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RESUMO

O surgimento de cepas resistentes aos farmacos utilizados na terapia antirretroviral cresce de
forma alarmante em escala global. Os antirretrovirais utilizados no tratamento de primeira e
segunda linha do HIV s&o os que mais possuem relatos de casos de cepas resistentes. Os
inibidores da protease sdo uma classe de drogas antirretrovirais que possui participacdo
fundamental nos esquemas de tratamento da AIDS. Além do surgimento da resisténcia aos IPs
utilizados nos esquemas usuais de tratamento, ja existem relatos de resisténcia o Darunavir,
um inibidor da protease usado no tratamento de resgate terapéutico em casos de pacientes que
ja apresentam falha no tratamento inicial e resisténcia comprovada. Portanto, este trabalho
tem por objetivoavaliar, identificar e quantificar as mutacdes na protease do HIV-1 3UCB,
bem como avaliar, por meio de simulacdes de dindmica molecular, o impacto que as mutagdes
produzem na interacdo 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 ligacdo
ligeiramente mais estavel que complexo da protease do HIV-1 nativa 4LL3, com resultados

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

Palavras-chave: HIV; Darunavir; Protease; Mutagdes; 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 INTRODUGCAO

A sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS,
acquiredimmunodeficiencysyndrome) é causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV,
humanimmunodeficiencyvirus), sendo caracterizada por diversos aspectos clinicos, como
imunodepressdo severa associada a infeccGes oportunistas, perda de peso e degeneracdo do
sistema nervoso central (SNC). (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; CUNICO; GOMES;
VELLASQUES JUNIOR, 2008; SANTOS; ALBUQUERQUE; BRITO, 2014).

O Brasil é referéncia, entre os paises em desenvolvimento, no que se refere a
distribuicdo gratuita de medicamentos antirretrovirais para a populacdo. 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
infeccdo de novas células do sistema imune bloqueando diversas etapas do ciclo replicativo
do virus. 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 limitacbes como a alta incidéncia de efeitos
colaterais, o que dificulta a adesdo ao tratamento, e o rapido 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 s@o os que mais possuem relatos de casos de cepas resistentes. Dentre eles temos
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (NRTIs), inibidores nucleotidicos da
transcriptase reversa (NtRTI), inibidores ndo nucleosidicos da transcriptase reversa
(NNRTIS), e inibidores de protease (PIs)(BRASIL, 2015).

Segundo a OMS, a ndo adesdo ao tratamento com 0S esquemas antirretrovirais
prescritos € uma das principais causas do crescente surgimento de cepas resistentes. O que
torna necesséaria a mudanca do esquema de antirretrovirais, utilizando outros farmacos que
podem onerar o custo do tratamento dificultando seu acesso a populacdo em diversos paises
Ainda segundo a OMS, prospec¢des matematicas mostraram que 135.000 mortes adicionais e
105.000 novas infeccBes podem ocorrer nos proximos cinco anos, e 0s custos de tratamento
do HIV poderiam aumentar em US$ 650 milhdes adicionais durante esse periodo, caso
nenhuma acdo for tomada contra 0 aumento do surgimento da resisténcia aos antirretrovirais
(BRASIL, 2015; WHO, 2017).
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A protease do HIV é uma enzima homodimérica, que possui duas cadeias
polipeptidicas de 99 residuos de aminoacidos idénticas. Cada monémero contém a sequéncia
conservada ASP-THR GLY, que fornece o grupo asparatil que é necessario para catalise
enzimatica.Os inibidores da protease do HIV-1 sdo utilizados amplamente no Brasil nos
esquemas de segunda linha de tratamento eno resgate terapéutico (terceira linha de
tratamento). Sendo sdo abundantes os relatos de casos de resisténcia aos inibidores da
protease (BRASIL, 2015; FDA, 2011; SANTOS; ALBUQUERQUE; BRITO, 2014,
STANFORD,2017).

1.1 JUSTIFICATIVA

O surgimento de cepas resistentes aos farmacos utilizados na terapia antirretroviral
cresce de forma alarmante em escala global. Os antirretrovirais utilizados no tratamento de
primeira e segunda linha do HIV sdo os que mais possuem relatos de casos de cepas
resistentes. Com a perda da resposta terapéutica ao tratamento com os farmacos de primeira e
segunda linha se torna necessaria a mudanca no esquema terapéutico e a introducédo
antirretrovirais de outras geracdes, que possuem um custo mais elevado e oneram e muito o
tratamento da AIDS.

A complexidade da resisténcia aos antirretrovirais esta associada ao aparecimento de
maltiplas mutagdes que se combinam e acumulam-se por geracOes resultando em cepas

altamente resistentes.

Os inibidores da protease sdo uma classe de drogas antirretrovirais que possui
participacdo fundamental nos esquemas de tratamento da AIDS. Além do surgimento da
resisténcia aos IPs utilizados nos esquemas usuais de tratamento, j& existem relatos de
resisténcia o darunavir, um inibidor da protease usado no tratamento de resgate terapéutico
em casos de pacientes que ja apresentam falha no tratamento inicial e resisténcia comprovada.

O gue torna ainda mais evidente o quéo grave é o fendbmeno de resisténcia aos antirretrovirais.

Nesse contexto, surge a necessidade de se investigar quais impactos a ocorréncia de
multiplas mutacGes podem gerar na interagdo entre a protease do HIV-1 e o seu inibidor

darunavir,por meio de métodos computacionais de quimica tedrica.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

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

do HIV-1 3UCB, bem como avaliar, por meio de simulacdes de dinamica molecular, o

impacto que as mutacdes produzem na interacdo a 3UCB e 0 seu ligante darunavir quando

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

1.2.2 Objetivos Especificos

Vi.

Vil.

viii.

Usando como referéncia a protease nativa 4LL3, identificar e descrever as mutacfes
presentes na protease HIV-1 Mutante PR 20-3UCB,;

Descrever e fazer um estudo por modelagem molecular das interacfes da protease do
HIV-1, tipo selvagem, complexada ao inibidor darunavir;

Descrever e fazer um estudo por modelagem molecular das interacfes da protease do
HIV-1, PR20 mutante, complexada ao inibidor darunavir;

Identificar e mensurar os principais residuos da protease do HIV-1 nativa 4LL3 e
mutante 3UCB, que interagem com o inibidor darunavir;

Realizar estudo de dindmica molecular das proteases nativa e mutante complexadas
com o inibidor darunavir;

Calcular a energia livre por meio dos métodos de Molecular Mechanics/Generalized
Born Surface Area(MM/GBSA) para todos os sistemas do estudo;

Realizar calculos de decomposicéao por residuo para as principais interacdes existentes
entre as proteases do HIV-1 protease do HIV-1 nativa 4LL3 e mutante 3UCB;

Avaliar se a coexisténcia de multiplas muta¢cdes na protease tipo HIV-1 podem
influenciar na interagdo com o inibidor, darunavir, por meio de metodos de

modelagem molecular.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HIV/AIDS

A sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS,
acquiredimmunodeficiencysyndrome) é causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV,
humanimmunodeficiencyvirus), sendo caracterizada por diversos aspectos clinicos, como
imunodepressdo severra associada a infeccdes oportunistas, perda de peso e degeneracdo do
sistema nervoso central (SNC). O HIV pertencente ao género Lentiviruse familia
Retroviridae, estabelece uma infeccdo persistente cronica, com longo periodo de laténcia e
inicio gradual do aparecimento dos sintomas clinicos. Foram identificadas duas familias do
HIV, sendo estas denominadas de HIV-1 e HIV-2. A maior parte das epidemias causas pelo
virus estdo relacionadas com o tipo 1 (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; BRUNTON et
al., 2010).

O HIV possui tropismo por células do sistema imunoldgico que possuem o receptor
CD4, como linf6citos e macrofagos. As particulas virais que iniciam a infeccdo estdo
presentes no sangue, sémen, e outros fluidos corporais e a transmissdao ocorre de individuo
para individuo, por meio de relacdo sexual ou uso de agulhas contaminados. Também pode
ocorrer transmissdo vertical, da mde para o feto, e transmissdo por meio de transfusdo
sanguinea (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; BRUNTON et al., 2010).

2.1.1 Aspectos Epidemioldgicos

Descoberta nos EUA, em 1981, a AIDS se espalhou rapidamente, adquirindo altos
indices de morbidade e mortalidade em escala global, afetando principalmente paises em
desenvolvimento (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; CUNICO; GOMES;
VELLASQUES JUNIOR, 2008; SANTOS; ALBUQUERQUE; BRITO, 2014).

Levaram anos de pesquisa apds a descoberta do HIV para que farmacos para o
tratamento da infeccdo fossem desenvolvidos. O primeiro antirretroviral a ser lancado foi a
zidovudina, que foi lancado em 1987, sob o nome comercial de Retrovir®, pelo laboratério
GlaxoSmithKline. Depois vieram a didanosina (Videx®) em 1991, e a zalcitabina (Hivid®)
em 1992 (FDA, 2011). O tratamento da infeccdo pelo HIV consiste na utilizacdo combinada
de um esquema de farmacos antirretrovirais, pratica que teve sua importancia para o
tratamento eficaz infeccdo 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 Organizacdo Mundial da Saude, em 2016 o nimero de pessoas que viviam
com o HIV em todo o mundo era de 36,7 milhdes, sendo que 19,5 milhdes, cerca de 53%,
dessas pessoas tiveram acesso a terapia antirretroviral em 2016 (WHO, 2017). O Brasil é o
pais com maior concentracdo populacional da América Latina, e em consequéncia disso
também € o pais que concentra 0 maior indice de casos novos na regido, cerda de 40%. Com
base nos dados fornecidos em margo de 2016 a UNAIDS (Programa Internacional de
Combate a Aids das Nacbes Unidas) estima que o nimero de pessoas vivendo com HIV no
pais € de aproximadamente 830.000, e que, cerca de, 15.000 pessoas vém a Obito anualmente
devido a causas relacionadas a AIDS (UNAIDS, 2017).

Em julho deste ano a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) comunicou a imprensa
um alerta sobre a crescente ameaca de resisténcia aos medicamentos utilizados no tratamento
da AIDS. Nesta ocasido também foi divulgado um relatério detalhado sobre o assunto, o qual
foi baseado em pesquisas nacionais realizadas em diversos paises. A organizacao advertiu que
0 aumento da resisténcia aos antirretrovirais em diferentes paises pode prejudicar o progresso
global no tratamento e prevencdo da infecgdo pelo HIV se medidas efetivas ndo forem
tomadas precocemente, afim de evitar 0 avanco do surgimento de novas cepas resistentes
(WHO, 2017).

O relatério publicado pela OMS mostrou que em 6 dos 11 paises pesquisados na
Africa, Asia 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
ndo deve ser ultrapassado, recomendando que esses paises revisem urgentemente seus
programas de tratamento do HIV (WHO, 2017).

2.1.2  Estrutura e ciclo de replicagdo do HIV

O HIV ¢ classificado na familia Retroviridae, género Lentivirus e apresenta duas
espécies, o Virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) e Virus da imunodeficiéncia
humana 2 (HIV-2) (ICTV, 2012). Seu genoma é constituido por duas moléculas de acido
ribonucleico (RNA) de fita simples de polaridade positiva que servem de molde para a sintese
de acido desoxirribonucleico (DNA) por acdo da DNA polimerase dependente de RNA
(transcriptase reversa - RT) (COFFIN, 1996; HUANH et al., 1998).
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O HIV-1 apresenta diametro de aproximadamente 110 nm. Possui forma esférica e
apresenta um envelope, com glicoproteinas de superficie (gp120) e transmembrana (gp41). Na
superficie interna do envelope observa-se a presenca da proteina da matriz (p17) e o capsideo
viral, constituido pela proteina p24 (COFFIN, 1996; LUCIW, 1996; TURNER; SUMMERS,
1999) (Figura 1).

Envelope
2pl20
gpdl

Transcriptase
- reversa
Protease
- RNA viral
Integrase
pl7
P24

*amasnnee . A

Figura 1 — Representacdo esquematica do HIV-1 (Adaptado de ABBAS et al., 1997).

Quanto a simetria do capsideo, existem descricbes de simetria cdnica e outras
evidéncias que sugerem uma conformacdo icosaédrica (COFFIN, 1996). No interior do
capsideo localizam-se duas copias iguais do genoma de RNA de fita simples, de polaridade
positiva, as quais contém os trés genes estruturais gag, pol e env, assim como 0s genes que
codificam proteinas essenciais a replicacao viral (protease, transcriptase reversa e integrase) e
por proteinas acessorias (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 interacbes entre a
glicoproteina do envelope, gp120, e o dominio aminoterminal da glicoproteina de superficie
celular CD4, presente nos linfocitos T CD4", mondcitos, macréfagos, células dendriticas e
células da micréglia cerebral (WYATT; SODROSK, 1998; DOUEK et al., 2002).
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A interacdo gpl20-CD4 gera mudangas conformacionais nas estruturas dessas
proteinas, o que promove a interacdo de uma porcdo da molécula gp120 com o receptor de
quimiocina, que, por sua vez, desencadeia nova conformacao a estrutura da molécula gp41,
resultando na fusdo do envelope da particula viral com a membrana da célula hospedeira
(DORANZ et al., 1996; TRKOLA et al., 1996; CHAPHAM & WEISS, 1997; RI1ZZUTO et al.,
1998; TSCHERNING et al., 1998; WYATT; SODROSKY, 1998; TURNER; SUMMERS,
1999).

O virus também é capaz de entrar na célula por via endocitica, com fusdo tardia de
membranas no endossoma. No interior da célula, o virus perde seu capsideo, libera 0 genoma
viral no citoplasma da célula hospedeira e ocorre o processo de transcri¢do reversa (COFFIN,
1996; EMERMAN; MALIN, 1998; TURNER; SUMMERS, 1999).

O processo de transcricdo reversa € catalizado pela enzima DNA polimerase
dependente de RNA viral (transcriptase reversa), que sintetiza o DNA viral a partir do RNA
gendmico viral (LUCIW, 1996; FREED, 1998; GOTTE et al., 1999; TURNER; SUMMERS,
1999).

O DNA formado é transportado para o nucleo por nucleoproteinas do complexo de
pré-integracdo, onde é integrado covalentemente ao genoma da célula hospedeira, através da
catélise 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 subgendmico e
duas moléculas de mRNA, a partir das quais sdo traduzidas as proteinas virais (Turner &
Summers, 1999). Apds a montagem da nova particula, o envelope é adquirido por meio do
brotamento, cruzando a membrana plasmatica (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 ndo erradicar a infecgcdo pelo HIV. No intuito de estabelecer os critérios
para o inicio de tratamento, buscou-se defini-los com base nas estimativas de risco de
infeccBes oportunistas, evolucdo para aids e Obito. Entretanto, j& existem evidéncias de que,
mesmo em individuos assintomaticos com contagens elevadas de LT-CD4", a replicacéo viral

e a ativacdo imune cronica estdo associadas ao desenvolvimento de doencas nao
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tradicionalmente relacionadas a infeccdo pelo HIV, tais como eventos cardiovasculares
(BRASIL, 2015).

Atualmente no Brasil, o Ministério da Saude, levando em consideracdo evidéncias de
beneficios clinicos e de prevencdo da transmissdo do HIV providas por estudos
intervencionistas e observacionais, somadas & disponibilidade de opgdes terapéuticas
progressivamente mais comodas e bem toleradas, estabeleceu novos critérios para o inicio do
tratamento antirretroviral, que incluem a recomendacdo de inicio mais precoce, de acordo
com o Quadro 2 (BRASIL, 2015).

Quadro 1 — Recomendac0es para inicio de terapia antirretroviral.

Recomendagdes para inicio de terapia antirretroviral em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA)

Condigdes clinicas e imunolégicas Recomendagao

Pessoas vivendo com HIV/aids

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

Sintomaticos

Independente da contagem de Linfécitos T CD4* Iniciar TARV

Assintomaticos

Contagem de Linfécitos T CD4"< 500 células/ mm? Iniciar TARV

Contagem de Linfécitos T CD4" 500 células/ mm’®

® Co-infeccdo por hepatite B e com indicacdo de | |niciar TARV
tratamento da hepatite

® Pacientes com risco elevado ou doenga | Considerar inicio de TARV
cardiovascular

® Neoplasias que necessitem de tratamento | Considerar inicio de TARV
imunossupressor

® Carga viral do HIV acima de 100.000 cépias/mL Considerar inicio de TARV

Sem contagem de Linfécitos
. N3o iniciar TARV
T CD4 disponivel

GESTANTES

Independente da contagem de Linfécitos T CD4* Iniciar TARV

PORTADORES COM PARCEIROS SORODIVERGENTES

Independente da contagem de Linfécitos T CD4* Oferecer TARV para reducdo da transmissibilidade

Fonte: Brasil, 2015.
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O beneficio da TARV ja foi claramente demonstrado em pacientes com doenca
sintomética avancada e naqueles que, apesar de assintomaticos, apresentam imunodeficiéncia
acentuada expressa na contagem de linfécitos T CD4+ abaixo de 200/mm?®. Além disso,
varios estudos demonstram que o uso de antirretrovirais representa uma potente intervencgédo
para a prevencdo da transmissdo do HIV. Dentro dessa perspectiva, 0 ministério da saide
recomenda atualmente o estimulo ao inicio imediato da TARV para todas as PVHA,
independentemente da contagem de LT-CD4+, na perspectiva de reducdo da
transmissibilidade do HIV, considerando a motivacdo da PVHA. (BRASIL, 2008; BRASIL,
2015).

Com a ampla utilizagdo 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 cronico-degenerativo assumido pela doenca na atualidade.
Pacientes em uso de TARV ha mais tempo convivem com toxicidade dos medicamentos,
assim como com a possibilidade de co-infecgdes e/ou variantes resistentes do virus (BRASIL,
2008).

Segundo Roméo Janior (2014), a deteccdo precoce da doenca renal aliadas a condutas
terapéuticas adequadas para retardar a progressdo da enfermidade, pode reduzir o sofrimento
dos pacientes além de reduzir os custos financeiros associados aos tratamentos de dialise.

Em nivel da atencdo bésica é necessario tratar e controlar os fatores de risco
modificaveis como diabetes, hipertensdo, dislipidemia, tabagismo e doenca cardiovascular, de
acordo com as normatizagdes do Ministério da Saude (BRASIL, 2014).

Muitas vezes os portadores da doenca renal cronica apresentam quase sempre
evolugdo progressiva, insidiosa e assintomatica, dificultando assim o diagndstico precoce da
disfuncéo renal. Por isso, é necessario que a equipe de salde seja conscientizada a aumentar a
vigilancia e capacitagdo nos cuidados primarios a saude, para diminuigdo do aparecimento de
casos novos nos pacientes do HIPERDIA (ROMAO JUNIOR, 2014).

Dois anos apos a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS/SIDA) ter sido
identificada como uma doenca em 1981, o virus humano da imunodeficiéncia (HIV) foi
isolado como suposta causa da doenga. A partir desse momento se iniciou uma intensiva
busca por componentes que poderiam inibir a infeccdo e a replicacdo do virus e, talvez, alterar
favoravelmente o curso da doenca. O primeiro componente que mostrou inibicdo da
replicacdo do virus HIV tanto in vitro quanto in vivo foi o suramin. Entretanto, o primeiro

agente antirretroviral a ser licenciado para uso clinico foi a zidovudina, em 1987. Em 2000, ja
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haviam sido aprovados cinco inibidores nucleosidicos 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 clinico no tratamento da AIDS. Estes compostos sao
distribuidos em diferentes categorias dependendo da interagcdo com seu alvo dentro do ciclo
de replicacdo do HIV. Os alvos investigados mais intensamente durante as primeiras décadas
de pesquisa na area sdo a transcricdo reversa e 0 processamento proteolitico pela protease
viral (DE CLERCQ, 2009; DE CLERCQ, 2010).

A transcricdo reversa e catalizada pela enzima transcriptase reversa (RT) (RNA —
dependente de DNA polimerase), uma enzima viral especifica que retrotranscreve o genoma
viral do RNA de cadeia simples para o DNA pro-viral de cadeia dupla. Enquanto que o
processamento proteolitico é catalisado pela protease viral que cliva a poliproteina precursora
viral em proteinas virais maduras (tanto estruturais quanto funcionais) (DE CLERCQ, 2009).

Posteriormente novos alvos foram investigados como possiveis sitios de acdo para as
droga antirretrovirais, 0s quais podemos citar: a entrada viral, particularmente a fusdo virus-
célula e a interacdo do virus com seus (co) receptores; e a integracdo do DNA pro-viral no
genoma das células hospedeiras, um processo realizado por uma enzima viral especifica,
integrase, que determina se a célula infectada com HIV e todas as células filhas que dela
derivam irdo portar permanentemente o pro-virus (DE CLERCQ, 2009).

Através da Lei 9.313 de 1996, o Ministério da Salde - MS vem garantindo 0 acesso ao
tratamento antirretroviral (TARV) a todas as pessoas que vivem com HIV-1 e que tenham
indicacdo de recebé-lo, conforme as recomendac0es terapéuticas vigentes no Brasil (BRASIL,
2008).

Atualmente o arsenal de drogas antirretrovirais disponiveis no Brasil, distribuidas
gratuitamente no sistema Unico de saude (SUS), para o tratamento da infecdo pelo HIV é
composto por cinco inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (NRTIs) (zidovudina,
didanosina, estavudina, lamivudina, e abacavir), um inibidor nucleotidico da transcriptase
reversa (NtRTI) (tenofovir), trés inibidores ndo nucleosidicos da transcriptase reversa
(NNRTIs) (neviparina, etravirina, e efavirenz), sete inibidores de protease (PIs) (saquinavir,
ritonavir, tripanavir, lopinavir, atanazavir, fosamprenavir, e duranavir), um inibidor de fuséo
(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 importancia do regime de combinacdo de drogas anti-HIVV comegou a

ser amplamente aceita. Tal pratica, comum para o tratamento de tuberculose, foi também



23

introduzida para o tratamento da AIDS. Sendo esta denominada como terapia antirretroviral
altamente ativa (HAART) ou TARV. A combinacdo e trés (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 téxicos, e diminuir a probabilidade do
desenvolvimento de resisténcia as 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 polipeptidicas de
99 residuos de aminoacidos idénticas. Cada monémero contém a sequéncia conservada ASP-
THR GLY, que fornece o grupo asparatil que é necessario para catilise (MENENDEZ-
ARIAS, 2010).

Esta asparatil protease é responsavel pelo processamento da poliproteina Gag/Pol,
resultando em proteinas estruturais, proteinas do capsideo, da matriz, nucleocapsideo, bem
como as enzimas essenciais do virus como protease, transcriptase reversa e integrase
(DEWDNEY et al., 2013; YEDIDI et al., 2014).

Cristalograficamente, foi demonstrado que apenas um residuo de acido aspartico é
protonado no homodimero, o que é consistente com a formacdo de intermediario tetrahédrico
do substrato. Ambas as subunidades contém a superficie em gancho flexivel, conhecida como
regido flap (residuos 42 a 58), que se fecha quando o substrato ou inibidor liga-se a enzima
(MENENDEZ-ARIAS, 2010).

O substrato se liga a protease do HIV em uma conformacao 3 e é ancorado por muitas
pontes de hidrogénio e a maioria das interacbes com os inibidores sdo fundamentadas em
interacdes hidrofobicas, de forma que a enzima reconhece sete residuos de clivagem no
substrato, quatro deles na por¢do N-terminal e 3 na porcdo C-terminal (MENENDEZ-ARIAS,
2010).
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Figura 2 - Estruturas cristalograficas de protease de HIV-1 complexadas com um inibidor. (A) As duas
cadeias polipeptidicas da protease sdo representadas como diagramas de fita (laranja e verde). O
inibidor € mostrado em vermelho usando um modelo CPK. Os restos de gelatina representam residuos
que estdo envolvidos na aquisicdo de mutacGes importantes de resisténcia a farmacos. (B) Vista de
baixo do complexo de protease / inibidor de HIV-1 mostrando a estrutura em folha a envolvida na
estabilizacdo do homodimero e a localizacdo de Asn88 e Leu90 (modelos CPK palido e azul escuro).
As coordenadas atémicas foram retiradas do ficheiro PDH 7HVP SWAIN et al., 1990. Fonte:
MENENDEZ-ARIAS, 2010.

2.2.2 Inibidores da Protease do HIV-I

Existem atualmente varios inibidores de protease licenciados para uso clinico no
tratamento de infeccBes pelo HIV. Com excecdo do tripanavir (que é baseado em um
esqueleto de cumarinas), todos os IPs sdo baseados no principio da “peptidomimética”, isto é,
contém um esqueleto hidroxietileno que mimetiza a ligacdo peptidica normal (clivada pela
HIV-1 protease), mas que por si s6 ndo pode ser clivada. Impedindo assim que a protease do
HIV realize sua funcdo normal, que € o processamento proteolitico da proteina precursora
viral em proteinas virais maduras (DE CLERCQ, 2009).

Os inibidores da protease do HIV sdo 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 atencdo, tais como do

desenvolvimento de resisténcia e seus multiplos efeitos colaterais (ZHA et al., 2012).
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A resisténcia viral contra os IPs é o resultado de uma complexa interposicao de varios

fatores, incluindo ndo somente as mutagdes virais, mas também fatores farmacocinéticos e

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

Todos esses agentes atuam por ligacédo reversivel ao sitio ativo da protease, tendo acao

sobre células j& infectadas, de modo que as particulas virais geradas sdo imaturas e ndo-

infecciosas.

Suas

propriedades

farmacocinéticas

sdo apresentadas

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

no quadro 2

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

FARMACOCINETICA | AMPRENAVIR | NELFINAVIR | RITONAVIR SAQUINAVIR LOPINAVIRR! | DARUNAVIR
Biodisponibilidade Oral 35-90 % 20-80 % 65-75 % 12 % ? 82%
. 115%
0,
Efeito das Refei¢les 12l g’rgl;?:)em 120-30 % (formulagéo 160% 150% 130%
sobre a ASC* 9 em cépsula)
tyy elim**Plasmatica (h) 7,0-11,0 3,5-5,0 3,0-5,0 7,0-12,0 6,0-8,0 15
Ligagdo - com s 90 % 98 % 98 % 98 % 98 % 95%
Proteinas Plasmaticas
. ~ CYP3A4 CYP3A4 > 2C CYP3A4> CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4

Biotransformacéo 2D6

- 3 ?
A_uto indugédo ~ da Né&o Sim Sim Né&o Sim '
biotransformacgdo
Excre¢do Renal do 4<30 1,0-2,0 35 <30 <30 8

Farmaco Original (%)

Inibicdo da CYP3A4*

++

++

++++

+++

+++

* ASC, 4rea sob a cruva de concentracio plasmatica-tempo; **ty, eim, Meia vida de eliminagéo; T,
aumento; {, diminuicdo; CYP, citocromo P450.' O Lopinavirg refere-se & co-formulagda com
Ritonavir. Fonte: Raffanti ; Haas, 2003.

2.3 MUTAGENESE DO HIV

A resisténcia viral aos farmacos € causada por mutacGes no genoma do HIV, o que

desencadeiam a codificacdo de proteinas estruturalmente modificadas, afetando a interacdo e
atividade dos antirretrovirais (MENENDEZ-ARIAS, 2010).

A taxa de mutagdo do HIV é da ordem de 4 x 10™° mutacBes por base, por ciclo

replicativo, ou seja, cerca de uma mutagdo a cada trés geracdes, produzindo 10 mutages 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 infecgdo por HIV-1 € a resisténcia aos farmacos,
problema que se estabelece pela alta taxa de mutacéo do virus somada a pressao dos esquemas
terapéuticos de drogas sobre a biologia do HIV. A frequente identificacdo de mutacdes
associadas a resisténcia é critica tanto para a terapia antirretroviral, sendo desfavoravel na
individualizagcdo do tratamento, bem como no planejamento de novas drogas (CHEN et al.
2004).

Cepas resistentes aos farmacos sdo comuns em pacientes portadores de HIV-1, ja
foram descritas 36 mutacdes de perda do sentido (missense) associadas a resisténcia a um ou
mais dos inibidores de protease. O desafio da resisténcia reside na grande possibilidade de
combinacdo de mutacdes, sendo acumuldveis na protease do virus. Mutantes altamente
resistentes muitas vezes tém 20 ou mais mutacdes e estratégias para desenvolvimento de
inibidores efetivos estdo constantemente sendo revisadas (SHEN et al., 2015).

Na natureza, o HIV-1 encontra-se amplamente distribuido no mundo, sofrendo pressao
de mutacdo e pressdo de selegdo da terapia antirretroviral, conduzindo ao acimulo de
mutacdes combinadas. Desta forma, um estudo a partir da co-cristlizacdo do complexo LPV e
protease do HIV-1, de isolado clinico é mais representativo para investigacdo estrutural e
elucidacdo dos mecanismos de resisténcia, favorecendo um estudo comparativo para analise
do impacto das mutacdes sobre o complexo LPV e protease do HIV-1, partindo da co-
cristalizacdo do complexo para cepa mutante MDR769, descrita por Liu et al. (2013).

A resisténcia aos inibidores da protease se da pela ocorréncia de mutacbes que se
acumulam, culminando na substituicdo de dois ou mais aminoacidos que resultam em
mudangas conformacionais na superficie e na cavidade do sitio ativo da enzima, reduzindo a
interacdo com o ligante, (MENENDEZ-ARIAS, 2010).

Mutacdes de resisténcia primarias afetam residuos do sitio de ligacdo ao substrato e
sua vizinhanga, sdo mutagdes que reduzem a atividade catalitica e a capacidade de replicacéo
viral, sdo elas relacionadas: D30N, V32I, L33F, M46l/L, 147A/V, G48V, I50L/V,
V82A/F/L/SIT, e 184V. De maneira compensatoria a perda de funcdo estabelecida pelas
mutacBes primarias, outros aminoacidos sdo adicionalmente modificados como forma de
reestabelecer a estabilidade e a atividade enzimética, sdo designadas como mutagdes
secundarias (MENENDEZ-ARIAS, 2010).

Segundo Liu e colaboradores (2013), as mutagdes V32I, 147A, M461, L33F, 154V,
V82A, 184V e L90M sédo descritas como mutacOes de resisténcia e combinagdo entre as
mutacBes L76V, M46l e V82A na protease sdo responsaveis por reduzir a eficacia do
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lopinavir, bem como o acimulo de mutagdes nos cddons 82, 54 e 46 antes do inicio da terapia
antirretroviral, favorecem a resisténcia a este farmaco.

A identificacdo de novas mutacOes de resisténcia requer a combinacdo de estudos
clinicos e de ciéncia basica, bem como estudos de genotipagem descrevem a frequéncia de
mutacgdes de resisténcia em populagdes de portadores de HIV ao redor do mundo e do Brasil
(CHEN et al., 2004; FERREIRA et al., 2011; GRAF et al., 2011; MACEDO et al., 2011;
SANTOS et al.,, 2011VELASCO-DE-CASTRO et al., 2014). As principais mutacdes de

resisténcia aos inibidores de protease estdo relacionadas no Quadro 3.

Quadro 3 — Mutacdes de resisténcia mais relevantes para os inibidores da protease do HIV-1.

Maiores Mutac6es de Resisténcia 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 | L V I N L
ATS
ATVIr I L V VM L VTAM . v S M
DRVI/r | VA V LM \Y F \Y
VTAL ATS
LPV/r | | | L VA VM V M \Y E \% M

Negrito/sublinhado: Suscetibilidade reduzida de alto nivel ou resposta viroldgica.
Negrito: susceptibilidade reduzida ou resposta virologica.
Texto claro: reduzida suscetibilidade em combinagdo com outras mutagdes de resisténcia a PI.
Abreviaturas: atazanavir (ATV), darunavir (DRV), lopinavir (LPV). Administrado com ritonavir para reforco
farmacocinético (/r).
IPs adicionais: Fosamprenavir (FPV), indinavir (IDV), saquinavir (SQV) e tipranavir (TPV) raramente sdo usados.
Nelfinavir (NFV) ja ndo é recomendado. FPV/r e IDV/r nunca sdo mais ativos do que DRV/r e raramente, ou nunca,
mais ativos do que LPV/r versus virus resistentes. O TPV/r € ocasionalmente utilizado para a terapia de resgate, uma vez
que pode ser ativo contra virus LPV/r e DRV/r resistentes com mutagdes que aumentam a susceptibilidade a TPV.
Consultas de especialistas +/- testes fenotipicos devem ser obtidos antes do uso de FPV, FPV/r, IDV/r, SQV/r e TPVIr.
Mutacoes adicionais: D30N e N88D sdo as principais mutacdes de resisténcia NFV. As mutacbes L10F, V111, K20TV,
L23I, K43T, F53L, Q58E, A71IL, G73STCA, T74P, N83D e L89V sdo mutagdes acessdrias ndo polimorficas comuns.
L10RY, V11L, L24F, M46V, G48ASTLQ, F53Y, 154S, V82CM, 184AC, N88TG sdo raras variantes nao polimorficas.
Hipersusceptibilidade: 150L (cada Pl exceto ATV); L10F, L24l, I50V, I154L (TPV); L76V (ATV, SQV, TPV); I147A
(SQV); N88S (FPV).

Fonte: Stanford, 2018.

2.4 METODOS TEORICOS DE QUIMICA COMPUTACIONAL

2.4.1 Dinamica Molecular

Simulacdo por Dindmica Molecular (DM) éuma das técnicas computacionais mais
versateis para o estudo de macromoléculas biolégicas. Noplanejamento racional de farmacos
baseado na estrutura do ligante, as simulacfes de DM tém contribuido exaustivamente em
diversos estagios do processo (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006).
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A metodologia da DM ¢ fundamentada nosprincipios da Mecénica Classica e fornece
informagdes sobre o comportamento dindmico microscopico, em determinado tempo e dos
atomos individuais que compdem o sistema (BURKET; ALLINGER, 1982). Para se obter as
propriedades macroscopicas (pressao, energia interna, volume, temperatura, entropia, energia
livre, etc) de interesse a aplicacdo da mecanica estatistica, é requerida a partir de outras
microscopicas.

Com base na Mecanica Molecular (MM),as moléculas sdo tratadas como uma colecéo
deatomos que podem ser descritas por forcas newtonianas, ou seja, sdo tratadas como uma
colecdo departiculas mantidas unidas por forcas harmdénicasou eléasticas. Um conjunto
completo dos potenciais de interacdo entre as particulas ¢ referidocomo “campo de forga”
(BROOKS; KARPLUS; PETTITT, 1988).

O campo de forcaempirico, tal como é conhecido como umafuncdo 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 variostermos de energia,
incluindo os termos para atomos ligados (comprimentos e angulos de ligacdo,angulos diedros)
e 0s termos para atomos ndo-ligados (interacfes de van der Waals e deCoulomb). Um tipico

campo de forca € representado pela equacdo 1:
V() =2Vi+ 2 Vot 2 Vaaw + 2 Velet(1)

Vi=k (I-10)3(2)

Onde, V/é a energia de estiramento da ligacdo emrelacao a seu valor de equilibrio (ou
ideal), Voéa energia de deformacdo do angulo de ligacdo emrelagdo a seu valor de equilibrio,
Vo€ a energiadevido a torcdo em torno de uma ligagdo, V.gwrepresenta a energia das
interacOes de van derWaals e Velecrepresenta as energias de atracdo ourepulsdo eletrostatica
entre duas cargas.A forma padrdo para representar ospotenciais harménicos devido as
oscilagbes doscomprimentos e angulos de ligacdo com relacdoaos valores de equilibrio é a

utilizacdo da Lei deHooke, mostrada nas equacgoes 2 e 3:

Onde | e 6 sdo os comprimentos e angulos de ligacdo, respectivamente, lp € 69 S80 0S

Ve = ke (9* 90)2(3)

correspondentes valores de equilibrio e ke ko as constantes de forca para a restituicdo aos

respectivos valores de equilibrio. A aproximacgdo harménica é valida somente para pequenas
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distor¢es com relagdo aos valores de equilibrio. A forma funcional padréo para representar o
potencial de energia para uma tor¢do estad mostrada na equacéo 4:

V, = 2X(1 + cosiitng — 1))(4)

Onde V,, é a energia devido a tor¢cdo em torno de uma ligacéo, n € o nimero de
maximos (ou minimos) de energia em uma tor¢do completa, ¢ ¢ o angulo diedro e y é o
angulo de fase (defasagem no angulo diedro que pode gerar um ponto de minimo ou de
maximo na posi¢do ¢ = 0) (GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987). O valor de n dependera do
tipo de torcdo considerada e, geralmente, ndo excede o valor 3.

Em alguns campos de forca, um quarto potencial harmonico € definido para manter a
estrutura tridimensional em um conjunto de quatro atomos, descrevendo ainda oscilacGes da
mesma. Esse potencial ¢ denominado “potencial torcional improprio”. As interagdes entre
pares de atomos ndo-ligados covalentemente (i, j) sdo descritas por potenciais compostos
pelos termos de van derWaals e eletrostatico, representados respectivamente pelos potenciais

de Lennard-Jones(equacéo 5) e de Coulomb(equacéo 6).
Vaw = 4Eijl<i) - (i) 1(5)
rij rij

qiq;
dmegerry;

Velet =

Na equagao 5, €ijé a profundidade do potencial entre a barreira atrativa e a repulsiva, e
oijé a distancia finita na qual o potencial interparticula € zero. Ambos sdo parametros
ajustados experimentalmente ou por calculos tedricos. No caso das interacdes eletrostaticas
(equacdo 6), gie gjcorrespondem a magnitude das cargas pontuais de cada atomo, rija
distancia entre as cargas, €0a permissividade do espaco livre e gra constante dielétrica relativa
do meio.

Os campos de forcas existentes foram desenvolvidos de maneira independente e com
todos os conjuntos de parametros especificos. Alguns incluem outros termos para descrever

especificamente as ligacOes de hidrogénio ou para acoplar oscilagdes entre angulos e
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comprimentos de ligacdo, com o objetivo de se obter uma melhor concordancia com espectros
vibracionais (BROOKS; KARPLUS; PETTITT, 1988). A confiabilidade dos resultados é
baseada na elaboracdo de um campo de forca com parametros bem definidos. A escolha do
campo de forca depende, em grande parte, do sistema a ser estudado e das propriedades que
serdo investigadas. No caso de sistemas biomoleculares, os campos de forca mais utilizados
séo AMBER, CHARMM, GROMOS, entre outros.

2.4.1.1 Dindmica Molecular Classica
A simulacdo de DM cléssica consiste da solugcdo numérica, passo a passo, da equacao
de movimento, que pode ser descrita para um sistema atdmico simples pela equacéo 7:

Fi(t) = miai(7)

Fi(t) = aV (ri)ori(8)

Onde Fié a forca que atua sobre cada particula dosistema em um instante de tempo t, e
ai é a aceleracdo do 4tomo i de massa mi. Uma vez definido ocampo de forga, é possivel
calcular as forcas queatuam sobre cada atomo, calculando-se a derivadaprimeira da energia
potencial, obtida do campo deforca escolhido, em relacdo as posicdes desses atomos (equacao
8). A equacdo 8 gera diretamente aaceleracdo da particula. A partir desta, integrando-se as
equacOes de movimento, pode-se obter asvelocidades, cuja integral, por sua vez, proporcionaa
mudanca de posi¢cdo do atomo.

Com as novasposicoes e velocidades de cada particula, obtém-seas energias potencial
e cinética do sistema.Aplicando-se sucessivamente esse procedimento,obtém-se o que se
denomina de “trajetéria”, quenada mais ¢ do que o conjunto de posi¢des evelocidades de cada

particula ao longo do tempo.

2.4.1.2 Dindmica Molecular De Sistemas Solvatados

Existem dois modelos de solvatacdo que podem ser utilizados para realizar simulagdes
de DM de sistemas solvatados: o0 modelo de solvatacdo explicita e 0 modelo de solvatacao
implicita. No primeiro modelo, centenas ou milhares de moléculas de solvente sédo
incorporadas explicitamente ao sistema como um componente adicional (BIZZARRI,
CANNISTRARO, 2002). Vaérios potenciais foram desenvolvidos e parametrizados para

descrever as moléculas de dgua explicitamente.
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Os mais utilizados sdo os da familia 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 0 modelo ST2 de Stillinger e Rahman (STILLINGER;
RAHMAN, 1974). Em alguns casos, tais como sistemas de proteina muito grandes, torna-se
necessario a utilizagdo de modelos de solvatacdo implicita, que reduzem o custo
computacional das simula¢des. Em geral, um tratamento implicito de solvatagcdo considera a
influéncia média do solvente através da estimativa direta da energia livre de solvatacéo,
definida como o trabalho reversivel necessario para transferir o soluto em uma configuracao
fixa do vécuo para a solucéo.

O método de solvatacdo implicita ndo considera os graus de liberdade do solvente
explicitamente, mas o trata como um meio continuo. Métodos empiricos, tais como o modelo
de area superficial acessivel ao solvente (SASA), muitas vezes constituem formas simples e
rapidas de avaliacdo da energia de solvatacdo com uma precisdo comparavel aos modelos
tedricos. Na abordagem SASA, a energia livre de solvatacdo do soluto é expressa como a
soma das contribuicGes atbmicas, ponderada pelas suas areas expostas ao solvente. A
contribuicdo de cada atomo € quantificada por um coeficiente de superficie, o qual reflete a
hidrofobicidade ou hidrofilicidade do tipo de atomo em questdo (ROUX; SIMONSON, 1999;
FERRARA; APOSTOLAKIS, 2002)

O modelo de solvatacdo continuo tem se destacado para descrever a solvatacao
eletrostatica. Nesta abordagem o soluto é considerado como uma cavidade embebida em um
meio dielétrico. A correspondente energia livre de solvatacdo eletrostatica pode ser calculada
rigorosamente através das solucdes da equacdo de Poisson-Boltzmann (PB), ou
aproximadamente pelo uso do modelo generalizado de Born (GB) (BAKER, 2005). Em
estudos de associagdo de macromoléculas bioldgicas com ligantes, 0 modelo de solvatacéo
implicita de Born generalizado (GB) é o mais aplicado devido ao seu menor custo
computacional (ZOU et al., 1999; LIU et al., 2004)

A combinacdo GB/SA tem sido reconhecida como uma excelente escolha para o
tratamento implicito de solvatacdo em simulacfes biomoleculares. Diversas otimizacdes dos
métodos de solvatacdo implicita tém sido realizadas e encontram-se implementados em
diversos pacotes de programas de modelagem molecular como CHARMM, AMBER e
XPLOR. Adicionalmente, continuam os esforcos de pesquisa para a parametrizacdo 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 implicito em seu modo de solvatacdo e é
amplamente utilizado para o célculo de energia livre de ligagdo para complexos ndo-ligados
covalentemente. Este método calcula a energia livre de ligacdo via o ciclo termodinamico
mostrado na Figura 3, onde os termos de energia livre de solvatacédo sao calculados utilizando
o0 modelo de solvente implicito. A energia total calculada dentro do ciclo € obtida sobre a
média do ensemble obtido de uma trajetdria simulada. Os ensemble sdo obtidos para cada um
dos trés estados — complexo (receptor + ligante), receptor e ligante livre (MILLER et al.,
2012).

o
ﬁGumgﬁ.u.mw
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Figura 3 - Representacdo esquematica do ciclo termodinamico envolvido para o célculo de
energia de ligacdo. Fonte: Miller et al. (2003).

Formalismo matematico:

AGrieacio = AGsorvcom — AGsorvLivre T AGLicacA0,GAS
AGricacio = AGsorvcom — (AGsorvrec + AGsorvLic) + (AEmm — TAS)
AGricacio = AEmm + (AGsorv,com— AGsovrv,rec — AGsovv,Lic) — TAS(9)
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Onde:

AEwm: E a média da energia calculada para o sistema em fase gasosa utilizando os ter
MM do campo de forca;

AGsoLv.com, AGsoLv.rec, AGsoLv Lic: S80 0s termos da energia livre de solvatagéo para
0 complexo, receptor e ligante, respectivamente;

T: Temperatura absoluta;

AS: Entropia do sistema.

No célculo de energia livre de solvatacdo, dois termos sdo considerados, um polar —
estimado por um modelo de solvente implicito — e outro ndo-polar, que surge da energia
requerida para a formacéo da cavidade do soluto dentro do solvente (no inglés, Surface Area —
SA).

O principal custo computacional para se aplicar o método MM-GBSA ¢é devido as
simulacdes inicias para se construir cada ensemble, ou seja, € preciso uma simulacdo para
cada estado analisado. Entretanto, para se reduzir este custo, todos os trés ensembles podem
ser obtidos de uma simples simulagdo a partir da técnica denominada de protocolo de
trajetoria simples (MILLER et al., 2012).

Esta técnica subestima a energia livre de ligagdo (predizendo uma energia
relativamente baixa), uma vez que os estados complexados do receptor e ligante serd menos
estavel na conformacdo complexada do que quando eles estdo livres em solucdo, neste caso
negligenciando o célculo do termo entropico ja que este exige um mar custo computacional.
Entretanto, aplicando-se esta aproximacdo para uma familia de receptores e ligantes
relacionados (estruturalmente), os erros sistematicos em cada célculo de estado final serdo
similares. Portanto, 0 método MM-GBSA é (til na fungdo de pontuar (ranquear) um conjunto
de inibidores propostos para uma especifica enzima calculando a energia livre de ligacdo
relativa (sem o termo entropico) (HOMEYER; GOHLKE, 2012).

2.4.1.4Energia de Decomposic¢éo por Residuo

O principal objetivo é decompor a energia de interagdo eletrostatica global total em
uma energia de interacdo permanente (AEpgrm), COrrespondente a interacdo do ligante nao
polarizado em fase gasosa com a enzima, e a energia de polarizagdo (AEpo. como resultado

da mudanca da funcdo de onda molecular no sitio ativo da enzima (HENSEN et al., 2004).
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Entdo, a energia de interagdo eletrostatica global total entre o inibidor e a enzima pode

Ser escrito como:

Alig;, = AEpprym + AEpgy (10)

Na equacdo (23), a energia de interagdo permanente é computada usando a fungéo de
onda do inibidor em fase gasosa através do Hamiltoniano de interacdo eletrostatica, também

chamada de energia de perturbacdo de primeira ordem:
AEpprm = (0 | ﬁQM/MM\O) (11)

A energia de polarizagdo pode ser decomposta em um termo de estabilizagdo

polarizado e um termo de distorcéo eletrénica do inibidor:

AEpor, = MEgstap + AEpist )

A energia de estabilizacdo polarizada indica o aumento na energia de interacdo do
inibidor com uma nova distribuicdo de cargas no sitio ativo. Portanto, esse termo é sempre
igual ou menor que zero, enquanto que a energia de distorcdo eletronica refere-se a penalidade
pela reorganizacao da distribuicdo eletrnica do inibidor no sitio ativo da enzima. O termo de

estabilizacdo polarizado é definido por:

AEp;sr = (|HQu|) - (°|ﬁ3M|°)(13)
E a distor¢éo eletrdnica é dada por:
AEgstap = (|Hommul|) - (OlﬁQM/MM‘O) (14)

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

de reacgdes e interagdes de sistemas enzima-substrato e enzima-inibidor.
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3 METODOLOGIA

3.1 ESTRUTURAS INICIAS E PREPARACAO DOS COMPLEXOS DA PROTEASE DO

HIV-1 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 codigos 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 clinico
apresentando mais de 20 mutacfes de residuos. A estrutura 2D do inibidor est4 representada
na Figura 6.

Figura 4-Protease do HIV-1 nativa complexada com o inibidor darunavir. Fonte: Protein
Data Bank, codigo. 4113.
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Figura 5 - Protease do HIV-1 mutante complexada com o inibidordarunavir. Fonte: Protein
Data Bank, cédigo 3UCB.

NH,

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

Posteriormente foi realizada uma anélise dos parametros que determinam a qualidade
e a confiabilidade das estruturas cristalograficas escolhidas. Os dados utilizados estdo

sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Pardmetros estruturais das proteinas cristalografadas.

< <
Cadigo Protease *Rfree *Rfactor Rfree-Rfactor Resolugao
em angstrom (A)
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 parametro Rfactor mede a concordancia entre 0 modelo cristalografico e os dados
experimentais, porém esta sujeito a superajustes (overfitting) e como consequéncia a geragado
de modelos ndo reais. Para amenizar este problema, Brunger introduziu o conceito de
validacdo cruzada no refinamento cristalografico com a criagdo do pardmetro chamado Rfree
(BRUNGER, 1992). O parametro Rfree tem a mesma definicdo que o Rfactor, porém é
calculado para um nimero bem menor de flexdes que ndo sdo usados para a construcdo do
modelo final. Com a obtencdo do Rfree é possivel monitorar o processo de refinamento e
checar se o Rfactor ndo esta sendo diminuido artificialmente devido ao excesso de parametros
inseridos no modelo.

Tanto Rfactor quanto Rfree dependem da resolucdo dos dados experimentais, mas em
geral os valores de Rfree devem ser aproximadamente a resolucdo da cristalografia em
angstrom dividido por 10. Assim, um conjunto de dados com resolucdo de 2 A deve resultar
em um Rfree de aproximadamente 2 (RUPP, 2009).

Um bom modelo cristalografico pode ser escolhido baseado na diferenca entre os
parametros Rfree-Rfactor que podem ser considerados uma extensdao do modelo que se ajusta
aos dados experimentais, logo o resultado da diferenca entre os dois fatores deve ser pequena,
desejando-se que seja inferior a 0,05 unidades.

A resolucdo dos dados cristalografados também é um pardmetro importante para a
avalicdo do modelo. Como a resolucio é expressa em angstrom (A), valores pequenos
significam uma resolugdo mais alta, logo mais acurado e preciso é o resultado do modelo
gerado. Para avaliacio deste parametro, baixas resolugbes sdo consideradas a partir de 2,5 A
(DAVIS; TEAGUE; KLEYWEGT, 2003).

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

¢ adequada para o trabalho realizado.
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3.2PREPARO DOS SISTEMAS E SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR

Simulagdo por Dindmica Molecular (DM) é uma das técnicas computacionais mais
versateis para o estudo de macromoléculas bioldgicas. No planejamento racional de farmacos
baseado na estrutura do ligante, as simulacbes de DM tém contribuido exaustivamente em
diversos estagios do processo (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006). A metodologia da
DM é fundamentada nos principios da Mecénica Classica e fornece informacdes sobre o
comportamento dindmico microscopico, em determinado tempo e dos atomos individuais que
compdem o sistema (BURKET; ALLINGER, 1982).

Para inicio do preparo dos sistemas das proteases nativa e mutante complexadas ao
Darunavir, oriundas das cristalografias 4LL3 e 3UCB,foram separados e parametrizados
separadamentea proteina e o inibidor de cada cristalografia, com todas as suas coordenadas
iniciais preservadas.

No preparo dos sistemas para a dindmica molecular, foi necessario o calculo empirico
dos valores de pKa dos residuos de aminoacidos da protease utilizando o servidor ProPka (LI;
ROBERTSON; JENSEN, 2005). Posteriormente foram adicionados os atomos de hidrogénio
utilizando o modulo tleap implementado no Amber18. Os complexos entdo foram solvatados
e neutralizados com a adicdo de contra ions em uma caixa octaédrica composta por moléculas
de 4gua descritas pelo modelo TIP3P (JORGENSEN et al., 1983) entendendo-se 12 A entre o
limite da caixa e o complexo.

Nassimulagbes de DM as enzimas foram descritas pelo campo de forca AMBER
ff99SB (HARNAK et al., 2006), enquanto que o ligante foi descrito pelo campo de forca
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 modulo antechamberdo Amber18.

Apdbs a montagem dos sistemas foram minimizadas as cadeias laterais e principal da
proteinas e o substrato, respectivamente, aplicando restricGes de energia (10 kcal/mol) nos
atomos do sistema para ndo haver superaquecimento e desnaturacdo das estruturas
secundarias (250 ps), em seguida a energia dos sistemas (proteina + substrato + contra-ions +
aguas) foi minimizadasem restricbes durante um tempo de 250 ps. Entdo foram feitos
aquecimentos dos sistemas até 298 K, aplicando restricdes regressivas de 50% a cada 50 K

(250 ps) nos carbonos alfas de cada residuo e no substrato até alcancar restricdo de 1 kcal/mol
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para o Ultimo passo do aquecimento, por fim, os sistemas foram equilibrados com 500 ps a
temperatura constante de 298 K sem restrigdes (LUQUE; PAMPLONA, 2012).
3.3ENERGIA LIVRE DE LIGACAO E DECOMPOSICAO POR RESIDUO

A energia livre do sistema foi calculada por meio do método MM-GBSA
(MechanicsGeneralized Born Surface Area) onde se aplica solvente implicito em seu modo de
solvatacdo, sendo amplamente utilizado para o célculo de energia livre de ligagdo para
complexos ndo-ligados covalentemente. Este método calcula a energia livre de ligacdo via o
ciclo termodindmico, onde os termos de energia livre de solvatacdo sao calculados utilizando
o modelo de solvente implicito. A energia total calculada dentro do ciclo é obtida sobre a
média do ensemble obtido de uma trajetdria simulada. Os ensembles sdo obtidos para cada um
dos trés estados — complexo (receptor + ligante), receptor e ligante livre (MILLER et al.,
2012).

A decomposicdo por residuo que é foi feita com o objetivo decompor a energia de
interacdo eletrostatica global total em uma energia de interacdo permanente (AEperm),
correspondente a interacdo do ligante ndo polarizado em fase gasosa com a enzima, e a
energia de polarizacdo (AEpoL como resultado da mudanca da funcdo de onda molecular no
sitio ativo da enzima (HENSEN et al., 2004).

3.4 PACOTES COMPUTACIONAIS UTILIZADOS

i AMBERTOOLS: Pacote computacional de programas para simulacbes e
analises biomoleculares. Dentre os programas que comple este pacote destacamos 0s
utilizados nesta dissertagcdo: antechamber, tleap, cpptraj e MMPBSA.py;

ii. AMBER: Conjunto de programas dividido em duas partes principais:
AMBERTOOLS e AMBER, ambos na versao 18, utilizada nesta dissertagdo. Denominamos
Amberl8 para referir-se a parte responsavel pelas simulacfes de DM e energia livre de
ligacdo. Dentre os modulos que compde o Amberl8 destacamos o médulo sander que foi
utilizado para as simulagdes MM,;

iii. GAUSSIAN: Pacote computacional utilizado para os calculos de mecanica
quantica (MQ). A versao utilizada nesta dissertacdo foi a 09 (Gaussian09);

iv. Visual Molecular Dynamics (VMD): Programa utilizado para a visualizacdo
das estruturas 3D e suas respectivas trajetorias das simulacdes por DM;

V. USC CHIMERA: é um programa altamente extensivel para visualiza¢do

interativa e andlise de estruturas moleculares e dados relacionados, incluindo mapas de
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densidade, montagens supramoleculares, alinhamento de sequéncias, resultados de docking,
trajetorias e conjuntos conformacionais.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada uma analise simples nas sequéncias fasta dos dois pdbs das proteases,
com a finalidade de verificar quais as mutacGes presentes na mutante PR20 (3UCB) em
relagdo protease nativa (4LL3). Na tabela 1 estdo elencadas a mutagdes encontradas.

Tabela 2— Mutagdes encontradas na protease mutante 3UCB, nas cadeias A e B, em
comparacdo com a protease nativa 4LL3.Em vermelho estdo as mutacfes queestdo mais

relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia ao darunavir.

Ordem Posicdes Cadeia A Posi¢Ges Cadeia B Aminoéacidos
01 Q07K Q07K Gly/Lys
02 L10F L10F Leu/Phe
03 113V 113V lle/Val
04 115V 115V lle/Val
05 D30N D30N Asp/Asn
06 V321 V32l Val/lle
07 L33F L33F Leu/Phe
08 E35D E35D Glu/Asp
09 M361 M361 Met/lle
10 147V 147V lle/Val
11 154L 154L lle/Leu
12 Q58E Q58E Gly/Glu
13 162V 162V lle/Val
14 L63P L63P Leu/Pro
15 C67A C67A Cys/Ala
16 A71V AT1V Ala/Val
17 184V 184V lle/Val
18 N88D N88D Met/Asp
19 L89T L89T Leu/The
20 L9OM L90M Leu/Met
21 C95A C95A Cys/Ala

Fonte: Autoria propria.
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Foram detectadas 21 mutagdes de aminoécidos na protease mutante 3UCB em relacao
a protease nativa 4LL3, e dentre elas as mutacbes V32I, 147V, 154L e 184V estdo mais
relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia ao inibidor darunavir segundo o banco de
dados de mutacBes da universidade de Stanford (2018).Segundo o banco de dados estas
mutacgdes de resisténcia podem levar a reducdo da susceptibilidade do ligante ao inibidor ou a
uma resposta virologica. E importante ressaltar que uma das principais mutacdes de
resisténcia associada perda de afinidade a maioria dos inibidoresda protease do HIV-1, a
150V, ndo esta presente no conjunto de mutacdes identificadas na protease mutante oriunda de
isolado clinico (3UCB) analisada neste estudo (AGNISWAMY et al., 2012; STANFORD,
2018).

4.1 DINAMICA MOLECULAR E RMSD

Os célculos de dindmica molecular para os sistemas formados pela protease do HIV-1
nativa e mutantecom o seu inibidor darunavir, permitiram a obtencdo de diferentes
conformac@es ao longo do tempo de simulacdo. A partir das conformaces atribuidas pelos
atomos e a estabilidade conformacional no decorrer da simulacdo de 100 ns (nano segundos),
foram obtidos os graficos de desvio quadratico médio (RMSD ou do inglés Root Mean Square
Deviation), que indicam o quanto a estrutura se modifica ao longo da simulacéo
computacional, em relacdo a estrutura de partida.

Os resultados de RMSD para a protease nativa complexada com o darunavir
evidenciaram que o inibidor se manteve em equilibrio durante boa parte da trajetéria da
dindmica molecular. O RMSD do ligante se manteve equilibrado durante toda a dindmica
ficando na faixa de 1,5 A (Figura 7), enquanto que o RMSD da proteina mostrou algumas
oscilacdes, mas sempre se mantendo numa faixa de 1,7 A (Figura 8). Jao RMSD do sitio ativo

ndo mostrou quase nenhuma oscilagéo se mantendo na faixa de 1,9 A (Figura 9).
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Figura 7 - RMSD do ligante do complexo 4LL3. Fonte: Autoria Propria
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Figura 8- RMSD do receptor do complexo 4LL3. Fonte: Autoria Prépria
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Figura 9- RMSD do sitio ativo do complexo 4LL3. Fonte: Autoria Propria.
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Figura 10- RMSD da proteina, sitio ativo e ligante sobrepostosdo complexo 4LL3. Fonte:
Autoria Propria.

O complexo darunavir e a protease mutante 3UCB também se manteve estavel ao
longo da maior parte de sua trajetéria. O RMSD do ligante demonstrou uma oscilacdo maior
entre 10 e 20 ns, chegando a um pico de 3,4 A e durante o restante do tempo computacional se
manteve equilibrado ficando na faixa de 1, 7 A (Figura 11). J4 os RMSDs da proteina e do
sitio ativo ndo apresentaram muitas oscilacdes, sempre se mantendo numa faixa de 1,5 A
(Figuras12 e 13).
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Figura 11- RMSD do ligante do complexo 3UCB. Fonte: Autoria Propria.
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Figura 12- RMSD do receptor. Fonte: Autoria Prépria
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Figura 13- RMSD do sitio ativo. Fonte: Autoria Propria.
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Figura 14- RMSD da proteina, sitio ativo e ligante sobrepostos. Fonte: Autoria Propria.

Os graficos de RMSD mostraram que o ligante foi o componente dos complexos em
estudo que mais sofreu alteracdes de conformacdo ao longo da trajetoria de 100ns. Tal
comportamento € compreensivel, pois o darunavir € um potente inibidor de segunda geracao
da protease do HIV-1, planejado estruturalmente com a finalidade de aumentar o nimero de
interacdes favoraveis com os atomos do sitio ativo. Por meio da formacdo de enantibmeros
pela inversdo do nitrogénio do grupo sulfonamida o darunavir é capaz de ligar
simultaneamente a dois sitios na enzima protease: um no proprio sitio ativo e outro em um
dos flaps moveis do dimero (Figura 15) (CUNICO et al., 2008).
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Figura 15- Enantibmeros pela rotacdo no nitrogénio da sulfonamida do darunavir. Fonte:
Adaptado de Cunico et al., 2008.

Levando em consideragdo as caracteristicas do darunavir é possivel dizer que a maior
variacdo de conformacBes observadas nos gréaficos de RMSD dos dois complexos se deve a
movimentacdo do ligante no sitio ativo em busca de interacdes mais favoraveis para se
estabilizar na cavidade enzimatica (AGNISWAMY et al., 2012; STANFORD, 2018).

Ao contrério dos gréaficos de RMSD do ligante os graficos das proteinas nativa 4LL3 e
mutante 3UCB se mostraram bastante estaveis, com variacbes conformacionais menos
expressivas. Este comportamento se deve ao fato de a cavidade enzimatica dos sistemas ja
estar ocupada com o ligante, o que confere uma rigidez maior a proteina. Os residuos de sitio
ativo também ndo esbocaram variacdes de conformacdes que alterassem a estabilidade dos

graficos dos dois complexos.

4.2 FLUTUACOES QUADRATICAS MEDIAS (RMSF)

A comparacéo e analise das flutuacdes quadraticas medias (RMSF) ou do inglés Root
Mean Square Fluctuations dos carbonos alfa (Ca) da protease nativa € mutante podem revelar
informagdes importantes sobre a dindmica de inibigdo da protease. Os perfis de flutua¢bes dos
sistemas em estudo durante o tempo total de simulacdo de 100 ns podem ser observados nas
figuras 16 e 17.
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Figura 16- Grafico de RMSF dos Ca da protease nativa.
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Figura 17- Grafico de RMSF dos Ca da protease mutante.

Por meio do RMSF podemos avaliar as regides de maior flexibilidade das proteases
em estudo durante o tempo computacional de 100 ns, sendo esta caracteristica essencial para a

manutencdo de suas atividades biologicas (FIGUEIREDO, 2013). A maioria dos picos de
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flutuacdo observados nos gréficos tanto da protease nativa quanto na mutante séo referentes as
regides de al¢a da proteina, que correspondem aos residuos 2-10, 15-18, 34-41, 48-53, 66-69,
e 93-96 das cadeias A e B. Entretanto é possivel notar que os picos de flutuaces sdo maiores
na protease nativa e que o perfil de flutuacdo da protease mutante é ligeiramente mais estavel.

Anadlises estruturais realizadas por Agniswamy et al. (2012) com proteases mutantes
(PR20) mostraram uma grande variacdo estrutural na regido do flap, que corresponde aos
residuos 34-43 das cadeias A e B relacionadas as mutagdes E35D, M361 e S37N. A protease
mutante 3UCB analisada neste estudo é oriunda do mesmo estudo realizado por Agniswamy
et al. (2012) e contém as mutacdes E35D, M36l. Entretanto a mutacdo S37N ndo foi
localizada durante a analise das mutagdes presentes na 3UCB.

Outra mutacdo dada como altamente relevante para 0 aumento da variacdo estrutural
na regido do flapda protease é a mutacdo 150V, a qual ndo esta presente na protease mutante
estudada. A mutacdo 150V é dada como uma das principais mutacdes que podem levar a
resisténcia da protease do HIV ao inibidor darunavir (AGNISWAMY, et al.,2012; KOZISEK
etal., 2014; STANFORD,2018).

Partindo do principio que as mutacBes E35D, M361 e S37N, presentes na mutante
3UCB em estudo, deveriam gerar uma grande variacao estrutural na regido do flapfizemos o
recorte do inicio e do fim da dindmica das proteinas nativa e mutante afim de verificar se
houve alguma perturbagdo na conformacgéo da 3UCB em relacdo a 4LL3 (Figuras 18,19,20 e
29).

Figura 18- Protease do HIV-1 nativa 4LL3 antes da dinamica. Fonte: Autoria propria.



Figura 19- Protease do HIV-1 nativa 4LL3 depois da dindmica. Fonte: Autoria prépria.

Figura 21- Protease do HIV-1mutante 3UCB depois da dindmica. Fonte: Autoria propria.
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De modo geral os resultados de nossas dinamicas ndo demonstram grandes variagdes
estruturais nas regides de flap das proteinas estudadas quando comparamos 0s recortes de
inicio 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 conformacao normal
quando o sitio ativo estd ocupado pelo ligante. Cabe aqui considerar que talvez se houvesse a
presenca da mutagdo 150V a variagdo das estruturas nessa regido fosse maior, em estudos
anteriores a presenca dessa mutacao foi associada a uma rearranjo na conformacao do flap
culminando na abertura desta regido, o que facilitaria a saida do inibidor do seu sitio de
ligacdo (AGNISWAMY, et al.,2012; KOZISEK et al., 2014).

Scott e Schiffer(2000)descreveram como ocorre 0 movimento da regido do flap ao
redor do sitio ativo da protease de HIV-1. Em suas simulacbes verificaram a abertura da
regido do flap em 5 ns para a enzima livre, sendo que o mesmo ndo foi observado nas
simulagfes com a protease complexada com um inibidor, deixando claro que a flexibilidade

da enzima ¢ influenciada pelo ligante.

43ANALISE DAS DISTANCIAS MEDIAS DE LIGAGCAO E INTERAGCOES DE
HIDROGENIO

Para avaliar as mudancgas na interacdo do darunavir no sitio ativo das proteasesnativa e
mutante foi realizado um estudo das distancias médias de ligacdo e das interacdes de
hidrogénio durante o tempo de 100 ns de dinamica molecular. Os resultados estdo

sumarizados nastabelas3 e 4.

Tabela 3- Distancias médias de ligacdo e interacdes de hidrogénio existentes entre o
darunavir e a protease nativa.

Interagdes de Hidrogénio Protease Nativa

Doador  Aceptor Distancia Média (A)  Ocupacdo (%) Total de Ocupacio (%)

DRV ASP25A 99%

2.7099 99,7%
DRV ASP25A 0,7%

ASH25B DRV 2.6229 99% 99%

DRV ASP30A S51%
DRV ASP30A 1%

2.8502 60,3%
DRV ASP30A 1%

DRV ASP30A 0,9%




o1

DRV  ASP30A 0,4%

ASP29B DRV 32%

ASP29B DRV 2892 4% 5%

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%

ILES0OA DRV 2.9364 0,2% 0, 2%

ASP29A DRV 2.9363 0,2% 0,2%

ILESOB DRV 2.9126 0,1% 0,1%

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 4 - Distancias medias de ligacdo e interacGes de hidrogénio existentes entre o
darunavir e a protease mutante.

Interacdes de Hidrogénio

Protease Mutante

Doador  Aceptor Distancia Média (A)  Ocupacdo (%) Total de Ocupacio (%)
DRV ASP25A 97%
DRV ASP25A 2.7450 3% 100%
DRV ASP25A 2%

ASH25B DRV 2.6733 51% 51%
DRV ASN30B 33
DRV ASN30B 13%
DRV ~ ASN30B 28655 0,2% 40.3%
DRV ASN30B 0,1%

ASN30B DRV 2.9326 6% 6%

ASP29A DRV 5%

ASP29A DRV 28976 0,8% >8%

ASN30A DRV 5%

ASN30A DRV 2%

ASN30A DRV 2.8906 1% 8,85%

ASN30A DRV 0,8%

ASN30A DRV 0,05%

ILE50B DRV 2.9061 4% 4,05%
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ILES0B DRV 0,04%
ILESOB DRV 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 prépria.

Ao contrério do que se esperava para protease mutante em comparagdo com a nativa
observamos em nosso estudo das interacdes de hidrogénio que a 3UCB (mutante) realizou um
maior nimero de intera¢Oes 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 interacdes de hidrogénio com o inibidor quando comparadas com a
protease nativa complexada ao inibidor. Desta forma, os resultados obtidos em nosso estudo
vao na contraméao do foi verificado no estudo do autor em questéo.

Ao avaliar as principais interacdes de hidrogénio estabelecidas observamos que 0s
aspartatos 25 da cadeia A e B foram os residuos que tiveram as interacfes mais estaveis
durante o tempo computacional de 100ns. O Asp25A dos dois complexos obteve um tempo
de interacdo semelhante com cerca de 100% no total de ocupacgdo, 0 mesmo nédo foi verificado
para o0 Ash25B, aspartato protonado dos sistemas, que apresentou um tempo total de ocupacéo
na nativa de 99%, e 51% na mutante.

Observamos também que a mutagdo D30N, que substitui um aspartato por uma
asparagina, impactou no perfil de interagdo entre a protease mutante e o darunavir. Na
protease nativa o darunavir, como doador, formou interagdes de hidrogénio com o Asp30A
que chegaram a um tempo total de ocupacdo de 60,3% e o Asp30A, como doador, também
formou uma interacdo com tempo de ocupagdo de 12%. Enquanto que, na protease mutanteo
darunavir, como doador, formou interagcdes de hidrogénio com residuo multado Asn30B com
um tempo total de ocupacdo de 46,3% e o Asn30B, como doador, também formou uma
interacdo com tempo de ocupacéo de 6%.

Ao analisar os resultados das interacdes de hidrogénio que foram formadas nos

complexos da protease nativa e mutante ligadas ao inibidor darunavir uma razoavel diferencga
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no perfil de interagdo. A mutante obteve uma quantidade maior de interagdes de hidrogénio,
13, em relacéo a nativa, 11, ao passo que algumas interacdes que a nativa fez principalmente
na regido do sitio ativo mantiveram um tempo de ocupacdo maior comparado com a mutante
(ASP25A, ASP25A, ASP30A, ASN30A).

4.4 ANALISE DE ENERGIA LIVRE DE LIGAQAO

Para andlise da energia livre do sistema foi utilizado o tempo computacional total
produzido, 100 ns, para a andlise através do método MM-GBSA utilizando o pacote 16
(MILLER et al., 2016).

Tabela 5 — Valores de energia livre de ligacdo obtidos para o sistema em estudo

Protease AEele AEvdW AGpolar AGnaopolar AGlig
Nativa -54,79 -60,50 50,67 -115,30 -64,62
Mutante -54,32 -63.27 48,81 -117,59 -68,77

Fonte: Autoria Propria *Valores em kcal/mol.

As interacOes que favorecem a ligacdo do Darunavir com a proteina sdo as interacdes
ndo-polares (AGnaopolar) e principalmente as interagcdes de Van de Waals (AEvdW). Apesar
das interacoes eletrostaticas (AEele) também serem favoraveis a interacdo do ligante com a
proteina, essas interacfes sdo contrabalanceadas pela energia de solvatacdo polar que é mais
forte e desfavoravel (AGpolar), gerando uma interacdo polar total desfavoravel
(AGeletpolar).

Quando comparadas as energias de ligacdo, interacdo nao polar e de Van de Waals dos
sistemas em estudo notamos que o sistema da protease mutante (AGlig-68,77, AGnaopolar-
117,59, AEvdW-63.27) apresentou-se levemente mais estavel que o sistema da protease
nativa (AGlig-64,62, AGnaopolar-115,30, AEvdW-60,50) (Tabela 5).Kosisek et al. (2014)
apos a analise de variantes de proteases mutantes verificou uma energia de ligagdo
ligeiramente menos estavel para as mesmas,e propds que existe um tipo de compensacéo,
onde, quandoas PR20 apresentam valores de energias entalpicas menos favoravel as
contribuicGes entropicas se apresentam mais favoraveis trazendo um certo equilibrio entres as
contribuicOes de energia entropica e entalpica dos sistemas.

Em nosso estudo ao contrario do que foi mostrado por Kosisek et al. (2014) a energia
de ligacdo da mutante (AGlig-68,77) obteve um valor menor que o da nativa (AGlig-64,62), 0

gue denota um melhor perfil de estabilidade para a mutante. Vale lembrar que o inibidor
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darunavir foi um farmaco estruturalmente planejado para suportar um maior nimero de
mutacBes sem desenvolver resisténcia procurando se adaptar de melhor maneira ao seu sitio
de ligacdo (CLOTET et al., 2007).

4.5 ANALISE DE ENERGIA DE DECOMPOSIQAO POR RESIDUO

Os resultados dos calculos de MM-GBSA, quando comparamos 0 sistema das
proteases nativa e mutante, demonstraram perdase ganhos de intera¢fes que ocorrem dos dois
sistemas em estudo. Nas figuras abaixo estdo as interacdes de Van der Waals mais relevantes

para os sistemas (Figuras 22 e 23).
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Figura 22 - InteracBes de Van de Waals por residuo da protease nativa. Fonte: Autoria
Propria.
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Figura 23 - Interacbes de Van de Waals por residuo da protease mutante. Fonte: Autoria
Propria.
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Na tabela 6 estdo listados mais detalhadamente os residuos com as interagcbes mais
estaveis para cada sistema estudado.

Tabela 6- Residuos com energias de interacdo mais estaveis para sistemas 4LL3 e 3UCB.

4LL3 Nativa 3UCB Mutante
Posicéo Residuo Energia Posicéo Residuo 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 Propria. *Valores em kcal/mol ** Em vermelho estdo as energias de menor

energia.

Os residuos que apresentaram diferencas de energias mais expressivas quando
comparadas as proteases nativa e mutante foram Asp25A, Ala28A, 11e50A, 1le84A, Ash5B,
Ala28B e 11e50B. A perda de interagdo mais relevante que ocorreu na mutante ocasionada por
uma mutacéo se deu no residuo Ile84A, que na nativa apresentou uma energia de interacéo de

-1.711kcal/mol e na mutante esse valor aumentou para -0.680, 0 que representa uma energia
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de interacdo menos estavel para este residuo. Em contrapartida os residuos Ala28A, 11e50A e
[1e50B apresentaram valores de energia mais favordveis 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
interacdo de hidrogénio e de Van de Waals entre as PR20 analisadas por eles e o darunavir,
sendo necessério 0 acimulo de mais de 20 mutacdes para tornar a protease do HIV-I menos
sensivel ao inibidor. Diferente do se esperava, no estudo realizado observou-se uma maior
quantidade de energias de interacdo de Van de Waals favoraveis para o darunavir complexado
com a protease mutante, compensando a perda na energia de interacdo com 0s residuos
mutados.

Embora na clinica, as mais de 20 mutacdes acumuladas na protease do HIV-1 tornem
esta enzima menos sensivel a inibicdo pelo ligante darunavir, e outros estudos de dinamica
molecular tenham evidenciado a perda de interagdo entre as PR20 e o darunavir, este perfil
resisténcia ndo foi observado no estudo aqui realizado, pois o ligante se manteve estavel
dentro do sitio ativo da mutante e nossos resultados de energias de interacdo 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, 0sS
protocolos computacionais aplicados e também a auséncia de da mutacdo I50L, a qual €
bastante associada ao desenvolvimento de resisténcia ao inibidor darunavir por seu impacto
na conformacéo da regido do flap da enzima.

Cabe agora realizar novas andlises com diferentes enzimas PR20 e comparar 0s
resultados para corroborar as informacgdes obtidas neste estudo. Também cabe conduzir uma
nova anélise sobre os impactos das mutagdes de forma isolada para observamos se existe uma

mutacdo chave que desencadeie um maior perfil de resisténcia ao inibidor darunavir

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

i. A protease 3UCB possui 21 mutacOes na cadeia A e 21 mutac¢Ges na cadeia B, nas
mesmas posicles, sdo simétricas;

ii.  As mutacdes encontradas na protease 3UCB (referéncia protease 4LL3) foram: Q7K,
L10F, 113V, 115V, D30N, V32I, L33F, E35D, M36l, 147V, 154L, Q58E, 162V, L63P,
C67A, A71V, 184V, N88D, L89T, L90M, C95A,;
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Né&o foi detectada a presenca da mutagdo na posicdo 150 na protease mutante PR 20 -
3UCB,

A auséncia de da mutacdo 150L pode ter influenciado na manutencdo das interacdes
entre a PR20 e o inibidor darunavir;

A anélise de RMSF ndo mostrou grandes variagfes estruturais por parte do complexo
mutante em relacdo a nativa. As analises de interacdo de hidrogénio e interacGes de
Van de Waals também apresentaram um perfil levemente mais estavel para o
complexo mutante.

Né&o foi observada perda de interagdo a PR20 e o darunavir no estudo aqui realizado;

O complexo da protease do HIV-1 mutante 3UCB apresentou um perfil de ligacdo
ligeiramente mais estdvel que complexo da protease do HIV-1 nativa 4LL3, com
resultados de energia livre de ligacdo -68,77 e -64,62 kcal/mol,

respectivamente.
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