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RESUMO 

 

O surgimento de cepas resistentes aos fármacos utilizados na terapia antirretroviral cresce de 

forma alarmante em escala global. Os antirretrovirais utilizados no tratamento de primeira e 

segunda linha do HIV são os que mais possuem relatos de casos de cepas resistentes. Os 

inibidores da protease são uma classe de drogas antirretrovirais que possui participação 

fundamental nos esquemas de tratamento da AIDS. Além do surgimento da resistência aos IPs 

utilizados nos esquemas usuais de tratamento, já existem relatos de resistência o Darunavir, 

um inibidor da protease usado no tratamento de resgate terapêutico em casos de pacientes que 

já apresentam falha no tratamento inicial e resistência comprovada. Portanto, este trabalho 

tem por objetivoavaliar, identificar e quantificar as mutações na protease do HIV-1 3UCB, 

bem como avaliar, por meio de simulações de dinâmica molecular, o impacto que as mutações 

produzem na interação a 3UCB e o seu ligante darunavir quando comparados com a protease 

do HIV-1 nativa 4LL3 complexada ao mesmo ligante. Os resultados obtidos neste estudo 

mostraram que a protease do HIV-1 mutante 3UCB apresentou um perfil de ligação 

ligeiramente mais estável que complexo da protease do HIV-1 nativa 4LL3, com resultados 

de energia livre de ligação -68,77 e -64,62kcal/mol, respectivamente. 

 

Palavras-chave: HIV; Darunavir; Protease; Mutações; Modelagem Molecular.  

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

The emergence of drug-resistant strains used in antiretroviral therapy grows alarmingly on a 

global scale. Antiretrovirals used in the treatment of first and second line HIV are the ones 

that most have case reports of resistant strains. Protease inhibitors are a class of antiretroviral 

drugs that play a key role in AIDS treatment regimens. In addition to the emergence of 

resistance to IPs used in the usual treatment regimens, Darunavir, a protease inhibitor used in 

therapeutic rescue treatment, is already reported in patients who already have failed initial 

treatment and proven resistance. The aim of this work is to evaluate, identify and quantify 

HIV-1 3UCB protease mutations, as well as to evaluate, through molecular dynamics 

simulations, the impact that mutations produce on the interaction of 3UCB and its darunavir 

ligand when compared to the native HIV-1 protease 4LL3 complexed to the same linker.The 

results obtained in this study showed that the 3UCB multi-resistant HIV-1 protease had a 

slightly more stable binding profile than the native HIV-1 protease complex 4LL3, with 

binding free energy results -68.77 and -64.62 kcal / mol, respectively. 

 

Keywords: HIV; Darunavir; Protease; Mutations; Molecular Modeling.  
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1 INTRODUÇAO 

 

A síndrome da imunodeficiência humana adquirida (AIDS, 

acquiredimmunodeficiencysyndrome) é causada pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV, 

humanimmunodeficiencyvirus), sendo caracterizada por diversos aspectos clínicos, como 

imunodepressão severa associada a infecções oportunistas, perda de peso e degeneração do 

sistema nervoso central (SNC). (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; CUNICO; GOMES; 

VELLASQUES JUNIOR, 2008; SANTOS; ALBUQUERQUE; BRITO, 2014). 

O Brasil é referência, entre os países em desenvolvimento, no que se refere a 

distribuição gratuita de medicamentos antirretrovirais para a população. Atualmente o 

tratamento da AIDS consiste em uma terapia combinada de diversas classes de antirretrovirais 

denominada HAART/TARV (Terapia Antirretroviral Altamente Ativa), que impede a 

infecção de novas células do sistema imune bloqueando diversas etapas do ciclo replicativo 

do vírus. Apesar da TARV ser considerada um sucesso no que concerne ao tratamento do 

AIDS, que reduz significativamente a carga viral dos pacientes tratados melhorando sua 

qualidade de vida, ainda possui algumas limitações como a alta incidência de efeitos 

colaterais, o que dificulta a adesão ao tratamento, e o rápido surgimento de cepas resistes a 

diferentes esquemas de antirretrovirais utilizados atualmente (DE MELO; BRUNI; 

FERREIRA, 2006). 

Nesse contexto os antirretrovirais utilizados no tratamento de primeira e segunda linha 

do HIV são os que mais possuem relatos de casos de cepas resistentes. Dentre eles temos 

inibidores nucleosídicos da transcriptase reversa (NRTIs), inibidores nucleotídicos da 

transcriptase reversa (NtRTI), inibidores não nucleosídicos da transcriptase reversa 

(NNRTIs), e inibidores de protease (PIs)(BRASIL, 2015).  

Segundo a OMS, a não adesão ao tratamento com os esquemas antirretrovirais 

prescritos é uma das principais causas do crescente surgimento de cepas resistentes. O que 

torna necessária a mudança do esquema de antirretrovirais, utilizando outros fármacos que 

podem onerar o custo do tratamento dificultando seu acesso a população em diversos países 

Ainda segundo a OMS, prospecções matemáticas mostraram que 135.000 mortes adicionais e 

105.000 novas infecções podem ocorrer nos próximos cinco anos, e os custos de tratamento 

do HIV poderiam aumentar em US$ 650 milhões adicionais durante esse período, caso 

nenhuma ação for tomada contra o aumento do surgimento da resistência aos antirretrovirais 

(BRASIL, 2015; WHO, 2017). 
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A protease do HIV é uma enzima homodimérica, que possui duas cadeias 

polipeptídicas de 99 resíduos de aminoácidos idênticas. Cada monômero contém a sequência 

conservada ASP-THR GLY, que fornece o grupo asparatil que é necessário para catálise 

enzimática.Os inibidores da protease do HIV-1 são utilizados amplamente no Brasil nos 

esquemas de segunda linha de tratamento eno resgate terapêutico (terceira linha de 

tratamento). Sendo são abundantes os relatos de casos de resistência aos inibidores da 

protease (BRASIL, 2015; FDA, 2011; SANTOS; ALBUQUERQUE; BRITO, 2014, 

STANFORD,2017). 

 

1.1 JUSTIFICATIVA 

O surgimento de cepas resistentes aos fármacos utilizados na terapia antirretroviral 

cresce de forma alarmante em escala global. Os antirretrovirais utilizados no tratamento de 

primeira e segunda linha do HIV são os que mais possuem relatos de casos de cepas 

resistentes. Com a perda da resposta terapêutica ao tratamento com os fármacos de primeira e 

segunda linha se torna necessária a mudança no esquema terapêutico e a introdução 

antirretrovirais de outras gerações, que possuem um custo mais elevado e oneram e muito o 

tratamento da AIDS. 

A complexidade da resistência aos antirretrovirais está associada ao aparecimento de 

múltiplas mutações que se combinam e acumulam-se por gerações resultando em cepas 

altamente resistentes. 

Os inibidores da protease são uma classe de drogas antirretrovirais que possui 

participação fundamental nos esquemas de tratamento da AIDS. Além do surgimento da 

resistência aos IPs utilizados nos esquemas usuais de tratamento, já existem relatos de 

resistência o darunavir, um inibidor da protease usado no tratamento de resgate terapêutico 

em casos de pacientes que já apresentam falha no tratamento inicial e resistência comprovada. 

O que torna ainda mais evidente o quão grave é o fenômeno de resistência aos antirretrovirais.  

Nesse contexto, surge a necessidade de se investigar quais impactos a ocorrência de 

múltiplas mutações podem gerar na interação entre a protease do HIV-1 e o seu inibidor 

darunavir,por meio de métodos computacionais de química teórica. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

Este estudo tem por objetivo avaliar, identificar e quantificar as mutações na protease 

do HIV-1 3UCB, bem como avaliar, por meio de simulações de dinâmica molecular, o 

impacto que as mutações produzem na interação a 3UCB e o seu ligante darunavir quando 

comparados com a protease do HIV-1 nativa 4LL3 complexada ao mesmo ligante. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

i. Usando como referência a protease nativa 4LL3, identificar e descrever as mutações 

presentes na protease HIV-1 Mutante PR 20-3UCB; 

ii. Descrever e fazer um estudo por modelagem molecular das interações da protease do 

HIV-1, tipo selvagem, complexada ao inibidor darunavir; 

iii.  Descrever e fazer um estudo por modelagem molecular das interações da protease do 

HIV-1, PR20 mutante, complexada ao inibidor darunavir;  

iv. Identificar e mensurar os principais resíduos da protease do HIV-1 nativa 4LL3 e 

mutante 3UCB, que interagem com o inibidor darunavir; 

v. Realizar estudo de dinâmica molecular das proteases nativa e mutante complexadas 

com o inibidor darunavir;  

vi. Calcular a energia livre por meio dos métodos de Molecular Mechanics/Generalized 

Born Surface Area(MM/GBSA) para todos os sistemas do estudo; 

vii. Realizar cálculos de decomposição por resíduo para as principais interações existentes 

entre as proteases do HIV-1 protease do HIV-1 nativa 4LL3 e mutante 3UCB; 

viii. Avaliar se a coexistência de múltiplas mutações na protease tipo HIV-1 podem 

influenciar na interação com o inibidor, darunavir, por meio de métodos de 

modelagem molecular. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 HIV/AIDS 

A síndrome da imunodeficiência humana adquirida (AIDS, 

acquiredimmunodeficiencysyndrome) é causada pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV, 

humanimmunodeficiencyvirus), sendo caracterizada por diversos aspectos clínicos, como 

imunodepressão severra associada a infecções oportunistas, perda de peso e degeneração do 

sistema nervoso central (SNC). O HIV pertencente ao gênero Lentiviruse família 

Retroviridae, estabelece uma infecção persistente crônica, com longo período de latência e 

início gradual do aparecimento dos sintomas clínicos. Foram identificadas duas famílias do 

HIV, sendo estas denominadas de HIV-1 e HIV-2. A maior parte das epidemias causas pelo 

vírus estão relacionadas com o tipo 1 (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; BRUNTON et 

al., 2010). 

O HIV possui tropismo por células do sistema imunológico que possuem o receptor 

CD4, como linfócitos e macrófagos. As partículas virais que iniciam a infecção estão 

presentes no sangue, sêmen, e outros fluidos corporais e a transmissão ocorre de indivíduo 

para indivíduo, por meio de relação sexual ou uso de agulhas contaminados. Também pode 

ocorrer transmissão vertical, da mãe para o feto, e transmissão por meio de transfusão 

sanguínea (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; BRUNTON et al., 2010). 

 

2.1.1 Aspectos Epidemiológicos 

Descoberta nos EUA, em 1981, a AIDS se espalhou rapidamente, adquirindo altos 

índices de morbidade e mortalidade em escala global, afetando principalmente países em 

desenvolvimento (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; CUNICO; GOMES; 

VELLASQUES JUNIOR, 2008; SANTOS; ALBUQUERQUE; BRITO, 2014). 

Levaram anos de pesquisa após a descoberta do HIV para que fármacos para o 

tratamento da infecção fossem desenvolvidos. O primeiro antirretroviral a ser lançado foi a 

zidovudina, que foi lançado em 1987, sob o nome comercial de Retrovir®, pelo laboratório 

GlaxoSmithKline. Depois vieram a didanosina (Videx®) em 1991, e a zalcitabina (Hivid®) 

em 1992 (FDA, 2011). O tratamento da infecção pelo HIV consiste na utilização combinada 

de um esquema de fármacos antirretrovirais, prática que teve sua importância para o 

tratamento eficaz infecção reconhecida desde de 1996, sendo denominada como terapia 

antirretroviral altamente ativa (HAART) ou TARV. O tratamento com antirretrovirais tem por 
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objetivo diminuir a carga viral dos pacientes tratados, diminuindo a morbimortalidade e 

aumentando a expectativa e qualidade de vida das pessoas que vivem com o HIV/AIDS 

(BRASIL, 2015).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde, em 2016 o número de pessoas que viviam 

com o HIV em todo o mundo era de 36,7 milhões, sendo que 19,5 milhões, cerca de 53%, 

dessas pessoas tiveram acesso a terapia antirretroviral em 2016 (WHO, 2017). O Brasil é o 

país com maior concentração populacional da América Latina, e em consequência disso 

também é o país que concentra o maior índice de casos novos na região, cerda de 40%. Com 

base nos dados fornecidos em março de 2016 a UNAIDS (Programa Internacional de 

Combate à Aids das Nações Unidas) estima que o número de pessoas vivendo com HIV no 

país é de aproximadamente 830.000, e que, cerca de, 15.000 pessoas vêm a óbito anualmente 

devido a causas relacionadas à AIDS (UNAIDS, 2017). 

Em julho deste ano a OMS (Organização Mundial da Saúde) comunicou a imprensa 

um alerta sobre a crescente ameaça de resistência aos medicamentos utilizados no tratamento 

da AIDS. Nesta ocasião também foi divulgado um relatório detalhado sobre o assunto, o qual 

foi baseado em pesquisas nacionais realizadas em diversos países. A organização advertiu que 

o aumento da resistência aos antirretrovirais em diferentes países pode prejudicar o progresso 

global no tratamento e prevenção da infecção pelo HIV se medidas efetivas não forem 

tomadas precocemente, afim de evitar o avanço do surgimento de novas cepas resistentes 

(WHO, 2017). 

O relatório publicado pela OMS mostrou que em 6 dos 11 países pesquisados na 

África, Ásia e América Latina, mais de 10% das pessoas que iniciaram a terapia 

antirretroviral apresentaram uma cepa de HIV resistente a alguns dos medicamentos mais 

amplamente utilizados contra o HIV. A OMS considerou o percentual de 10% um limite que 

não deve ser ultrapassado, recomendando que esses países revisem urgentemente seus 

programas de tratamento do HIV (WHO, 2017). 

 

2.1.2 Estrutura e ciclo de replicação do HIV 

O HIV é classificado na família Retroviridae, gênero Lentivirus e apresenta duas 

espécies, o Vírus da imunodeficiência humana 1 (HIV-1) e Vírus da imunodeficiência 

humana 2 (HIV-2) (ICTV, 2012). Seu genoma é constituído por duas moléculas de ácido 

ribonucleico (RNA) de fita simples de polaridade positiva que servem de molde para a síntese 

de ácido desoxirribonucleico (DNA) por ação da DNA polimerase dependente de RNA 

(transcriptase reversa - RT) (COFFIN, 1996; HUANH et al., 1998). 



18 

 

O HIV-1 apresenta diâmetro de aproximadamente 110 nm. Possui forma esférica e 

apresenta um envelope, com glicoproteínas de superfície (gp120) e transmembrana (gp41). Na 

superfície interna do envelope observa-se a presença da proteína da matriz (p17) e o capsídeo 

viral, constituído pela proteína p24 (COFFIN, 1996; LUCIW, 1996; TURNER; SUMMERS, 

1999) (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1 – Representação esquemática do HIV-1 (Adaptado de ABBAS et al., 1997). 

 

Quanto à simetria do capsídeo, existem descrições de simetria cônica e outras 

evidências que sugerem uma conformação icosaédrica (COFFIN, 1996). No interior do 

capsídeo localizam-se duas cópias iguais do genoma de RNA de fita simples, de polaridade 

positiva, as quais contém os três genes estruturais gag, pol e env, assim como os genes que 

codificam proteínas essenciais à replicação viral (protease, transcriptase reversa e integrase) e 

por proteínas acessórias (Nef, Vif e Vpr) (WU et al., 1996; CHEN et al., 1998; KOTOV et al., 

1999; TURNER; SUMMERS, 1999; JETZT et al., 2000; ZHOU; AIKEN, 2001).   

O agente viral adsorve a membrana da célula alvo, por meio de interações entre a 

glicoproteína do envelope, gp120, e o domínio aminoterminal da glicoproteína de superfície 

celular CD4, presente nos linfócitos T CD4
+
, monócitos, macrófagos, células dendríticas e 

células da micróglia cerebral (WYATT; SODROSK, 1998; DOUEK et al., 2002).  
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A interação gp120-CD4 gera mudanças conformacionais nas estruturas dessas 

proteínas, o que promove a interação de uma porção da molécula gp120 com o receptor de 

quimiocina, que, por sua vez, desencadeia nova conformação a estrutura da molécula gp41, 

resultando na fusão do envelope da partícula viral com a membrana da célula hospedeira 

(DORANZ et al., 1996;TRKOLA et al., 1996; CHAPHAM & WEISS, 1997; RIZZUTO et al., 

1998; TSCHERNING et al., 1998; WYATT; SODROSKY, 1998; TURNER; SUMMERS, 

1999). 

O vírus também é capaz de entrar na célula por via endocítica, com fusão tardia de 

membranas no endossoma. No interior da célula, o vírus perde seu capsídeo, libera o genoma 

viral no citoplasma da célula hospedeira e ocorre o processo de transcrição reversa (COFFIN, 

1996; EMERMAN; MALIN, 1998; TURNER; SUMMERS, 1999). 

O processo de transcrição reversa é catalizado pela enzima DNA polimerase 

dependente de RNA viral (transcriptase reversa), que sintetiza o DNA viral a partir do RNA 

genômico viral (LUCIW, 1996; FREED, 1998; GÖTTE et al., 1999; TURNER; SUMMERS, 

1999). 

O DNA formado é transportado para o núcleo por nucleoproteínas do complexo de 

pré-integração, onde é integrado covalentemente ao genoma da célula hospedeira, através da 

catálise da integrase (WU et al., 1996; MILLER et al., 1997; DANIEL et al., 1999; TURNER; 

SUMMERS, 1999; VANDEGRAAFF et al., 2001). 

O genoma do HIV-1 é expresso através de uma molécula de mRNA subgenômico e 

duas moléculas de mRNA, a partir das quais são traduzidas as proteínas virais (Turner & 

Summers, 1999). Após a montagem da nova partícula, o envelope é adquirido por meio do 

brotamento, cruzando a membrana plasmática (COFFIN, 1996; WYATT; SODROSKI, 

1998). 

 

2.1.3 Terapia Antirretroviral 

O uso da terapia antirretroviral (TARV) tem por objetivo diminuir a morbidade e 

mortalidade das pessoas que vivem com a HIV/AIDS (PVHA), melhorando a qualidade e a 

expectativa de vida, e não erradicar a infecção pelo HIV. No intuito de estabelecer os critérios 

para o início de tratamento, buscou-se defini-los com base nas estimativas de risco de 

infecções oportunistas, evolução para aids e óbito. Entretanto, já existem evidências de que, 

mesmo em indivíduos assintomáticos com contagens elevadas de LT-CD4
+
, a replicação viral 

e a ativação imune crônica estão associadas ao desenvolvimento de doenças não 
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tradicionalmente relacionadas à infecção pelo HIV, tais como eventos cardiovasculares 

(BRASIL, 2015). 

Atualmente no Brasil, o Ministério da Saúde, levando em consideração evidências de 

benefícios clínicos e de prevenção da transmissão do HIV providas por estudos 

intervencionistas e observacionais, somadas à disponibilidade de opções terapêuticas 

progressivamente mais cômodas e bem toleradas, estabeleceu novos critérios para o início do 

tratamento antirretroviral, que incluem a recomendação de início mais precoce, de acordo 

com o Quadro 2 (BRASIL, 2015). 

 

 

Quadro 1 – Recomendações para início de terapia antirretroviral. 

 

Recomendações para início de terapia antirretroviral em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) 

Condições clínicas e imunológicas Recomendação 

Pessoas vivendo com HIV/aids 

Todas as PVHA, independente da contagem de CD4 Estimular o Início imediato da TARV 

Sintomáticos 

Independente da contagem de Linfócitos T CD4
+ Iniciar TARV 

Assintomáticos 

Contagem de Linfócitos T CD4
+≤ 500 células/ mm

3 Iniciar TARV 

Contagem de Linfócitos T CD4
+ 

  500 células/ mm
3  

 Co-infecção por hepatite B e com indicação de 
tratamento da hepatite 

Iniciar TARV 

 Pacientes com risco elevado ou doença 
cardiovascular 

Considerar início de TARV 

 Neoplasias que necessitem de tratamento 
imunossupressor 

Considerar início de TARV 

 Carga viral do HIV acima de 100.000 cópias/mL Considerar início de TARV 

Sem contagem de Linfócitos 

T CD4
+ 

disponível 
Não iniciar TARV 

GESTANTES  

Independente da contagem de Linfócitos  T CD4
+ Iniciar TARV 

PORTADORES COM PARCEIROS SORODIVERGENTES  

Independente da contagem de Linfócitos T CD4
+ Oferecer TARV para redução da transmissibilidade 

Fonte: Brasil, 2015.  
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O benefício da TARV já foi claramente demonstrado em pacientes com doença 

sintomática avançada e naqueles que, apesar de assintomáticos, apresentam imunodeficiência 

acentuada expressa na contagem de linfócitos T CD4+ abaixo de 200/mm
3
. Além disso, 

vários estudos demonstram que o uso de antirretrovirais representa uma potente intervenção 

para a prevenção da transmissão do HIV. Dentro dessa perspectiva, o ministério da saúde 

recomenda atualmente o estimulo ao início imediato da TARV para todas as PVHA, 

independentemente da contagem de LT-CD4+, na perspectiva de redução da 

transmissibilidade do HIV, considerando a motivação da PVHA. (BRASIL, 2008; BRASIL, 

2015). 

Com a ampla utilização da TARV no Brasil houve melhora nos indicadores de 

morbidade, de mortalidade e qualidade de vida. Por outro lado, contribuiu para o 

desenvolvimento do perfil crônico-degenerativo assumido pela doença na atualidade. 

Pacientes em uso de TARV há mais tempo convivem com toxicidade dos medicamentos, 

assim como com a possibilidade de co-infecções e/ou variantes resistentes do vírus (BRASIL, 

2008). 

Segundo Romão Júnior (2014), a detecção precoce da doença renal aliadas a condutas 

terapêuticas adequadas para retardar a progressão da enfermidade, pode reduzir o sofrimento 

dos pacientes além de reduzir os custos financeiros associados aos tratamentos de diálise.  

Em nível da atenção básica é necessário tratar e controlar os fatores de risco 

modificáveis como diabetes, hipertensão, dislipidemia, tabagismo e doença cardiovascular, de 

acordo com as normatizações do Ministério da Saúde (BRASIL, 2014). 

Muitas vezes os portadores da doença renal crônica apresentam quase sempre 

evolução progressiva, insidiosa e assintomática, dificultando assim o diagnóstico precoce da 

disfunção renal. Por isso, é necessário que a equipe de saúde seja conscientizada a aumentar a 

vigilância e capacitação nos cuidados primários á saúde, para diminuição do aparecimento de 

casos novos nos pacientes do HIPERDIA (ROMÃO JÚNIOR, 2014). 

Dois anos após a síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS/SIDA) ter sido 

identificada como uma doença em 1981, o vírus humano da imunodeficiência (HIV) foi 

isolado como suposta causa da doença. A partir desse momento se iniciou uma intensiva 

busca por componentes que poderiam inibir a infecção e a replicação do vírus e, talvez, alterar 

favoravelmente o curso da doença. O primeiro componente que mostrou inibição da 

replicação do vírus HIV tanto in vitro quanto in vivo foi o suramin. Entretanto, o primeiro 

agente antirretroviral a ser licenciado para uso clínico foi a zidovudina, em 1987. Em 2000, já 



22 

 

haviam sido aprovados cinco inibidores nucleosídicos da transcriptase reversa (DE CLERCQ, 

2009; DE CLERCQ, 2010; RAFFANTI; HAAS, 2003). 

Até o ano de 2010 haviam, nos Estados Unidos e Europa, vinte e cindo drogas 

antirretrovirais licenciadas para uso clínico no tratamento da AIDS. Estes compostos são 

distribuídos em diferentes categorias dependendo da interação com seu alvo dentro do ciclo 

de replicação do HIV. Os alvos investigados mais intensamente durante as primeiras décadas 

de pesquisa na área são a transcrição reversa e o processamento proteolítico pela protease 

viral (DE CLERCQ, 2009; DE CLERCQ, 2010). 

A transcrição reversa e catalizada pela enzima transcriptase reversa (RT) (RNA – 

dependente de DNA polimerase), uma enzima viral específica que retrotranscreve o genoma 

viral do RNA de cadeia simples para o DNA pro-viral de cadeia dupla. Enquanto que o 

processamento proteolítico é catalisado pela protease viral que cliva a poliproteína precursora 

viral em proteínas virais maduras (tanto estruturais quanto funcionais) (DE CLERCQ, 2009).  

Posteriormente novos alvos foram investigados como possíveis sítios de ação para as 

droga antirretrovirais, os quais podemos citar: a entrada viral, particularmente a fusão vírus-

célula e a interação do vírus com seus (co) receptores; e a integração do DNA pro-viral no 

genoma das células hospedeiras, um processo realizado por uma enzima viral específica, 

integrase, que determina se a célula infectada com HIV e todas as células filhas que dela 

derivam irão portar permanentemente o pro-vírus (DE CLERCQ, 2009). 

Através da Lei 9.313 de 1996, o Ministério da Saúde - MS vem garantindo o acesso ao 

tratamento antirretroviral (TARV) a todas as pessoas que vivem com HIV-1 e que tenham 

indicação de recebê-lo, conforme as recomendações terapêuticas vigentes no Brasil (BRASIL, 

2008). 

Atualmente o arsenal de drogas antirretrovirais disponíveis no Brasil, distribuídas 

gratuitamente no sistema único de saúde (SUS), para o tratamento da infeção pelo HIV é 

composto por cinco inibidores nucleosídicos da transcriptase reversa (NRTIs) (zidovudina, 

didanosina, estavudina, lamivudina, e abacavir), um inibidor nucleotídico da transcriptase 

reversa (NtRTI) (tenofovir), três inibidores não nucleosídicos da transcriptase reversa 

(NNRTIs) (neviparina, etravirina, e efavirenz), sete inibidores de protease (PIs) (saquinavir, 

ritonavir, tripanavir, lopinavir, atanazavir, fosamprenavir, e duranavir), um inibidor de fusão 

(FI) (enfuvirtida), um inibidos de co-receptores (maraviroque)  e dois inibidores de integrase 

(INIs) (raltegravir e dolutegravir) (DE CLERCQ, 2010; BRASIL, 2015). 

Desde 1996, a importância do regime de combinação de drogas anti-HIV começou a 

ser amplamente aceita. Tal prática, comum para o tratamento de tuberculose, foi também 
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introduzida para o tratamento da AIDS. Sendo esta denominada como terapia antirretroviral 

altamente ativa (HAART) ou TARV. A combinação e três (ou mais) compostos 

antirretrovirais, se forma semelhante ao tratamento da tuberculose, tem como objetivos obter 

sinergismo entre diferentes compostos com diferentes alvos moleculares, reduzir as dosagens 

individuais das drogas diminuindo seus efeitos tóxicos, e diminuir a probabilidade do 

desenvolvimento de resistência às drogas (DE CLERCQ, 2009). 

 

2.2 PROTEASE DO HIV 

2.2.1 Estrutura e Mecanismo da Protease do HIV 

A protease do HIV é uma enzima homodimérica, com duas cadeias polipeptídicas de 

99 resíduos de aminoácidos idênticas. Cada monômero contém a sequência conservada ASP-

THR GLY, que fornece o grupo asparatil que é necessário para catálise (MENÉNDEZ-

ARIAS, 2010).  

Esta asparatil protease é responsável pelo processamento da poliproteína Gag/Pol, 

resultando em proteínas estruturais, proteínas do capsídeo, da matriz, nucleocapsídeo, bem 

como as enzimas essenciais do vírus como protease, transcriptase reversa e integrase 

(DEWDNEY et al., 2013; YEDIDI et al., 2014). 

Cristalograficamente, foi demonstrado que apenas um resíduo de acido aspártico é 

protonado no homodímero, o que é consistente com a formação de intermediário tetrahédrico 

do substrato. Ambas as subunidades contém a superfície em gancho flexível, conhecida como 

região flap (resíduos 42 a 58), que se fecha quando o substrato ou inibidor liga-se a enzima 

(MENÉNDEZ-ARIAS, 2010). 

O substrato se liga a protease do HIV em uma conformação ß e é ancorado por muitas 

pontes de hidrogênio e a maioria das interações com os inibidores são fundamentadas em 

interações hidrofóbicas, de forma que a enzima reconhece sete resíduos de clivagem no 

substrato, quatro deles na porção N-terminal e 3 na porção C-terminal (MENÉNDEZ-ARIAS, 

2010). 
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2.2.2 Inibidores da Protease do HIV-I 

 

Existem atualmente vários inibidores de protease licenciados para uso clínico no 

tratamento de infecções pelo HIV. Com exceção do tripanavir (que é baseado em um 

esqueleto de cumarinas), todos os IPs são baseados no princípio da “peptidomimética”, isto é, 

contém um esqueleto hidroxietileno que mimetiza a ligação peptídica normal (clivada pela 

HIV-1 protease), mas que por si só não pode ser clivada. Impedindo assim que a protease do 

HIV realize sua função normal, que é o processamento proteolítico da proteína precursora 

viral em proteínas virais maduras (DE CLERCQ, 2009). 

Os inibidores da protease do HIV são atualmente utilizados dentro do regime da 

terapia antirretroviral altamente ativa (HAART), mostrando uma grande taxa de sucesso no 

tratamento, reduzindo a morbidade e a mortalidade induzida pelo HIV, resultando no 

crescimento da expectativa de vida dos pacientes infectados pelo HIV. Entretanto existem 

muitos aspectos preocupantes sobre os IPs que requerem atenção, tais como do 

desenvolvimento de resistência e seus múltiplos efeitos colaterais (ZHA et al., 2012). 

Figura 2 -  Estruturas cristalográficas de protease de HIV-1 complexadas com um inibidor. (A) As duas 

cadeias polipeptídicas da protease são representadas como diagramas de fita (laranja e verde). O 

inibidor é mostrado em vermelho usando um modelo CPK. Os restos de gelatina representam resíduos 

que estão envolvidos na aquisição de mutações importantes de resistência a fármacos. (B) Vista de 

baixo do complexo de protease / inibidor de HIV-1 mostrando a estrutura em folha a envolvida na 

estabilização do homodímero e a localização de Asn88 e Leu90 (modelos CPK pálido e azul escuro). 

As coordenadas atômicas foram retiradas do ficheiro PDH 7HVP SWAIN et al., 1990. Fonte: 

MENÉNDEZ-ARIAS, 2010. 
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A resistência viral contra os IPs é o resultado de uma complexa interposição de vários 

fatores, incluindo não somente as mutações virais, mas também fatores farmacocinéticos e 

interações droga-droga (ZHA et al., 2012). 

Todos esses agentes atuam por ligação reversível ao sítio ativo da protease, tendo ação 

sobre células já infectadas, de modo que as partículas virais geradas são imaturas e não-

infecciosas. Suas propriedades farmacocinéticas são apresentadas no quadro 2 

(AARNOUTSE et al., 2001; RAFFANTI; HAAS, 2003). 

 

Quadro 2 – Propriedades farmacocinéticas de alguns inibidores da protease do HIV-1. 

 

FARMACOCINÉTICA AMPRENAVIR NELFINAVIR RITONAVIR SAQUINAVIR LOPINAVIRR
1 DARUNAVIR 

Biodisponibilidade Oral 35-90 % 20-80 % 65-75 % 12 % ? 82% 

Efeito das Refeições 

sobre a ASC* 

↑21% (rica em 

gordura) 
↑20-30 % 

↑15% 

(formulação 

em cápsula) 

↑60% ↑50% ↑30% 

t1/2 elim**Plasmática (h) 7,0-11,0 3,5-5,0 3,0-5,0 7,0-12,0 6,0-8,0 15 

Ligação com as 

Proteínas Plasmáticas 
90 % 98 % 98 % 98 % 98 % 95% 

Biotransformação 
CYP3A4 CYP3A4 > 2C 

CYP3A4 > 

2D6 
CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4 

Auto-indução da 

biotransformação 
Não Sim Sim Não Sim 

? 

Excreção Renal do 

Fármaco Original (%) 
4< 3,0 1,0-2,0 3,5 < 3,0 < 3,0 

8 

Inibição da CYP3A4* ++ ++ ++++ + +++ +++ 

* ASC, área sob a cruva de concentração plasmática-tempo; **t1/2 elim, meia vida de eliminação; , 

aumento; , diminuição; CYP, citocromo P450.
1
 O LopinavirR refere-se à co-formulaçõa com 

Ritonavir. Fonte: Raffanti ; Haas, 2003. 

 

 

2.3 MUTAGENESE DO HIV 

A resistência viral aos fármacos é causada por mutações no genoma do HIV, o que 

desencadeiam a codificação de proteínas estruturalmente modificadas, afetando a interação e 

atividade dos antirretrovirais (MENÉNDEZ-ARIAS, 2010). 

A taxa de mutação do HIV é da ordem de 4 x 10
-5

 mutações por base, por ciclo 

replicativo, ou seja, cerca de uma mutação a cada três gerações, produzindo 10
14

 mutações por 

dia no mundo, com base nas estimativas populacionais de portadores (CHEN et al. 2004). 
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O maior problema no tratamento da infecção por HIV-1 é a resistência aos fármacos, 

problema que se estabelece pela alta taxa de mutação do vírus somada à pressão dos esquemas 

terapêuticos de drogas sobre a biologia do HIV. A frequente identificação de mutações 

associadas à resistência é crítica tanto para a terapia antirretroviral, sendo desfavorável na 

individualização do tratamento, bem como no planejamento de novas drogas (CHEN et al. 

2004). 

Cepas resistentes aos fármacos são comuns em pacientes portadores de HIV-1, já 

foram descritas 36 mutações de perda do sentido (missense) associadas à resistência a um ou 

mais dos inibidores de protease. O desafio da resistência reside na grande possibilidade de 

combinação de mutações, sendo acumuláveis na protease do vírus. Mutantes altamente 

resistentes muitas vezes têm 20 ou mais mutações e estratégias para desenvolvimento de 

inibidores efetivos estão constantemente sendo revisadas (SHEN et al., 2015). 

Na natureza, o HIV-1 encontra-se amplamente distribuído no mundo, sofrendo pressão 

de mutação e pressão de seleção da terapia antirretroviral, conduzindo ao acúmulo de 

mutações combinadas. Desta forma, um estudo a partir da co-cristlização do complexo LPV e 

protease do HIV-1, de isolado clínico é mais representativo para investigação estrutural e 

elucidação dos mecanismos de resistência, favorecendo um estudo comparativo para análise 

do impacto das mutações sobre o complexo LPV e protease do HIV-1, partindo da co-

cristalização do complexo para cepa mutante MDR769, descrita por Liu et al. (2013). 

A resistência aos inibidores da protease se dá pela ocorrência de mutações que se 

acumulam, culminando na substituição de dois ou mais aminoácidos que resultam em 

mudanças conformacionais na superfície e na cavidade do sítio ativo da enzima, reduzindo a 

interação com o ligante, (MENÉNDEZ-ARIAS, 2010). 

Mutações de resistência primárias afetam resíduos do sítio de ligação ao substrato e 

sua vizinhança, são mutações que reduzem a atividade catalítica e a capacidade de replicação 

viral, são elas relacionadas: D30N, V32I, L33F, M46I/L, I47A/V, G48V, I50L/V, 

V82A/F/L/S/T, e I84V. De maneira compensatória à perda de função estabelecida pelas 

mutações primárias, outros aminoácidos são adicionalmente modificados como forma de 

reestabelecer a estabilidade e a atividade enzimática, são designadas como mutações 

secundárias (MENÉNDEZ-ARIAS, 2010). 

Segundo Liu e colaboradores (2013), as mutações V32I, I47A, M46I, L33F, I54V, 

V82A, I84V e L90M são descritas como mutações de resistência e combinação entre as 

mutações L76V, M46I e V82A na protease são responsáveis por reduzir a eficácia do 
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lopinavir, bem como o acúmulo de mutações nos códons 82, 54 e 46 antes do início da terapia 

antirretroviral, favorecem a resistência a este fármaco. 

A identificação de novas mutações de resistência requer a combinação de estudos 

clínicos e de ciência básica, bem como estudos de genotipagem descrevem a frequência de 

mutações de resistência em populações de portadores de HIV ao redor do mundo e do Brasil 

(CHEN et al., 2004; FERREIRA et al., 2011; GRÄF et al., 2011; MACÊDO et al., 2011; 

SANTOS et al., 2011VELASCO-DE-CASTRO et al., 2014). As principais mutações de 

resistência aos inibidores de protease estão relacionadas no Quadro 3. 

 

Quadro 3 – Mutações de resistência mais relevantes para os inibidores da protease do HIV-1. 

Maiores Mutações de Resistência para os Inibidores da Protease (PI) 

 24 32 46 47 48 50 54 76 82 84 88 90 

Cons L V M I G I I L V I N L 

ATV/r  I IL V VM L VTAM  
ATS

F 
V S M 

DRV/r  I  VA  V LM V F V   

LPV/r I I IL VA VM V 
VTAL

M 
V 

ATS

F 
V  M 

Negrito/sublinhado: Suscetibilidade reduzida de alto nível ou resposta virológica.  

Negrito: susceptibilidade reduzida ou resposta virológica.  

Texto claro: reduzida suscetibilidade em combinação com outras mutações de resistência a PI.  

Abreviaturas: atazanavir (ATV), darunavir (DRV), lopinavir (LPV). Administrado com ritonavir para reforço 

farmacocinético (/r).  

IPs adicionais: Fosamprenavir (FPV), indinavir (IDV), saquinavir (SQV) e tipranavir (TPV) raramente são usados. 

Nelfinavir (NFV) já não é recomendado. FPV/r e IDV/r nunca são mais ativos do que DRV/r e raramente, ou nunca, 

mais ativos do que LPV/r versus vírus resistentes. O TPV/r é ocasionalmente utilizado para a terapia de resgate, uma vez 

que pode ser ativo contra vírus LPV/r e DRV/r resistentes com mutações que aumentam a susceptibilidade a TPV. 

Consultas de especialistas +/- testes fenotípicos devem ser obtidos antes do uso de FPV, FPV/r, IDV/r, SQV/r e TPV/r.  

Mutações adicionais: D30N e N88D são as principais mutações de resistência NFV. As mutações L10F, V11I, K20TV, 

L23I, K43T, F53L, Q58E, A71IL, G73STCA, T74P, N83D e L89V são mutações acessórias não polimórficas comuns. 

L10RY, V11L, L24F, M46V, G48ASTLQ, F53Y, I54S, V82CM, I84AC, N88TG são raras variantes não polimórficas.  

Hipersusceptibilidade: I50L (cada PI exceto ATV); L10F, L24I, I50V, I54L (TPV); L76V (ATV, SQV, TPV); I47A 

(SQV); N88S (FPV). 
Fonte: Stanford, 2018. 

 

2.4 METODOS TEÓRICOS DE QUÍMICA COMPUTACIONAL 

2.4.1 Dinâmica Molecular 

Simulação por Dinâmica Molecular (DM) éuma das técnicas computacionais mais 

versáteis para o estudo de macromoléculas biológicas. Noplanejamento racional de fármacos 

baseado na estrutura do ligante, as simulações de DM têm contribuído exaustivamente em 

diversos estágios do processo (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006).  
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A metodologia da DM é fundamentada nosprincípios da Mecânica Clássica e fornece 

informações sobre o comportamento dinâmico microscópico, em determinado tempo e dos 

átomos individuais que compõem o sistema (BURKET; ALLINGER, 1982). Para se obter as 

propriedades macroscópicas (pressão, energia interna, volume, temperatura, entropia, energia 

livre, etc) de interesse à aplicação da mecânica estatística, é requerida a partir de outras 

microscópicas.  

Com base na Mecânica Molecular (MM),as moléculas são tratadas como uma coleção 

deátomos que podem ser descritas por forças newtonianas, ou seja, são tratadas como uma 

coleção departículas mantidas unidas por forças harmônicasou elásticas. Um conjunto 

completo dos potenciais de interação entre as partículas é referidocomo “campo de força” 

(BROOKS; KARPLUS; PETTITT, 1988).  

O campo de forçaempírico, tal como é conhecido como umafunção energia potencial, 

permite que a energiapotencial total do sistema, V(r), seja calculadacomo a partir da estrutura 

tridimensional (3D) dosistema. V(r) é descrito como a soma de váriostermos de energia, 

incluindo os termos para átomos ligados (comprimentos e ângulos de ligação,ângulos diedros) 

e os termos para átomos não-ligados (interações de van der Waals e deCoulomb). Um típico 

campo de força é representado pela equação 1: 

Onde, Vlé a energia de estiramento da ligação emrelação a seu valor de equilíbrio (ou 

ideal), Vθéa energia de deformação do ângulo de ligação emrelação a seu valor de equilíbrio, 

Vφé a energiadevido à torção em torno de uma ligação, VνdWrepresenta a energia das 

interações de van derWaals e Velecrepresenta as energias de atração ourepulsão eletrostática 

entre duas cargas.A forma padrão para representar ospotenciais harmônicos devido às 

oscilações doscomprimentos e ângulos de ligação com relaçãoaos valores de equilíbrio é a 

utilização da Lei deHooke, mostrada nas equações 2 e 3: 

 

Onde l e θ são os comprimentos e ângulos de ligação, respectivamente, l0 e θ0 são os 

correspondentes valores de equilíbrio e kle kθ as constantes de força para a restituição aos 

respectivos valores de equilíbrio. A aproximação harmônica é válida somente para pequenas 

V(r) = ∑Vl + ∑Vθ + ∑VνdW + ∑Velet(1) 

Vl = kl (l - l0)²(2) 

Vθ = kθ (θ – θ0)²(3) 
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distorções com relação aos valores de equilíbrio. A forma funcional padrão para representar o 

potencial de energia para uma torção está mostrada na equação 4: 

 

Onde Vφ é a energia devido à torção em torno de uma ligação, n é o número de 

máximos (ou mínimos) de energia em uma torção completa, φ é o ângulo diedro e γ é o 

ângulo de fase (defasagem no ângulo diedro que pode gerar um ponto de mínimo ou de 

máximo na posição φ = 0) (GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987). O valor de n dependerá do 

tipo de torção considerada e, geralmente, não excede o valor 3.  

Em alguns campos de força, um quarto potencial harmônico é definido para manter a 

estrutura tridimensional em um conjunto de quatro átomos, descrevendo ainda oscilações da 

mesma. Esse potencial é denominado “potencial torcional impróprio”. As interações entre 

pares de átomos não-ligados covalentemente (i, j) são descritas por potenciais compostos 

pelos termos de van derWaals e eletrostático, representados respectivamente pelos potenciais 

de Lennard-Jones(equação 5) e de Coulomb(equação 6). 

 

 

Na equação 5, εijé a profundidade do potencial entre a barreira atrativa e a repulsiva, e 

σijé a distância finita na qual o potencial interpartícula é zero. Ambos são parâmetros 

ajustados experimentalmente ou por cálculos teóricos. No caso das interações eletrostáticas 

(equação 6), qie qjcorrespondem à magnitude das cargas pontuais de cada átomo, rija 

distância entre as cargas, εoa permissividade do espaço livre e εra constante dielétrica relativa 

do meio.  

Os campos de forças existentes foram desenvolvidos de maneira independente e com 

todos os conjuntos de parâmetros específicos. Alguns incluem outros termos para descrever 

especificamente as ligações de hidrogênio ou para acoplar oscilações entre ângulos e 

Vφ = 
𝑉𝑛

2
(1 + cos⁡(𝑛φ − γ))(4) 

VνdW = 4∈ij  
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
 
12

−  
𝜎𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
 
6

 (5) 

Velet = 
𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜀0𝜀𝑟𝑟𝑖𝑗
(6) 
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comprimentos de ligação, com o objetivo de se obter uma melhor concordância com espectros 

vibracionais (BROOKS; KARPLUS; PETTITT, 1988). A confiabilidade dos resultados é 

baseada na elaboração de um campo de força com parâmetros bem definidos. A escolha do 

campo de força depende, em grande parte, do sistema a ser estudado e das propriedades que 

serão investigadas. No caso de sistemas biomoleculares, os campos de força mais utilizados 

são AMBER, CHARMM, GROMOS, entre outros. 

 

2.4.1.1 Dinâmica Molecular Clássica 

A simulação de DM clássica consiste da solução numérica, passo a passo, da equação 

de movimento, que pode ser descrita para um sistema atômico simples pela equação 7: 

 

Onde Fié a força que atua sobre cada partícula dosistema em um instante de tempo t, e 

ai é a aceleração do átomo i de massa mi. Uma vez definido ocampo de força, é possível 

calcular as forças queatuam sobre cada átomo, calculando-se a derivadaprimeira da energia 

potencial, obtida do campo deforça escolhido, em relação às posições desses átomos (equação 

8). A equação 8 gera diretamente aaceleração da partícula. A partir desta, integrando-se as 

equações de movimento, pode-se obter asvelocidades, cuja integral, por sua vez, proporcionaa 

mudança de posição do átomo.  

Com as novasposições e velocidades de cada partícula, obtêm-seas energias potencial 

e cinética do sistema.Aplicando-se sucessivamente esse procedimento,obtém-se o que se 

denomina de “trajetória”, quenada mais é do que o conjunto de posições evelocidades de cada 

partícula ao longo do tempo. 

 

2.4.1.2 Dinâmica Molecular De Sistemas Solvatados 

Existem dois modelos de solvatação que podem ser utilizados para realizar simulações 

de DM de sistemas solvatados: o modelo de solvatação explícita e o modelo de solvatação 

implícita. No primeiro modelo, centenas ou milhares de moléculas de solvente são 

incorporadas explicitamente ao sistema como um componente adicional (BIZZARRI; 

CANNISTRARO, 2002). Vários potenciais foram desenvolvidos e parametrizados para 

descrever as moléculas de água explicitamente.  

Fi(t) = miai(7) 

Fi(t) = 𝜕𝑉(𝑟𝑖)𝜕𝑟𝑖(8) 
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Os mais utilizados são os da família TIP (Transferable Intermolecular Potentials), 

desenvolvidos por Jorgensen e colaboradores (JORGENSEN; CHANDRASEKHAR; 

MADURA, 1983), TIP3P, TIP4P e TIP5P, os modelos de carga pontual, SPC e SPC/E, 

desenvolvidos por Berendsen, e o modelo ST2 de Stillinger e Rahman (STILLINGER; 

RAHMAN, 1974). Em alguns casos, tais como sistemas de proteína muito grandes, torna-se 

necessário a utilização de modelos de solvatação implícita, que reduzem o custo 

computacional das simulações. Em geral, um tratamento implícito de solvatação considera a 

influência média do solvente através da estimativa direta da energia livre de solvatação, 

definida como o trabalho reversível necessário para transferir o soluto em uma configuração 

fixa do vácuo para a solução.  

O método de solvatação implícita não considera os graus de liberdade do solvente 

explicitamente, mas o trata como um meio contínuo. Métodos empíricos, tais como o modelo 

de área superficial acessível ao solvente (SASA), muitas vezes constituem formas simples e 

rápidas de avaliação da energia de solvatação com uma precisão comparável aos modelos 

teóricos. Na abordagem SASA, a energia livre de solvatação do soluto é expressa como a 

soma das contribuições atômicas, ponderada pelas suas áreas expostas ao solvente. A 

contribuição de cada átomo é quantificada por um coeficiente de superfície, o qual reflete a 

hidrofobicidade ou hidrofilicidade do tipo de átomo em questão (ROUX; SIMONSON, 1999; 

FERRARA; APOSTOLAKIS, 2002) 

O modelo de solvatação contínuo tem se destacado para descrever a solvatação 

eletrostática. Nesta abordagem o soluto é considerado como uma cavidade embebida em um 

meio dielétrico. A correspondente energia livre de solvatação eletrostática pode ser calculada 

rigorosamente através das soluções da equação de Poisson-Boltzmann (PB), ou 

aproximadamente pelo uso do modelo generalizado de Born (GB) (BAKER, 2005). Em 

estudos de associação de macromoléculas biológicas com ligantes, o modelo de solvatação 

implícita de Born generalizado (GB) é o mais aplicado devido ao seu menor custo 

computacional (ZOU et al., 1999; LIU et al., 2004) 

A combinação GB/SA tem sido reconhecida como uma excelente escolha para o 

tratamento implícito de solvatação em simulações biomoleculares. Diversas otimizações dos 

métodos de solvatação implícita têm sido realizadas e encontram-se implementados em 

diversos pacotes de programas de modelagem molecular como CHARMM, AMBER e 

XPLOR. Adicionalmente, continuam os esforços de pesquisa para a parametrização destes 

modelos com diferentes solventes (LI; ZHU, 1999; LUQUE; ZHAN, 1996). 
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2.4.1.3 Método Molecular MechanicsGeneralized Born Surface Area (MM-GBSA) 

O método MM-GBSA aplica solvente implícito em seu modo de solvatação e é 

amplamente utilizado para o cálculo de energia livre de ligação para complexos não-ligados 

covalentemente. Este método calcula a energia livre de ligação via o ciclo termodinâmico 

mostrado na Figura 3, onde os termos de energia livre de solvatação são calculados utilizando 

o modelo de solvente implícito. A energia total calculada dentro do ciclo é obtida sobre a 

média do ensemble obtido de uma trajetória simulada. Os ensemble são obtidos para cada um 

dos três estados – complexo (receptor + ligante), receptor e ligante livre (MILLER et al., 

2012). 

 

 

Formalismo matemático: 

 

ΔGLIGAÇÃO = ΔGSOLV,COM – ΔGSOLV,LIVRE + ΔGLIGAÇÃO,GAS 

ΔGLIGAÇÃO = ΔGSOLV,COM – (ΔGSOLV,REC + ΔGSOLV,LIG) + (ΔEMM – TΔS)           

ΔGLIGAÇÃO = ΔEMM + (ΔGSOLV,COM – ΔGSOLV,REC – ΔGSOLV,LIG) – TΔS(9) 

Figura 3 - Representação esquemática do ciclo termodinâmico envolvido para o cálculo de 

energia de ligação. Fonte: Miller et al. (2003). 
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Onde: 

ΔEMM: É a média da energia calculada para o sistema em fase gasosa utilizando os ter 

MM do campo de força; 

ΔGSOLV,COM, ΔGSOLV,REC, ΔGSOLV,LIG: São os termos da energia livre de solvatação para 

o complexo, receptor e ligante, respectivamente; 

T: Temperatura absoluta; 

ΔS: Entropia do sistema. 

 

No cálculo de energia livre de solvatação, dois termos são considerados, um polar – 

estimado por um modelo de solvente implícito – e outro não-polar, que surge da energia 

requerida para a formação da cavidade do soluto dentro do solvente (no inglês, Surface Area – 

SA). 

O principal custo computacional para se aplicar o método MM-GBSA é devido as 

simulações inicias para se construir cada ensemble, ou seja, é preciso uma simulação para 

cada estado analisado. Entretanto, para se reduzir este custo, todos os três ensembles podem 

ser obtidos de uma simples simulação a partir da técnica denominada de protocolo de 

trajetória simples (MILLER et al., 2012). 

Esta técnica subestima a energia livre de ligação (predizendo uma energia 

relativamente baixa), uma vez que os estados complexados do receptor e ligante será menos 

estável na conformação complexada do que quando eles estão livres em solução, neste caso 

negligenciando o cálculo do termo entrópico já que este exige um mar custo computacional. 

Entretanto, aplicando-se esta aproximação para uma família de receptores e ligantes 

relacionados (estruturalmente), os erros sistemáticos em cada cálculo de estado final serão 

similares. Portanto, o método MM-GBSA é útil na função de pontuar (ranquear) um conjunto 

de inibidores propostos para uma específica enzima calculando a energia livre de ligação 

relativa (sem o termo entrópico) (HOMEYER; GOHLKE, 2012). 

 

2.4.1.4Energia de Decomposição por Resíduo 

O principal objetivo é decompor a energia de interação eletrostática global total em 

uma energia de interação permanente (ΔEPERM), correspondente a interação do ligante não 

polarizado em fase gasosa com a enzima, e a energia de polarização (ΔEPOL como resultado 

da mudança da função de onda molecular no sítio ativo da enzima (HENSEN et al., 2004). 
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Então, a energia de interação eletrostática global total entre o inibidor e a enzima pode 

ser escrito como: 

 

(10) 

 

Na equação (23), a energia de interação permanente é computada usando a função de 

onda do inibidor em fase gasosa através do Hamiltoniano de interação eletrostática, também 

chamada de energia de perturbação de primeira ordem: 

 

(11) 

 

A energia de polarização pode ser decomposta em um termo de estabilização 

polarizado e um termo de distorção eletrônica do inibidor: 

 

(12) 

 

A energia de estabilização polarizada indica o aumento na energia de interação do 

inibidor com uma nova distribuição de cargas no sítio ativo. Portanto, esse termo é sempre 

igual ou menor que zero, enquanto que a energia de distorção eletrônica refere-se à penalidade 

pela reorganização da distribuição eletrônica do inibidor no sítio ativo da enzima. O termo de 

estabilização polarizado é definido por: 

 

(13) 

 

E a distorção eletrônica é dada por: 

 

(14) 

 

Essa aproximação tem sido recentemente validada e utilizada com sucesso no estudo 

de reações e interações de sistemas enzima-substrato e enzima-inibidor. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 ESTRUTURAS INICIAS E PREPARAÇÃO DOS COMPLEXOS DA PROTEASE DO 

HIV-I COMPLEXADA AO INIBIDOR DARUNAVIR NATIVA E MUTANTE 

          As coordenadas iniciais dos complexos protease do HIV-1 interagindo com o inibidor 

darunavir foram obtidas do banco de dados Protein Data Bank (PDB) com códigos de acesso 

4LL3 (KOZISEK et al., 2014) (Figura 4) para a enzima nativa e 3UCB (AGNISWAMY et al., 

2012) (Figura 5) para a enzima mutante PR 20, sendo esta oriunda de isolado clínico 

apresentando mais de 20 mutações de resíduos. A estrutura 2D do inibidor está representada 

na Figura 6. 

 

 

 

Figura 4-Protease do HIV-1 nativa complexada com o inibidor darunavir. Fonte: Protein 

Data Bank, código. 4ll3. 
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Posteriormente foi realizada uma análise dos parâmetros que determinam a qualidade 

e a confiabilidade das estruturas cristalográficas escolhidas. Os dados utilizados estão 

sumarizados na Tabela 1. 

 

 

 

 

Figura 6- Representação 2D da estrutura do Darunavir. Fonte: Protein Data Bank. 

Figura 5 - Protease do HIV-1 mutante complexada com o inibidordarunavir. Fonte: Protein 

Data Bank, código 3UCB. 
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Tabela 1 – Parâmetros estruturais das proteínas cristalografadas. 

Código Protease *Rfree *Rfactor Rfree-Rfactor 
*Resolução 

 em angstrom (Å) 

4LL3 Nativa 0,230 0,183 0,047 1.95 

3UCB Mutante 0,223 0,162 0,061 1.38 

Fonte: Protein Data Bank. 

 

O parâmetro Rfactor mede a concordância entre o modelo cristalográfico e os dados 

experimentais, porém está sujeito a superajustes (overfitting) e como consequência a geração 

de modelos não reais. Para amenizar este problema, Brunger introduziu o conceito de 

validação cruzada no refinamento cristalográfico com a criação do parâmetro chamado Rfree 

(BRUNGER, 1992). O parâmetro Rfree tem a mesma definição que o Rfactor, porém é 

calculado para um número bem menor de flexões que não são usados para a construção do 

modelo final. Com a obtenção do Rfree é possível monitorar o processo de refinamento e 

checar se o Rfactor não está sendo diminuído artificialmente devido ao excesso de parâmetros 

inseridos no modelo. 

Tanto Rfactor quanto Rfree dependem da resolução dos dados experimentais, mas em 

geral os valores de Rfree devem ser aproximadamente a resolução da cristalografia em 

angstrom dividido por 10. Assim, um conjunto de dados com resolução de 2 Å deve resultar 

em um Rfree de aproximadamente 2 (RUPP, 2009). 

Um bom modelo cristalográfico pode ser escolhido baseado na diferença entre os 

parâmetros Rfree-Rfactor que podem ser considerados uma extensão do modelo que se ajusta 

aos dados experimentais, logo o resultado da diferença entre os dois fatores deve ser pequena, 

desejando-se que seja inferior a 0,05 unidades. 

A resolução dos dados cristalografados também é um parâmetro importante para a 

avalição do modelo. Como a resolução é expressa em angstrom (Å), valores pequenos 

significam uma resolução mais alta, logo mais acurado e preciso é o resultado do modelo 

gerado. Para avaliação deste parâmetro, baixas resoluções são consideradas a partir de 2,5 Å 

(DAVIS; TEAGUE; KLEYWEGT, 2003). 

Com base nesses fatores podemos concluir que a escolha dos modelos cristalográficos 

é adequada para o trabalho realizado. 
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3.2PREPARO DOS SISTEMAS E SIMULAÇÃO DE DINÂMICA MOLECULAR 

Simulação por Dinâmica Molecular (DM) é uma das técnicas computacionais mais 

versáteis para o estudo de macromoléculas biológicas. No planejamento racional de fármacos 

baseado na estrutura do ligante, as simulações de DM têm contribuído exaustivamente em 

diversos estágios do processo (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006). A metodologia da 

DM é fundamentada nos princípios da Mecânica Clássica e fornece informações sobre o 

comportamento dinâmico microscópico, em determinado tempo e dos átomos individuais que 

compõem o sistema (BURKET; ALLINGER, 1982). 

Para início do preparo dos sistemas das proteases nativa e mutante complexadas ao 

Darunavir, oriundas das cristalografias 4LL3 e 3UCB,foram separados e parametrizados 

separadamentea proteína e o inibidor de cada cristalografia, com todas as suas coordenadas 

iniciais preservadas. 

No preparo dos sistemas para a dinâmica molecular, foi necessário o cálculo empírico 

dos valores de pKa dos resíduos de aminoácidos da protease utilizando o servidor ProPka (LI; 

ROBERTSON; JENSEN, 2005). Posteriormente foram adicionados os átomos de hidrogênio 

utilizando o modulo tleap implementado no Amber18. Os complexos então foram solvatados 

e neutralizados com a adição de contra íons em uma caixa octaédrica composta por moléculas 

de água descritas pelo modelo TIP3P (JORGENSEN et al., 1983) entendendo-se 12 Å entre o 

limite da caixa e o complexo.  

Nassimulações de DM as enzimas foram descritas pelo campo de força AMBER 

ff99SB (HARNAK et al., 2006), enquanto que o ligante foi descrito pelo campo de força 

AMBER geral (General AMBER Force Field – GAFF) (WANG, et al., 2004). O método de 

cargas RESP foi utilizado para assinalar as cargas do ligante, utilizando-se o método HF/6-

31G* no programa Gaussian09 e extraindo-as com o módulo antechamberdo Amber18. 

Após a montagem dos sistemas foram minimizadas as cadeias laterais e principal da 

proteínas e o substrato, respectivamente, aplicando restrições de energia (10 kcal/mol) nos 

átomos do sistema para não haver superaquecimento e desnaturação das estruturas 

secundarias (250 ps), em seguida a energia dos sistemas (proteína + substrato + contra-ions + 

aguas) foi minimizadasem restrições durante um tempo de 250 ps.  Então foram feitos 

aquecimentos dos sistemas até 298 K, aplicando restrições regressivas de 50% a cada 50 K 

(250 ps) nos carbonos alfas de cada resíduo e no substrato até alcançar restrição de 1 kcal/mol 
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para o último passo do aquecimento, por fim, os sistemas foram equilibrados com 500 ps a 

temperatura constante de 298 K sem restrições (LUQUE; PAMPLONA, 2012). 

3.3ENERGIA LIVRE DE LIGAÇÃO E DECOMPOSIÇÃO POR RESÍDUO 

             A energia livre do sistema foi calculada por meio do método MM-GBSA 

(MechanicsGeneralized Born Surface Area) onde se aplica solvente implícito em seu modo de 

solvatação, sendo amplamente utilizado para o cálculo de energia livre de ligação para 

complexos não-ligados covalentemente. Este método calcula a energia livre de ligação via o 

ciclo termodinâmico, onde os termos de energia livre de solvatação são calculados utilizando 

o modelo de solvente implícito. A energia total calculada dentro do ciclo é obtida sobre a 

média do ensemble obtido de uma trajetória simulada. Os ensembles são obtidos para cada um 

dos três estados – complexo (receptor + ligante), receptor e ligante livre (MILLER et al., 

2012). 

A decomposição por resíduo que é foi feita com o objetivo decompor a energia de 

interação eletrostática global total em uma energia de interação permanente (ΔEPERM), 

correspondente a interação do ligante não polarizado em fase gasosa com a enzima, e a 

energia de polarização (ΔEPOL como resultado da mudança da função de onda molecular no 

sítio ativo da enzima (HENSEN et al., 2004). 

 

3.4 PACOTES COMPUTACIONAIS UTILIZADOS 

i. AMBERTOOLS: Pacote computacional de programas para simulações e 

análises biomoleculares. Dentre os programas que compõe este pacote destacamos os 

utilizados nesta dissertação: antechamber, tleap, cpptraj e MMPBSA.py; 

ii. AMBER: Conjunto de programas dividido em duas partes principais: 

AMBERTOOLS e AMBER, ambos na versão 18, utilizada nesta dissertação. Denominamos 

Amber18 para referir-se a parte responsável pelas simulações de DM e energia livre de 

ligação. Dentre os módulos que compõe o Amber18 destacamos o módulo sander que foi 

utilizado para as simulações MM; 

iii. GAUSSIAN: Pacote computacional utilizado para os cálculos de mecânica 

quântica (MQ). A versão utilizada nesta dissertação foi a 09 (Gaussian09); 

iv. Visual Molecular Dynamics (VMD): Programa utilizado para a visualização 

das estruturas 3D e suas respectivas trajetórias das simulações por DM; 

v. USC CHIMERA: é um programa altamente extensível para visualização 

interativa e análise de estruturas moleculares e dados relacionados, incluindo mapas de 
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densidade, montagens supramoleculares, alinhamento de sequências, resultados de docking, 

trajetórias e conjuntos conformacionais. 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foi realizada uma análise simples nas sequências fasta dos dois pdbs das proteases, 

com a finalidade de verificar quais as mutações presentes na mutante PR20 (3UCB) em 

relação protease nativa (4LL3). Na tabela 1 estão elencadas a mutações encontradas.  

Tabela 2– Mutações encontradas na protease mutante 3UCB, nas cadeias A e B, em 

comparação com a protease nativa 4LL3.Em vermelho estão as mutações queestão mais 

relacionadas ao desenvolvimento de resistência ao darunavir. 

Ordem Posições Cadeia A Posições Cadeia B Aminoácidos 

01 Q07K Q07K Gly/Lys 

02 L10F L10F Leu/Phe 

03 I13V I13V Ile/Val 

04   I15V   I15V Ile/Val 

05 D30N D30N Asp/Asn 

06 V32I V32I Val/Ile 

07 L33F L33F Leu/Phe 

08 E35D E35D Glu/Asp 

09 M36I M36I Met/Ile 

10 I47V I47V Ile/Val 

11 I54L I54L Ile/Leu 

12 Q58E Q58E Gly/Glu 

13 I62V I62V Ile/Val 

14 L63P L63P Leu/Pro 

15 C67A C67A Cys/Ala 

16 A71V A71V Ala/Val 

17 I84V I84V Ile/Val 

18 N88D N88D Met/Asp 

19 L89T L89T Leu/The 

20 L90M L90M Leu/Met 

21 C95A C95A Cys/Ala 

Fonte: Autoria própria. 
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 Foram detectadas 21 mutações de aminoácidos na protease mutante 3UCB em relação 

a protease nativa 4LL3, e dentre elas as mutações V32I, I47V, I54L e I84V estão mais 

relacionadas ao desenvolvimento de resistência ao inibidor darunavir segundo o banco de 

dados de mutações da universidade de Stanford (2018).Segundo o banco de dados estas 

mutações de resistência podem levar a redução da susceptibilidade do ligante ao inibidor ou a 

uma resposta virológica. É importante ressaltar que uma das principais mutações de 

resistência associada perda de afinidade a maioria dos inibidoresda protease do HIV-1, a 

I50V, não está presente no conjunto de mutações identificadas na protease mutante oriunda de 

isolado clínico (3UCB) analisada neste estudo (AGNISWAMY et al., 2012; STANFORD, 

2018). 

 

4.1 DINÂMICA MOLECULAR E RMSD 

Os cálculos de dinâmica molecular para os sistemas formados pela protease do HIV-1 

nativa e mutantecom o seu inibidor darunavir, permitiram a obtenção de diferentes 

conformações ao longo do tempo de simulação. A partir das conformações atribuídas pelos 

átomos e a estabilidade conformacional no decorrer da simulação de 100 ns (nano segundos), 

foram obtidos os gráficos de desvio quadrático médio (RMSD ou do inglês Root Mean Square 

Deviation), que indicam o quanto a estrutura se modifica ao longo da simulação 

computacional, em relação a estrutura de partida. 

Os resultados de RMSD para a protease nativa complexada com o darunavir 

evidenciaram que o inibidor se manteve em equilíbrio durante boa parte da trajetória da 

dinâmica molecular. O RMSD do ligante se manteve equilibrado durante toda a dinâmica 

ficando na faixa de 1,5 Å (Figura 7), enquanto que o RMSD da proteína mostrou algumas 

oscilações, mas sempre se mantendo numa faixa de 1,7 Å (Figura 8). Jáo RMSD do sítio ativo 

não mostrou quase nenhuma oscilação se mantendo na faixa de 1,9 Å (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 - RMSD do ligante do complexo 4LL3. Fonte: Autoria Própria 
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Figura 9- RMSD do sítio ativo do complexo 4LL3. Fonte: Autoria Própria. 

Figura 8- RMSD do receptor do complexo 4LL3. Fonte: Autoria Própria 
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O complexo darunavir e a protease mutante 3UCB também se manteve estável ao 

longo da maior parte de sua trajetória. O RMSD do ligante demonstrou uma oscilação maior 

entre 10 e 20 ns, chegando a um pico de 3,4 Å e durante o restante do tempo computacional se 

manteve equilibrado ficando na faixa de 1, 7 Å (Figura 11). Já os RMSDs da proteína e do 

sítio ativo não apresentaram muitas oscilações, sempre se mantendo numa faixa de 1,5 Å 

(Figuras12 e 13). 

 

 

Figura 10- RMSD da proteína, sítio ativo e ligante sobrepostosdo complexo 4LL3. Fonte: 

Autoria Própria. 

Figura 11- RMSD do ligante do complexo 3UCB. Fonte: Autoria Própria. 
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Figura 12- RMSD do receptor. Fonte: Autoria Própria 

Figura 13- RMSD do sítio ativo. Fonte: Autoria Própria. 
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 Os gráficos de RMSD mostraram que o ligante foi o componente dos complexos em 

estudo que mais sofreu alterações de conformação ao longo da trajetória de 100ns. Tal 

comportamento é compreensível, pois o darunavir é um potente inibidor de segunda geração 

da protease do HIV-1, planejado estruturalmente com a finalidade de aumentar o número de 

interações favoráveis com os átomos do sítio ativo. Por meio da formação de enantiômeros 

pela inversão do nitrogênio do grupo sulfonamida o darunavir é capaz de ligar 

simultaneamente a dois sítios na enzima protease: um no próprio sítio ativo e outro em um 

dos flaps móveis do dímero (Figura 15) (CUNICO et al., 2008).  

 

Figura 14- RMSD da proteína, sítio ativo e ligante sobrepostos. Fonte: Autoria Própria. 
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Levando em consideração as características do darunavir é possível dizer que a maior 

variação de conformações observadas nos gráficos de RMSD dos dois complexos se deve a 

movimentação do ligante no sítio ativo em busca de interações mais favoráveis para se 

estabilizar na cavidade enzimática (AGNISWAMY et al., 2012; STANFORD, 2018). 

Ao contrário dos gráficos de RMSD do ligante os gráficos das proteínas nativa 4LL3 e 

mutante 3UCB se mostraram bastante estáveis, com variações conformacionais menos 

expressivas. Este comportamento se deve ao fato de a cavidade enzimática dos sistemas já 

estar ocupada com o ligante, o que confere uma rigidez maior a proteína. Os resíduos de sítio 

ativo também não esboçaram variações de conformações que alterassem a estabilidade dos 

gráficos dos dois complexos. 

 

4.2 FLUTUAÇÕES QUADRÁTICAS MÉDIAS (RMSF) 

A comparação e análise das flutuações quadráticas médias (RMSF) ou do inglês Root 

Mean Square Fluctuations dos carbonos alfa (Cα) da protease nativa e mutante podem revelar 

informações importantes sobre a dinâmica de inibição da protease. Os perfis de flutuações dos 

sistemas em estudo durante o tempo total de simulação de 100 ns podem ser observados nas 

figuras 16 e 17. 

 

Figura 15- Enantiômeros pela rotação no nitrogênio da sulfonamida do darunavir. Fonte: 

Adaptado de Cunico et al., 2008. 
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 Por meio do RMSF podemos avaliar as regiões de maior flexibilidade das proteases 

em estudo durante o tempo computacional de 100 ns, sendo esta característica essencial para a 

manutenção de suas atividades biológicas (FIGUEIREDO, 2013). A maioria dos picos de 

Figura 16- Gráfico de RMSF dos Cα da protease nativa. 

Figura 17- Gráfico de RMSF dos Cα da protease mutante. 
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flutuação observados nos gráficos tanto da protease nativa quanto na mutante são referentes as 

regiões de alça da proteína, que correspondem aos resíduos 2-10, 15-18, 34-41, 48-53, 66-69, 

e 93-96 das cadeias A e B. Entretanto é possível notar que os picos de flutuações são maiores 

na protease nativa e que o perfil de flutuação da protease mutante é ligeiramente mais estável.  

 Análises estruturais realizadas por Agniswamy et al. (2012) com proteases mutantes 

(PR20) mostraram uma grande variação estrutural na região do flap, que corresponde aos 

resíduos 34-43 das cadeias A e B relacionadas as mutações E35D, M36I e S37N. A protease 

mutante 3UCB analisada neste estudo é oriunda do mesmo estudo realizado por Agniswamy 

et al. (2012) e contém as mutações E35D, M36I. Entretanto a mutação S37N não foi 

localizada durante a análise das mutações presentes na 3UCB. 

 Outra mutação dada como altamente relevante para o aumento da variação estrutural 

na região do flapda protease é a mutação I50V, a qual não está presente na protease mutante 

estudada. A mutação I50V é dada como uma das principais mutações que podem levar a 

resistência da protease do HIV ao inibidor darunavir (AGNISWAMY, et al.,2012; KOZISEK 

et al., 2014; STANFORD,2018). 

 Partindo do princípio que as mutações E35D, M36I e S37N, presentes na mutante 

3UCB em estudo, deveriam gerar uma grande variação estrutural na região do flapfizemos o 

recorte do início e do fim da dinâmica das proteínas nativa e mutante afim de verificar se 

houve alguma perturbação na conformação da 3UCB em relação a 4LL3 (Figuras 18,19,20 e 

29). 

 

Figura 18- Protease do HIV-1 nativa 4LL3 antes da dinâmica. Fonte: Autoria própria. 
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Figura 19- Protease do HIV-1 nativa 4LL3 depois da dinâmica. Fonte: Autoria própria. 

Figura 21- Protease do HIV-1mutante 3UCB depois da dinâmica. Fonte: Autoria própria. 

Figura 20- Protease do HIV-1mutante 3UCB antes da dinâmica. Fonte: Autoria própria. 
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 De modo geral os resultados de nossas dinâmicas não demonstram grandes variações 

estruturais nas regiões de flap das proteínas estudadas quando comparamos os recortes de 

início e o fim do tempo computacional de 100ns.Como pode ser observado nas figuras acima 

o flap continuou fechado tanto na nativa como na mutante, sendo esta a conformação normal 

quando o sítio ativo está ocupado pelo ligante. Cabe aqui considerar que talvez se houvesse a 

presença da mutação I50V a variação das estruturas nessa região fosse maior, em estudos 

anteriores a presença dessa mutação foi associada a uma rearranjo na conformação do flap 

culminando na abertura desta região, o que facilitaria a saída do inibidor do seu sítio de 

ligação (AGNISWAMY, et al.,2012; KOZISEK et al., 2014). 

Scott e Schiffer(2000)descreveram como ocorre o movimento da região do flap ao 

redor do sítio ativo da protease de HIV-1. Em suas simulações verificaram a abertura da 

região do flap em 5 ns para a enzima livre, sendo que o mesmo não foi observado nas 

simulações com a protease complexada com um inibidor, deixando claro que a flexibilidade 

da enzima é influenciada pelo ligante.  

 

4.3ANÁLISE DAS DISTÂNCIAS MÉDIAS DE LIGAÇÃO E INTERAÇÕES DE 

HIDROGÊNIO 

Para avaliar as mudanças na interação do darunavir no sítio ativo das proteasesnativa e 

mutante foi realizado um estudo das distâncias médias de ligação e das interações de 

hidrogênio durante o tempo de 100 ns de dinâmica molecular. Os resultados estão 

sumarizados nastabelas3 e 4. 

 

Tabela 3- Distâncias médias de ligação e interações de hidrogênio existentes entre o 

darunavir e a protease nativa. 

Interações de Hidrogênio                                    Protease Nativa 

Doador Aceptor Distância Média (Å) Ocupação (%) Total de Ocupação (%) 

DRV 

DRV           

ASP25A 

ASP25A 
2.7099 

99% 

0,7% 
99,7% 

ASH25B DRV 2.6229 99% 99% 

DRV 

DRV 

DRV 

DRV 

ASP30A 

ASP30A 

ASP30A 

ASP30A 

2.8502 

57% 

1% 

1% 

0,9% 

60,3% 
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DRV ASP30A 0,4% 

ASP29B 

ASP29B 

DRV 

DRV 
2.8952 

32% 

4% 
36% 

ASP30A DRV 2.9307 12% 12% 

ASP30B DRV 2.9261 4% 4% 

DRV GLY27B 2.9167 2% 2% 

GLY48B DRV 2.9037 0,4% 0,4% 

ILE50A DRV 2.9364 0,2% 0, 2% 

ASP29A DRV 2.9363 0,2% 0,2% 

ILE50B DRV 2.9126 0,1% 0,1% 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 4 - Distâncias médias de ligação e interações de hidrogênio existentes entre o 

darunavir e a protease mutante. 

Interações de Hidrogênio                                    Protease Mutante 

Doador Aceptor Distância Média (Å) Ocupação (%) Total de Ocupação (%) 

DRV 

DRV 

DRV        

ASP25A 

ASP25A 

ASP25A 

2.7450 

97% 

3% 

2% 

100% 

ASH25B DRV 2.6733 51% 51% 

DRV 

DRV 

DRV 

DRV 

ASN30B 

ASN30B 

ASN30B 

ASN30B 

2.8655 

33 

13% 

0,2% 

0,1% 

46,3% 

ASN30B DRV 2.9326 6% 6% 

ASP29A 

ASP29A 

DRV 

DRV 
2.8976 

5% 

0,8% 
5,8% 

ASN30A 

ASN30A 

ASN30A 

ASN30A 

ASN30A 

DRV 

DRV 

DRV 

DRV 

DRV 

2.8906 

5% 

2% 

1% 

0,8% 

0,05% 

8,85% 

ILE50B DRV 2.9061 4% 4,05% 



52 

 

ILE50B 

ILE50B 

DRV 

DRV 

0,04% 

0,01% 

DRV ASH25B 2.7747 1% 1% 

DRV GLY27A 2.9039 0,4% 0,4% 

GLY47A DRV 2.9183 0,1% 0,1% 

DRV ASP29B 2.8490 0,09% 0,09% 

ASP29B DRV 2.9534 0,03% 0,03% 

ALA28B DRV 2.8821 0,02% 0,02% 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Ao contrário do que se esperava para protease mutante em comparação com a nativa 

observamos em nosso estudo das interações de hidrogênio que a 3UCB (mutante) realizou um 

maior número de interações que a 4LL3 (nativa), 13 e 11 respectivamente.  

 No estudo de Kosisek et al. (2014) todas as proteases mutantes analisadas perderam 

uma parte de suas interações de hidrogênio com o inibidor quando comparadas com a 

protease nativa complexada ao inibidor. Desta forma, os resultados obtidos em nosso estudo 

vão na contramão do foi verificado no estudo do autor em questão.  

 Ao avaliar as principais interações de hidrogênio estabelecidas observamos que os 

aspartatos 25 da cadeia A e B foram os resíduos que tiveram as interações mais estáveis 

durante o tempo computacional de 100ns. O Asp25A dos dois complexos obteve um tempo 

de interação semelhante com cerca de 100% no total de ocupação, o mesmo não foi verificado 

para o Ash25B, aspartato protonado dos sistemas, que apresentou um tempo total de ocupação 

na nativa de 99%, e 51% na mutante. 

 Observamos também que a mutação D30N, que substitui um aspartato por uma 

asparagina, impactou no perfil de interação entre a protease mutante e o darunavir. Na 

protease nativa o darunavir, como doador, formou interações de hidrogênio com o Asp30A 

que chegaram a um tempo total de ocupação de 60,3% e o Asp30A, como doador, também 

formou uma interação com tempo de ocupação de 12%. Enquanto que, na protease mutanteo 

darunavir, como doador, formou interações de hidrogênio com resíduo multado Asn30B com 

um tempo total de ocupação de 46,3% e o Asn30B, como doador, também formou uma 

interação com tempo de ocupação de 6%. 

 Ao analisar os resultados das interações de hidrogênio que foram formadas nos 

complexos da protease nativa e mutante ligadas ao inibidor darunavir uma razoável diferença 
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no perfil de interação. A mutante obteve uma quantidade maior de interações de hidrogênio, 

13, em relação a nativa, 11, ao passo que algumas interações que a nativa fez principalmente 

na região do sítio ativo mantiveram um tempo de ocupação maior comparado com a mutante 

(ASP25A, ASP25A, ASP30A, ASN30A). 

 

4.4 ANÁLISE DE ENERGIA LIVRE DE LIGAÇÃO 

Para análise da energia livre do sistema foi utilizado o tempo computacional total 

produzido, 100 ns, para a análise através do método MM-GBSA utilizando o pacote 16 

(MILLER et al., 2016). 

 

Tabela 5 – Valores de energia livre de ligação obtidos para o sistema em estudo 

Protease ΔEele ΔEvdW ΔGpolar ΔGnãopolar ΔGlig 

Nativa -54,79 -60,50 50,67 -115,30 -64,62 

Mutante -54,32 -63.27 48,81 -117,59 -68,77 

Fonte: Autoria Própria *Valores em kcal/mol. 

 

As interações que favorecem a ligação do Darunavir com a proteína são as interações 

não-polares (ΔGnãopolar) e principalmente as interações de Van de Waals (ΔEvdW). Apesar 

das interações eletrostáticas (ΔEele) também serem favoráveis a interação do ligante com a 

proteína, essas interações são contrabalanceadas pela energia de solvatação polar que é mais 

forte e desfavorável (ΔGpolar), gerando uma interação polar total desfavorável 

(ΔGele+polar). 

Quando comparadas as energias de ligação, interação não polar e de Van de Waals dos 

sistemas em estudo notamos que o sistema da protease mutante (ΔGlig-68,77, ΔGnãopolar-

117,59, ΔEvdW-63.27) apresentou-se levemente mais estável que o sistema da protease 

nativa (ΔGlig-64,62, ΔGnãopolar-115,30, ΔEvdW-60,50) (Tabela 5).Kosisek et al. (2014) 

após a análise de variantes de proteases mutantes verificou uma energia de ligação 

ligeiramente menos estável para as mesmas,e propôs que existe um tipo de compensação, 

onde, quandoas PR20 apresentam valores de energias entalpicas menos favorável as 

contribuições entrópicas se apresentam mais favoráveis trazendo um certo equilíbrio entres as 

contribuições de energia entrópica e entalpica dos sistemas.  

Em nosso estudo ao contrário do que foi mostrado por Kosisek et al. (2014) a energia 

de ligação da mutante (ΔGlig-68,77) obteve um valor menor que o da nativa (ΔGlig-64,62), o 

que denota um melhor perfil de estabilidade para a mutante. Vale lembrar que o inibidor 



54 

 

darunavir foi um fármaco estruturalmente planejado para suportar um maior número de 

mutações sem desenvolver resistência procurando se adaptar de melhor maneira ao seu sítio 

de ligação (CLOTET et al., 2007). 

 

4.5 ANÁLISE DE ENERGIA DE DECOMPOSIÇÃO POR RESÍDUO 

Os resultados dos cálculos de MM-GBSA, quando comparamos o sistema das 

proteases nativa e mutante, demonstraram perdase ganhos de interações que ocorrem dos dois 

sistemas em estudo. Nas figuras abaixo estão as interações de Van der Waals mais relevantes 

para os sistemas (Figuras 22 e 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Interações de Van de Waals por resíduo da protease nativa. Fonte: Autoria 

Própria. 

VAL84A 

ILE50A 
ASH25B 
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VAL82B 
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ALA28A 

ALA28B 

Figura 23 - Interações de Van de Waals por resíduo da protease mutante. Fonte: Autoria 

Própria. 
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            Na tabela 6 estão listados mais detalhadamente os resíduos com as interações mais 

estáveis para cada sistema estudado. 

 

Tabela 6- Resíduos com energias de interação mais estáveis para sistemas 4LL3 e 3UCB. 

 4LL3 Nativa  3UCB Mutante 

Posição Resíduo Energia Posição Resíduo Energia 

8 ARG -0.276 23 LEU -0.326 

23 LEU -0.712 25 ASP -3.473 

25 ASP -3.660 28 ALA -2.898 

28 ALA -2.037 32 ILE -0.576 

30 ASP -1.553 47 VAL -0.701 

32 VAL -0.817 50 ILE -2.786 

47 ILE -0.980 54 LEU -0.111 

50 ILE -2.245 76 LEU -0.111 

76 LEU -0.227 82 VAL -0.546 

82 VAL -0.843 84 VAL -0.680 

84 ILE -1.711 88 ASP -0.103 

122 LEU -0.435 122 LEU -0.726 

124 ASH -3.026 124 ASH -2.552 

127 ALA -2.537 127 ALA -2.056 

146 ILE -0.686 129 ASN -1.129 

148 GLY -1.178 131 ILE -0.857 

149 ILE -2.103 149 ILE -3.518 

180 PRO -0.571 175 LEU -0.119 

183 ILE -1.324 181 VAL -1.100 

- - - 183 VAL -0.938 

- - - 187 ASP -0.345 

Fonte: Autoria Própria. *Valores em kcal/mol ** Em vermelho estão as energias de menor 

energia. 

 

 Os resíduos que apresentaram diferenças de energias mais expressivas quando 

comparadas as proteases nativa e mutante foram Asp25A, Ala28A, Ile50A, Ile84A, Ash5B, 

Ala28B e Ile50B. A perda de interação mais relevante que ocorreu na mutante ocasionada por 

uma mutação se deu no resíduo Ile84A, que na nativa apresentou uma energia de interação de 

-1.711kcal/mol e na mutante esse valor aumentou para -0.680, o que representa uma energia 
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de interação menos estável para este resíduo. Em contrapartida os resíduos Ala28A, Ile50A e 

Ile50B apresentaram valores de energia mais favoráveis na mutante, sendo eles de -

2.898kcal/mol, -2.786kcal/mol e -3.518kcal/mol, respectivamente. 

 No estudo de Kosisek et al. (2014) observaram resultados que demostraram a perda de 

interação de hidrogênio e de Van de Waals entre as PR20 analisadas por eles e o darunavir, 

sendo necessário o acúmulo de mais de 20 mutações para tornar a protease do HIV-I menos 

sensível ao inibidor. Diferente do se esperava, no estudo realizado observou-se uma maior 

quantidade de energias de interação de Van de Waals favoráveis para o darunavir complexado 

com a protease mutante, compensando a perda na energia de interação com os resíduos 

mutados. 

Embora na clínica, as mais de 20 mutações acumuladas na protease do HIV-I tornem 

esta enzima menos sensível a inibição pelo ligante darunavir, e outros estudos de dinâmica 

molecular tenham evidenciado a perda de interação entre as PR20 e o darunavir, este perfil 

resistência não foi observado no estudo aqui realizado, pois o ligante se manteve estável 

dentro do sítio ativo da mutante e nossos resultados de energias de interação indicam a 

estabilidade do sistema. 

Muitos fatores podem ter influenciado nos resultados obtidos desde os métodos de 

cristalografia utilizados nos PDBs que foram escolhidos para realizarmos o estudo, os 

protocolos computacionais aplicados e também a ausência de da mutação I50L, a qual é 

bastante associada ao desenvolvimento de resistência ao inibidor darunavir por seu impacto 

na conformação da região do flap da enzima. 

Cabe agora realizar novas análises com diferentes enzimas PR20 e comparar os 

resultados para corroborar as informações obtidas neste estudo. Também cabe conduzir uma 

nova análise sobre os impactos das mutações de forma isolada para observamos se existe uma 

mutação chave que desencadeie um maior perfil de resistência ao inibidor darunavir 

 

5 CONCLUSÃO 

 Com base nos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que: 

i. A protease 3UCB possui 21 mutações na cadeia A e 21 mutações na cadeia B, nas 

mesmas posições, são simétricas; 

ii. As mutações encontradas na protease 3UCB (referência protease 4LL3) foram: Q7K, 

L10F, I13V, I15V, D30N, V32I, L33F, E35D, M36I, I47V, I54L, Q58E, I62V, L63P, 

C67A, A71V, I84V, N88D, L89T, L90M, C95A; 
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iii. Não foi detectada a presença da mutação na posição I50 na protease mutante PR 20 - 

3UCB, 

iv. A ausência de da mutação I50L pode ter influenciado na manutenção das interações 

entre a PR20 e o inibidor darunavir; 

v. A análise de RMSF não mostrou grandes variações estruturais por parte do complexo 

mutante em relação a nativa. As análises de interação de hidrogênio e interações de 

Van de Waals também apresentaram um perfil levemente mais estável para o 

complexo mutante. 

vi. Não foi observada perda de interação a PR20 e o darunavir no estudo aqui realizado; 

vii. O complexo da protease do HIV-1 mutante 3UCB apresentou um perfil de ligação 

ligeiramente mais estável que complexo da protease do HIV-1 nativa 4LL3, com 

resultados de energia livre de ligação -68,77 e -64,62 kcal/mol, 

respectivamente.XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
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