recuperacédo da

estrutura da enzima aproximada a enzima nativa. A analise estrutural, mostrou a

capacidade de recuperacdo dessa mutacdo diante de uma mutacdo extremamente

supressora que consiste do sistema D30N_I84A. E possivel analisar a tentativa de

recuperacdo principalmente da cadeia B, em que a enzima apresenta uma

conformacao semi-aberta (figura 24).



54

Figura 24: Sobreposicao da estrutura da protease do HIV-1 com a mutagéo
D30N_I84A M461 (em azul) e com a tripla mutacdo D30N_I84A _M461 (em verde).

A analise estrutural dos sistemas, principalmente da tripla mutagéo, foi
encontrada que uma maior estabilidade nos graficos de RMSD, e uma maior variacao

do sistema com a dupla mutagéo (figura 25).
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Figura 25: RMSD dos 40ns de dinamica molecular da protease do HIV-1 com
a tripla mutacdo D30N_184A M46I (em preto) e com a dupla mutacdo D30N_I84A (em

vermelho).

Nos resultados de RMSF houve uma diferenca dentre 0s outros sistemas, em
que apesar do sistema com trés mutagcbes apresentar maior estabilidade no RMSD,
no RMSF, foi o que apresentou mais flutuacdo devido a caracteristica da substituicdo
da metionina pela isoleucina no residuo 46, que aumenta a atividade catalitica,

promovendo um aumento da flutuacéo dos residuos (figura 26).
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Figura 26: RMSF dos 198 residuos de aminoacidos da protease do HIV-1 com
a mutacdo D30ON_I84A M46l (em preto) e com a dupla mutacdo D30ON_I84A (em

vermelho).

Para efeitos comparativos, em relagéo a importancia de cada complexo para
a definicdo da variabilidade do sistema, 0 que mais chamou atencao foi o complexo
com trés mutacbes, (D3ON_I84A M46l) que apresentou uma variabilidade
semelhante a do sistema com a mutacdo simples (D30N). Estes dois sistemas
apresentaram variacdo parecida durante todos os 40ns de dinamica molecular,
aproximando-se ainda mais no fim da dinamica, apontando uma conformacao semi-
aberta. Em relacédo ao sistema com a tripla mutacao (D30N_I84A_M46l) que antes ja

se mostrava ser o mais instavel (figura 27).
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Figura 27: RMSD dos 40ns de dinamica molecular da protease do HIV-1 com
a mutacdo D30ON (em preto) e com a dupla mutagcdo D30N_I84A (em vermelho) e a
tripla mutacdo D30N_184A _M46I (em verde).

Devido a caracteristica que a mutagdo possui, 0 sistema com mutacao tripla
foi 0 que mais apresentou flutuacéo de residuo. Foram feitas analises de RMSF dos
3 sistemas que mutacgdes juntas, em que o0s sistemas que mais flutuaram foram os

com a tripla mutacéo, mutacao dupla e mutacéao simples (figura 28).
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Figura 28: RMSF dos 198 residuos de aminoacidos da protease do HIV-1 com

a mutacao D30ON (em preto), com a dupla mutacdo D30N_I84A (em vermelho) e a

tripla mutacdo D30N_184A M46l.

Ao longo dos 40ns de dinamica, o Nelfinavir apresentou diferentes formas no

sitio ativo da enzima (figura 29). A interacdo entre o farmaco e o inibidor apresentou

ligagbes importantes com os aminoécidos, glicina 27, aspartato 30 das cadeias A e B

e isoleucina 50 e 84 (figura 30) e suas distancias de ligacéo (tabela 2). Nos célculos

de energia livre MM/GBSA, os sistemas apresentaram valores de -56.96 -47.73, -

40.46 e -54.57 Kcal/mol (tabela 3).
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Figura 29: Formas apresentadas pelo Nelfinavir no final dos 40ns de dinamica dos
respectivos sistemas abordados 10HR, D30N, D30N_184A e D30N_I84A_MA46l.
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Figura 30: Cavidade do sitio ativo da Protease do HIV-1 e suas principais interacdes

com o Inibidor Nelfinavir
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Aspartato (N) Nelfinavir (O-4) 3 (Angstrons)
Aspartato (O) Nelfinavir (C-12) 4.9 (Angstrons)
Isoleucina (N) Nelfinavir (S-1) 5.7 (Angstrons)
Alanina (C-b) Nelfinavir (C-5) 4.4 (Angstrons)
D30N_I84A_M46|

Aminoacidos (Atomo) Ligante (Atomo) Distancia (Angstrons)
Glicina 27 (C) Nelfinavir (O-2) 4 (Angstrons)
Aspartato 30 (O) Nelfinavir (O-4) 3.9 (Angstrons)
Aspartato 130 (CB) Nelfinavir (C-12) 3.9 (Angstrons)
Isoleucina 50 (N) Nelfinavir (S1) 3.7 (Angstrons)
Alanina 84 (CB) Nelfinavir (C5) 4.4 (Angstrons)

Tabela 2: Distancia em angstrons entre os atomos dos aminoacidos que

constituem a protease do HIV-1 e os &tomos que constituem o Nelfinavir.

Nativa D30N D30N_I84A D30N_I84A MA4o6I

AG MM/GBSA Kcal/Mol

-56.96 -47.73 -40.46 -54.57

Tabela 3: Valores dos resultados de Energia livre de cada sistema da protease

do HIV-1 com o Nelfinavir.
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8. DISCUSSAO

O sistema 10HR com e sem inibidor, validaram bem os nossos resultados
devido a demonstrarem resultado semelhante que Kaldor et al, 1997, apresentando
no sistema. Os efeitos das mutacdes corroboram de maneira persistente na estrutura
da protease do HIV-1 interferindo diretamente na interacdo com os inibidores de
protease, contribuindo para a resisténcia da enzima a estes farmacos seja por perda
de ligacbes de hidrogénio ou por abertura flap da proteina. Ao longo dos 40ns de
dindmica molecular, os resultados da dinamica dos sistemas demonstraram equilibrio
e todos os testes foram validados em relacdo ao que ja é bem definido na literatura
(Jhonson et al, 2009). A estrutura nativa sem inibidor da enzima protease do HIV-1
(1OHR-wNFV) apresentou conformacédo semi-aberta durantes os testes, e quando
complexada com o inibidor Nelfinavir (1OHR) apresentou conformacéao fechada, como
demonstrado na literatura (Kaldor et al, 1997) em relacdo aos estudos de dinamica
molecular da interacdo deste farmaco com esta proteina, comprovando a eficicia de

inibicdo da molécula.

A anélise de RMSD comprovou graficamente a diferenca da flexibilidade da
enzima na sua forma apo e holo, assim como é mostrado na literatura com um RMSD
acima de 1,5 angstroms que garante a conformacao semi-aberta da proteina para a
entrada do substrato na forma apo e a conformacéao fechada na forma holo mostrando
a pouca flexibilidade da enzima quando complexada ao inibidor do meio para o fim
dos 40ns de dinamica molecular. Apds o periodo de estabilizacdo entre o farmaco e a
proteina, deixando-a rigida, portanto, por promover uma inibicdo irreversivel, o

Nelfinavir impede que a protease clive as poliproteinas do HIV gag e pol.

As andlises de RMSF permitiram verificar a flutuacdo de cada um dos 198
residuos de aminoacidos que constituem a protease, tendo como destaque a
Isoleucina 50 nas duas cadeias da enzima. Para melhor analise foi retirado apenas os
10 ultimos nanossegundos da dindmica no qual o sistema se mostrou mais estavel,
assim sendo, este residuo demonstrou uma grande flutuacdo na sua forma apo e
baixa flexibilidade quando complexada ao Nelfinavir, dando indicios de que este
residuo € de extrema importancia para o mecanismo de abertura e fechamento do flap
da enzima, devido este ser 0 que mais se movimenta. Em contrapartida é o residuo

gue mais perde flexibilidade quando a enzima esta foi complexada ao Nelfinavir,
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devido a discrepancia entre os resultados de RMSF em apo e holo. N&o obstante, é
um importante residuo quando se trata de resisténcia a inibidores, pois, a partir de
uma mutacdo para outro aminoacido, pode interferir de maneira significativa na
interac&o do inibidor com a enzima afetando a sua interacéo e ter grande participacao

na abertura do flap.

Os efeitos estruturais da principal mutagéo da protease do HIV-1 que confere
resisténcia ao Nelfinavir (D30N) apresentou uma conformacdo semi-aberta no seu
flap, além de apresentar perda de ligacdes de hidrogénio, fator que é caracteristico da

mutac&o no sentido de garantir a resisténcia ao Nelfinavir

As analises de RMSD mostraram a diferenca de movimentos que a protease
realiza ao longo dos 40 ns de dinamica molecular em relacéo a abertura do seu flap
no sistema 10HR (forma nativa com inibidor) e no sistema D30N (protease com
mutagdo no residuo 30). No inicio da dindmica o sistema 10HR apresentou mais
instabilidade e maior indicios de movimento até em torno de 25ns e do meio para o
fim da dindmica se mostrou estavel e com menor movimentacdo. A partir disto, o
sistema comecou a se estabilizar principalmente em relacdo as torcfes que 0s anéis
do inibidor Nelfinavir promove durante a dindmica para realizar o melhor encaixe, além
de que a funcéo natural da protease € manter o movimento dos flaps tanto para a
entrada do substrato na cavidade do sitio ativo da enzima, quanto para realizar o
processo de clivagem que normalmente aconteceria com as poliproteinas gag e pol.
J& o sistema mutado (D30N) apesar de demonstrar menor medida em angstrons no
inicio da dindmica, apresenta maior variacao ao fim dos 40ns, devido ao tempo que o
Nelfinavir necessita para se acomodar na cavidade da enzima que provavelmente em

uma extensdo desta mesma dinamica este resultado pode se consolidar ainda mais.

As andlises de RMSF de mostraram a flutuagéo de cada um dos residuos de
aminoacidos que compdem a protease. A grande maioria dos residuos flutuam mais
na presenca da mutacédo D30N. Isto ocorre justamente devido a presenca da mutagcao
fazendo com que ndo somente os residuos de aminoacidos flutuem bastantes, mas
também a variabilidade do Nelfinavir nessa situacédo € algo perceptivel ao longo dos
40ns de dinamica, justamente essa diferenca de acomodacao do farmaco interagindo
com a proteina nativa e com a proteina mutada. Os residuos que menos aparentam

ter flutuagéo estéo entre os aminoacidos 20 a 30 e 80 a 90. Isto é explicado devido a
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estes aminoacidos estarem relacionados ao sitio catalitico da enzima, com destaque
ao Aspartato 25, que faz de fato a hidrdlise das poliproteinas do HIV e que se mostra
mais rigido. Estes mesmos residuos que compdem a cadeia B da protease mostraram
maior flutuacdo em relacdo a cadeia A. Este efeito pode ser explicado devido a
protonacdo dos Aspartatos 25 da cadeia A e B que compdem o sitio ativo da enzima,
pois quando um estd no estado protonado (mais rigido), o outro se apresenta

desprotonado (mais flexivel).

A dupla mutacdo D30ON_I84A apresentou uma grande abertura no flap da
proteina mostrando ser uma conjugacao de mutacdes de extrema importancia para a
resisténcia da enzima ao inibidor. A mutacdo I84A vem ganhando destaque por
apresentar grande inibicdo da interacdo do farmaco com a protease do HIV-1 no
estudo feito por Rhee, et al, (2010), esta mutacdo apresentou elevado grau de
resisténcia em todos os inibidores de protease até hoje sintetizados. Algumas
caracteristicas fazem com que esta mutacdo ganhe destaque, comecando pela

relacdo do volume entre os dois aminoacidos envolvidos.

E evidente a importancia do tamanho dos aminoacidos e neste caso a
insercdo de um aminoacido menor como a alanina promoveu uma menor interacao
com o inibidor, pois na cavidade da enzima ja existe uma distancia relevante entre o
farmaco e a enzima o que dificultou ainda mais a presenca de um aminoacido menor.
Isto interfere em todo o resto da interacdo, que é estabelecida entre o sitio ativo e 0
flap da enzima, além do ajuste das cadeias A e B. Os residuos 81, 82, e 84 das cadeias
A e B estdo entre os residuos que ajudam a manter o Nelfinavir na cavidade da
enzima, e uma mutacao nesta regido, que, como ja foi dito, compde o sitio catalitico
da enzima, altera de maneira significativa a interacao entre receptor e ligante (Gupta
et a, 2015). E uma vez que a interacao é dificultada ocorre a abertura do flap mediado
pela Isoleucina do residuo 50 que é visivel maior flexibilidade do flap da cadeia B,

justamente em relacdo da protonacao do Aspartato estar em um lado das cadeias.

A andlise das trajetérias de RMSD da dupla mutacdo D30ON_I84A e da
mutacdo D30N, demonstrou 0 que ja era esperado a partir da analise estrutural da
enzima principalmente em relacdo ao flap. O sistema com a dupla mutacdo
demonstrou ser bem mais instavel que a mutacédo simples ao longo dos 40 ns de
dindmica molecular, mostrando-se mais estavel somente nos primeiros 5 ns. Um fato

que é importante ressaltar ndo somente a instabilidade do sistema é maior variacdo
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de movimentos, mas também é importante considerar a circunstancia de que esta é
uma mutacao adicional que se sobrepde sobre a principal que confere resisténcia ao
Nelfinavir, fator que pode ser elevado na presenca de mais mutacées em uma mesma

enzima.

As analises de RMSF mostrou que os residuos com mais flutuagdo séo os
aminoacidos do sistema com a dupla mutacdo D30ON_I84A (em vermelho). Alguns
contrapontos sdo observados principalmente nos primeiros residuos das duas
cadeias, propriamente em torno do residuo 80 da cadeia A e em torno do residuo 90
da cabeia B. Estes contrapontos ocorrem justamente devido a mutacdo e sao
esperados, visto que a proteina e o farmaco se acomodam um de acordo com 0 outro
e uma simples alteracdo aminoacidica é suficiente para mudar o modo de ligacao do
Nelfinavir, além de outros estudos (Rhee et al, 2010) mostrarem a capacidade desta

substitui¢ao.

Em relacdo a tripla mutacdo D30ON_I84A M46l o objetivo era verificar a
capacidade de recuperacdo da conformacdo da estrutura da protease devido as
caracteristicas da mutacdo M46l, trazendo de volta a estrutura da enzima a sua
conformacao nativa. A dupla mutacdo D30N_I84A mostra ser bastante resistente ao
Nelfinavir, como ja foi comentado anteriormente, e a tripla mutacdo D30N_184A M46l
tenta retornar a conformacdao nativa perante a duas importantes mutacdes. Este efeito
acontece devido propriamente a ocorréncia das mutacdes, que, ndo somente se
tornam resistente a interacdo com os farmacos inibidores de protease, mas também
acabam interferindo na proépria interacdo com a clivagem das poliproteinas gag e pol.
Porém, este restabelecimento, dependendo da gravidade da mutacdo nao é
totalmente reconstituido. E perceptivel que o flap do sistema com a tripla mutacéo
apresenta uma conformacdo semi-aberta, 0 que culmina como ja foi discutido, na
dificuldade da interacdo do Nelfinavir principalmente em manter o flap fechado,
resultando na possivel resisténcia ao farmaco e a enzima apresentando alta atividade
catalitica das poliproteinas devido a afinidade de ligagdo. Ainda sendo visivel a
discrepancia da conformacédo em que adota o Nelfinavir com a dupla mutacédo e com

a tripla mutagéo.

Esta mutacdo considerada secundaria, € uma das mais importantes em
relacdo a recuperacdo do fitness da enzima. As trajetorias de RMSD desta tripla

mutacdo comparada a dupla mutagdo, demonstrou na apresentagao estrutural que
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esta € mais estavel e menos variavel, apesar de conter 3 mutagdes na mesma enzima.
Enquanto que a dupla mutacdo ainda se mostrou mais variavel e menos estavel. A
adicdo da terceira mutacdo M46l € o que faz toda a diferenca ndo somente na
estrutura da enzima como também no aumento da eficiéncia catalitica. Esta € uma
mutacdo de flap que acaba induzido menos perturbacdo no dominio das abas e
melhora o efeito deletério de outras mutagfes, restaurando o equilibrio (Schock,
Garsky & Kuo, 1996).

Por estar associada ao aumento da atividade catalitica, € normal que a
flutuacdo dos residuos da protease seja maior com a mutacdo M46l, em que
justamente os aminoacidos que mais flutuam sé@o os que estdo em torno do residuo
46 nas cadeias A e B, além dos aminoacidos em torno dos residuos 20 das cadeias
A e B que compbe o sitio catalitico da enzima, aparentemente pelo aumento da
eficiéncia catalitica que a mutacado M46I1 propde. J& os residuos que fazem parte do

flap da enzima se mostram mais estaveis.

As andlises de RMSD e RMSF com os 3 principais sistemas foram feitas para
demonstrar a capacidade de devolver o fitness da enzima em relagédo a mutacao M46l,
D30N, D30N_I84A e D30ON_I84A M46l, em que mostra de forma mais especifica a
capacidade que a mutacao M461 tem de restabelecer a conformacéo da enzima diante
de uma mutacao altamente supressora. Mostrando que o Nelfinavir consegue fazer o
seu papel em deixar a proteina estavel. A tripla mutacdo se mostra acima da mutacéo
simples, porém, além de levar em consideracdao uma tripla mutacéo em relacdo a uma
simples, a primeira mostra menos oscilagdes e ao final da dinamica as linhas do
grafico ficam até sobreposta e é possivel teorizar que em uma extensdo dessa mesma
dindmica a tripla mutacdo teria um comprimento em angstrons menor que

propriamente a mutacao simples.

Os aminoacidos da mutacdo tripla sdo os que mais flutuam, e né&o
necessariamente tornam a proteina, mais instavel. Outros fatores como atividade
catalitica, ligacbes com o inibidor, entre outros, fazem com que a atividade dos
aminoacidos seja grande, sem que o0 esqueleto da proteina apresente esse fator, e
esta € a principal diferenca entre os sistemas trabalhados aqui, justamente pelo
aumento da atividade catalitica da enzima dada a mutacdo M46l. Os outros dois

sistemas da dupla e tripla mutagéo, ndo fogem a regra, onde uma mutacéao (184A) ja
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supressora, em conjunto com a principal mutacdo que confere resisténcia ao
Nelfinavir, apresenta uma maior oscilacdo de aminoacidos que de fato interfere no
esqueleto da enzima como foi mostrado nos resultados de RMSD, dando indicios de
gue a atividade do Nelfinavir € comprometida na mutacéo simples e principalmente da

dupla mutagéo.

Ao longo dos 40ns de dinamica o Nelfinavir adotou diferentes conformagdes
tanto durante o estabelecimento da propria estrutura em relagdo ao receptor, quanto
diferentes formas entre os sistemas que foram estudados (1OHR, D30N, D30N_I84A
e D30N_I84A M46l). Essas diferentes formas apresentadas s&o explicadas
justamente pelas substituicbes de aminoacidos provocadas pela enzima obrigando
um remanejamento do inibidor, uma vez que ele apresenta uma forma inicial e vai se
adequando de acordo com as unidades de interacdo e com 0S movimentos que a
enzima se prop0de, principalmente em relacdo do tamanho da abertura do flap e o

espacamento da cavidade que é onde se localiza o sitio ativo.

A energia livre calculada de cada sistema com o ligante, mostrou a
vulnerabilidade dos sistemas com mutacdo apresentando baixos valores de energia.
Os valores de energia livre dos sistemas D30N e D30N_I84A, comprometem a facil
retirada do ligante do receptor, o que leva também as diferentes estruturas

apresentadas pelo Nelfinavir provocadas pelas alteracdes das estruturas na proteina.

As principais interacdes que mantém o Nelfinavir na cavidade da enzima
ocorrem com 0s aminoacidos, glicina 27, aspartato 30 (cadeias A e B) Isoleucina 50 e
importantes no sentido de que quando ha um ligante, seja inibidor ou um polipeptidio,
o flap da enzima se mantém fechado (Gupta et al, 2014). Foi acrescentada a distancia
da ligacdo com o aminoacido 84, para justamente observar a sua contribuicdo para a

mudanca conformacional da enzima.

Na estrutura 10HR, mantém ligacdes curtas no que culmina na estrutura
fechada da enzima. Ja em relacdo a mutacdo D30ON além do distanciamento das
principais ligagbes e mudancas rotacionais dos aminoacidos, 0 que apresenta maior
destaque é em relacao a Isoleucina 50, que é justamente o aminoacido de flap que
faz a interacdo com o Inibidor e também interage com a glicina 48, outro aminoécido
que compde o flap que neste caso da a caracteristica de conformacéo semi-aberta

desse sistema.
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No sistema com a dupla mutacao essas distancias aumentam mais ainda com
maior destaque para a isoleucina 50 que na enzima nativa uma ligagdo de 3,5
angstrons passou a ser de 5,7. E como principal fator para a recuperagao do fitness e
conformacao da enzima a mutagcado M46I, por ser uma regido de flap e ajuda a manter
a alca fechada melhorando a interagdo do inibidor com a isoleucina 50 com uma
ligacdo de 3,7 angstrons (nativa 3,5), com o complexo dos aminoacidos glicina 48,
isoleucina 48 (sistema mutado), e isoleucina 50 com um melhor rearranjo, melhor
interacao entre si, para contribuir para um melhor fiteness da enzima, tentando manter
o flap da enzima fechado na presenca do inibidor na cavidade do sitio ativo da

protease.
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9. CONCLUSAO

Este estudo explana os mecanismos moleculares de 3 importantes mutacdes
gue acometem a enzima protease do HIV, com a finalidade de proporcionar um melhor
entendimento para o desenho e melhoramento de novos inibidores além de esclarecer
0 que acontece com estas mutacdes. A mutacdo D30N, ja bem descrita na literatura,
demonstrou mais uma vez ser importante, em estabelecer uma semi-abertura no flap
da enzima, instabilidade superior a enzima nativa e significante a interacéo do inibidor
com a enzima. A dupla mutacdo D30N_I84A foi a mais supressiva deste estudo,
apresentando maior abertura de flap, volume de cavidade, maior instabilidade e menor
grau de energia de ligacdo com o inibidor. Um importante achado foi em relacdo a
mutacdo D30N_184A M46l, que apesar de duas importantes mutacdes, a substituicao
gue ocorre no residuo 46 entre uma metionina e uma isoleucina, tenta de forma eficaz
retornar a conformacdo padrdo da protease, fator importante para a sua

funcionalidade que seria a clivagem das poliproteinas gag e pol do HIV.

A perspectiva deste estudo é contribuir no entendimento de fungcao molecular
dos aminoacidos com interacdo com o inibidor Nelfinavir, a fim de contribuir para a
manipulagéo do tratamento do HIV quando utilizado inibidores de protease. Estudos
experimentais, ou estudos de modificagdes do inibidor devem ser conduzidos para
propor melhorias na inibicdo, melhorando a eficacia do tratamento, juntamente com

estudos concomitantes de mutacdes principais no sitio ativo e fora do sitio ativo.
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