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O HIV pode ser dividido em HIV-1 e HIV-2. Aquele, por sua vez, pode ser
divido nos grupos: M, N e O. O grupo M, que representa 90% das infeccoes, foi
dividido em varios subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K). Sabe-se hoje que o
subtipo mais circulante no mundo (a maior parte na Africa) é o C, entretanto o
mais estudado é o B (prevalente nos EUA e Europa)

Diversas etapas do ciclo replicativo do HIV-1 tém sido identificadas como
alvos para intervencao farmacologica. Um dos principais alvos é a enzima aspartil-
protease (PR); é ela que processa as poliproteinas virais Gag e Gag-Pol e sua
inibicao resulta na formacao de particulas virais nao infecciosas, sendo atualmente
10 inibidores utilizados em clinica. No entanto, o aparecimento de resisténcia a
esses inibidores leva a falha terapéutica, tendo sido identificados e estudados varios
residuos que se apresentam mutados em isolados resistentes. Uma dessas mutacoes
de resistencia é a D30N, que consiste numa mutacao primaria de resisténcia ex-
clusiva ao nelfinavir descrita em pacientes soropositivos infectados pelo subtipo B.
Entretanto, observagcoes clinicas e laboratoriais mostraram que virus do subtipo C

com a mutagao D30N (CD30N) tém baixissima ocorréncia clinica e adaptabilidade

vil



reduzida in vitro.

Para tentar entender as diferencas causadas pela mutagao D30N nos subtipos
B e C, foi estudada a interagao da PR destes virus com o peptideo KARVLAEAM
(andlogo ao substrato natural de clivagem entre a proteina do capsideo (CA) e a
proteina p2 do HIV-1) e com o inibidor nelfinavir. Também foi estudada a PR
CD30N com as mutagoes compensatorias N83T e N88D, encontradas in wvitro e
in vivo respectivamente, que se manifestam quando o subtipo C sofre a mutagao
D30N. Este trabalho teve como objetivo estudar os mecanismos moleculares e
atomicos dos efeitos da mutagao D30N na PR dos subtipos B e C.

Os resultados mostram que o inibidor e o esqueleto peptidico dos modelos
BD30N e CD30N/N83T sofreram as maiores variagoes, em relagao a estrutura ini-
cial. Embora os mutantes CD30N e CD30N/N88D nao tenham sofrido variagao
semelhante, eles apresentaram, assim como os outros dois mutantes, uma reducao
na intensidade das ligagoes de hidrogénio que ocorrem entre a PR e o inibidor que
estao localizadas préximas a regiao catalitica e aos flaps. Além disso, todos os mu-
tantes apresentaram redugao em seus contatos hidrofébicos ocorridos na interagao
receptor/ligante. Alguns dados obtidos indicam que a alga de uma das cadeias é
altamente imével no modelo CD30N sugerindo que a mutagao D30N prejudica o
contato do “flap” com o substrato no subtipo C. Além disso, a andlise da estrutura
das PRs, interagindo com o substrato, indicou que o mutante CD30N tem uma de
suas regioes de a-hélice desestruturada, o que pode estar diretamente associado a
nao clivagem do substrato.

O nosso trabalho prové importantes “insights” sobre o efeito da mutacao
D30N na estrutura da PR do subtipo C, bem como na sua interagao com o substrato
e com o inibidor. Tais dados corroboram e explicam, ao menos em parte, a menor

ocorréncia da mutacao estudada naquele variante genético do HIV-1.
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The human immunodeficiency virus (HIV) can be divided into HIV-1 and
HIV-2. The former can be divided into groups: M, N and O. Group M, which
represents 90% of infections, is divided into several subtypes (A, B, C, D, F, G,
H, J and K). It is known today that the most prevalent subtype in the world (and
in Africa) is the subtype C, although the most studied is B (prevalent in the U.S.
and Western Europe).

Several stages the HIV-1 replicating cycle have been identified as a target
for pharmacologic intervention. One of the main targets is the enzyme aspartyl
protease (PR), which processes the viral polyprotein Gag and Gag-Pol. Its ini-
bition results in the formation of non-infectious virus particles. Currently 10 PR
inhibitors are used in clinic. However, the emergence of resistance to these inhibi-
tors leads to a therapeutic failure. Several mutated amino acid residues that are
present in resistant isolates have been identified. One of such resistance mutations
is the D30N, which confers primary resistance exclusively to nelfinavir, has been
described in patients infected with subtype B. However, clinical and laboratory

studies showed that virus of subtype C with the mutation D30N (CD30N) has low
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incidence in clinical and reduced adaptability in wvitro.

To try to understand these differences caused by mutation D30N in subtypes
B and C, we studied the interaction of these PRs with the peptide KARVLAEAM
(analogous to the natural substrate of cleavage between the protein the capsid
(CA) and p2 of HIV-1) and with the inhibitor nelfinavir. We have also studied the
PR CD30N with the compensatory mutations N83T or N88D, found in vitro and
in vivo, respectively, which occur when the subtype C acquires the mutation D30N.
This work aimed to study the molecular and atomic mechanisms of mutation D30N
in the PR of subtypes B and C.

The results showed that the inhibitor and backbone of models BD30N and
CD30N/N83T possessed the greatest variation, with respect to the initial struc-
ture. Although the mutants CD30N and CD30N/N88T have not suffered similar
variations, they showed, as well as the other two mutants, a reduction in the inten-
sity of the h-bonds that occur between PR and inhibitor which are located near the
catalytic and the flaps regions. Also, all mutants had reduced hidrophobic contacts
between the receptor and the ligand. Some data indicated that the flap of one of
the chains is highly immobile in a model CD30N suggesting the mutation D30N
impairs the contact of flap with the substrate in subtype C. Also, the analysis of
the PR structure interacting with the substrate, indicated that the CD30N mutant
has one of its a-helix regions unstructured, which can be directly associated with
substrate cleavage.

Our work provides important insights in to the effect of D30N mutation in
the PR structure of the subtype C, and on its interaction with the substrate and the
inhibitor. These data confirm and explain, at least in part, the smaller incidence

of the studied mutation in that genetic subtype of HIV-1.
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Capitulo 1

Introducao
1.1 Um Breve Histérico
1.1.1 As primeiras Informacgoes

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é a designagao dada a
doencga provocada pela infeccao causada pelo virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) em humanos e foi reconhecida em 1981. Os primeiros casos foram reco-
nhecidos nos Estados Unidos e na Europa devido a identificacao de um elevado
nimero de pacientes com uma forma mais agressiva de Sarcoma de Kaposi (KS) —
tipo benigno de cancer que tende a ocorrer em pessoas idosas (que hoje se sabe é
uma das manifestacoes clinicas da AIDS) (Hymes et al., 1981), e da identificagao
clinica, em jovens homossexuais do sexo masculino, de uma rara infeccao pul-
monar, a PCP (pneumonia por Pneumocystitis carini — fungo cuja denominagao
foi posteriormente mudada para Pneumocystitis jiroveci) (Friedman-Kien et al.,
1981). Todos esses pacientes apresentavam uma reduzida resposta de linfécitos T
a estimulagao por antigenos ou mitégenos, ou seja, uma severa imunodeficiéncia
celular (Ginzburg et al., 1985). O termo AIDS foi entdo empregado para definir
clinicamente as diversas manifestacoes desta doenca. Embora a palavra sindrome
seja por definicao “a reuniao de sinais e sintomas que ocorrem em conjunto e que
caracterizam uma doenga ou uma perturbagao”, a AIDS é considerada uma doenca
em si e caracterizada pelo comprometimento do sistema imunoldgico do organismo.

Em busca de esclarecimentos os cientistas iniciaram uma tarefa dificil, desco-



brir qual era o agente causador da nova doenga. A causa dessa sindrome ainda era
desconhecida, mas a suspeita de um novo retrovirus era uma idéia atrativa, uma
vez que alguns retrovirus como o FLV (“Feline Leukemia Virus”) sabidamente indu-
ziam imunodeficiéncia, assim como leucemias/linfomas em seus hospedeiros. Além
disso, este virus possuia similaridades entre os retrovirus humanos previamente
descobertos, os HTLV-I e HTLV-II (Marx, 1983). Em maio de 1983 o agente
etiolégico da AIDS foi considerado isolado pelos pesquisadores Luc Montagnier
(Barresinoussi et al., 1983), na Franca e Robert Gallo (Gallo et al., 1983), nos
EUA, recebendo os nomes de LAV (lymphadenopathy-associated virus) e HTVL-
IIT (Human T-Lymphotropic Virus Type III) respectivamente nos dois paises. Em
maio de 1986, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus decidiu que os dois
nomes (LAV e HTVL-III) deveriam ser deixados de lado e recomendou o termo
HIV (“Human Immunodeficiency Virus” ou Virus da Imunodeficiéncia Humana)
(Coffin e et al, 1986).

Um segundo virus associado a AIDS, denominado Virus da Imunodeficiéncia
Humana Tipo 2, foi isolado de individuos do oeste da Africa (Clavel et al., 1986) e
parece ser mais relacionado com o SIVy,,, (isolado de “sooty mangabeys” do centro-
oeste da Africa) do que com o HIV-1 (Huet et al., 1990). Os genomas do HIV-1 e
do HIV-2 diferem de 50 a 65% um do outro em relagao a seqiiéncia nucleotidica.
Enquanto o HIV-1 é encontrado nas diferentes regioes do mundo, como o tipo
predominante, o HIV-2 ¢ restrito a areas endémicas, tais como Africa Ocidental e
fndia, e foi também detectado em outras regices da Africa, Europa e América do
Sul (Cock et al., 1993).

A transmissao do HIV pode ocorrer através de relagoes sexuais, de sangue
e produtos sangiiineos contaminados, de 6rgaos e semen doados e perinatalmente.
A transmissao sexual é uma das principais formas de disseminacao da doenca,
representando 75-85% das infecgoes pelo HIV em adultos (Baba et al., 1996). Atu-
almente a epidemia de AIDS se expande por todas as partes do mundo e sua

incidéncia entre mulheres na idade reprodutiva aumenta gradualmente desde o ini-



cio da epidemia. Estudos recentes apontam que no fim de 2007 havia cerca de 30
a 36 milhoes de pessoas infectadas pelo HIV, e destes, cerca de 22 milhoes vivem
na Africa sub-saariana (Unaids, 2007). Estimativas globais apontam para 4,3 a 6,4
milhGes de novos casos de infec¢ao pelo HIV-1 nos proximos 5 anos (Stover et al.,

2006).

1.1.2 Teorias da Primeira década

Nos primeiros anos da década de 1980 a AIDS era praticamente desconhecida.
O que todos sabem é que a partir de casos de uma pneumonia atipica e de um cancer
raro foi identificado uma nova e misteriosa sindrome. A epidemia que ja vinha
afetando a populacao dos paises africanos havia até entao passado despercebido
dos cientistas ocidentais.

Em um contexto de infeccoes, desnutricao, guerras civis e miséria nao foi
possivel compreender que uma nova ameaga a humanidade estava a caminho. Os
epidemiologistas acabaram, por quase uma década, seguindo teorias equivocadas

o que permitiu o avanco da epidemia. Tais teorias foram denominadas de fabulas

dos 4 Hs (Bastos, 2006).

e O Primeiro H — Os anos 1960 foram para os paises, ditos ocidentais,
um momento marcado por grandes transformagoes sociais e protestos, com
o surgimento de movimentos sociais de grande envergadura, entre eles a
cena gay norte americana. Emergindo de um contexto de repressao e ile-
galidade, a cena gay se moveu no sentido de exaltacao da liberdade sexual,
orgulho por ser homossexual e engajamento politico. Este movimento veio
a influenciar varios outros de carater semelhante. Foram exatamente esses
grupos que foram profundamente atingidos pela disseminacao do HIV, por

volta do final da década de 1970 (tendo seu reflexo na década seguinte).

A partir da disseminagao do HIV nesses grupos, uma combinagao de falta
de conhecimento e preconceito ajudarou a construir a fabula do primeiro

H. A idéia inicial era a de que a nascente sindrome nao seria decorrente



de uma patologia infecciosa, mas devido ao uso de substancias consumidas
por tais grupos: principalmente o nitrito de amila (mais conhecido como
popper). Entretanto, o isolamento do virus, em 1983, tornou a hipétese de
carater nao infeccioso indefensavel. No mesmo periodo, um outro grupo
de pesquisadores afirmava que a sindrome seria uma infeccao exclusiva de
homens homossexuais, mas a suposta essencialidade da sindrome gay foi
desmontada quando, em 1983, foi verificado que a doenca poderia ser trans-
mitida heterossexualmente, do homem para mulher (Harris et al., 1983).
Surgiu, entao, uma terceira idéia equivocada — a suposta exclusividade da

relacao anal como modo de transmissao do HIV.

O Segundo H — Uma segunda teoria preconceituosa foi inferir que havia
uma preferéncia do virus HIV por haitianos quando, na verdade, a disse-
minag¢ao do virus na populagao haitiana estava estritamente relacionada
com a exploragao sexual vivida por aquele pais e de séculos de injusticas e

violagoes dos seus direitos (Bastos, 2006).

O Terceiro H — Com a inovacao dos processos biolégicos, envolvidos na
produgao dos “hemoderivados” (produtos bioldgicos derivados do sangue)
muitas pessoas passaram a fornecer sangue em troca de compensacao fi-
nanceira (denominados de doadores profissionais). Esses doadores eram
em sua maioria oriundos das camadas mais pobres e marginalizadas de
cada sociedade. Como se trata de uma populacao vivendo em condicoes
precarias, nao é de se estranhar que a taxa de infeccao pelo HIV seja mais
elevada do que no resto da populagao. Além disso, na producao de he-
moderivados sao utilizadas diversas amostras de varios doadores para a
producao de um tnico lote de cada hemoderivado especifico, o que aumen-

tam as chances de uma contaminacao.

Por essas razoes e pelo fato dos hemofilicos receberem determinado he-

moderivado de forma repetida ao longo da vida, um individuo desse grupo



possui grandes chances de ser infectado. Assim, no final da década de 1970
e inicio da década de 1980 milhares desses pacientes que haviam recebido

transfusoes sanguineas foram infectados.

No Brasil, sob a lideranga de Herbert de Souza, o Betinho, implementou-se
em meados da década de 1980 uma reforma da legislacao relativa a doagoes

e a operacoes de banco de sangue.

e O Quarto H — Mesmo apds varios equivocos um ultimo iria surgir. Esse
foi referente aos usudrios de drogas injetaveis. Um dos fatos mais curiosos
nesse caso é que apenas os usuarios de heroina eram considerados como
parte desse grupo. Entretanto, a cocaina injetada estava bastante presente
na cena de drogas nos Estados Unidos e Europa ocidental na década de
1980 (quando foi formulada essa idéia), ou seja, uma boa parte dos usudrios
de drogas injetaveis, cujas taxas de infeccao sao elevadas, foi simplesmente

ignorada.

Sabe-se hoje que esse grupo estd fortemente associado a transmissao do
HIV devido ao compartilhamento de agulhas e seringas. Paradoxalmente,
cabe observar que um dos elementos chave desse compartilhamento ocorreu
devido a implementacoes de legislacoes que tinham como finalidade evitar
o uso de drogas injetaveis, embora a pratica do compartilhamento desses
instrumentos tenha ocorrido também em paises que jamais adotaram tais

legislacoes como, por exemplo, o Brasil.

1.1.3 Panorama Atual: As Contradicoes e Desafios Persistem

Face as contradigdes e hesitagdes dos governos centrais (por ex., EUA),
coube as comunidades mais afetadas diretamente (como a comunidade gay norte-
americana) lutar contra a AIDS. A resposta impressa por essas comunidades foi,
em geral, bem sucedida devido a sua capacidade de mobilizagao. Um dos mo-
mentos mais tenso dessa luta foi a luta dessas comunidades pelo acesso a novos

medicamentos.



Em 1996 com o antncio da combinacao de diferentes medicamentos com
propriedades anti-retrovirais no tratamento da infeccao pelo HIV, popularmente
conhecido como coquetel, pos-se por terra uma série de mitos sobre a AIDS. Um
deles era o de que nao era possivel reconstituir as fungoes do sistema imunologico,
uma vez que essas fungoes estivessem comprometidas pelo continuo ataque movido
pelo HIV. O sistema imunolégico que emergiu da era pds-coquetel ou pos-HAART
(Terapia Antiretroviral de Alta Eficiéncia) se mostrou bastante dinamico, ou seja,
livre por algum tempo dos ataques empreendidos pelo HIV, o sistema imunol6-
gico se mostrou plenamente capaz de recompor sua estrutura e funcao, com uma
reducdo ou mesmo eliminac¢ao das doengas secundarias (denominadas também de
oportunistas). Livre dessas doengas as pessoas vivendo com AIDS puderam reto-
mar suas vidas cotidianas sem os sobressaltos dos sucessivos episddios de doenca.

Um dos desafios da era pés-HAART é transformar a terapia em uma medida
de satde publica, ou seja, um recurso vital que chegue exatamente aos que dela
necessitam. O Brasil foi o primeiro pais em desenvolvimento a instituir a HAART
em larga escala e a custo zero para o paciente. Da perspectiva do Brasil, de uns
poucos paises em desenvolvimento ou da maioria dos paises desenvolvidos, a mai-
oria das pessoas vivendo com AIDS, devidamente identificadas como tais, recebe
a medicacao anti-retroviral, que lhes garante uma vida plena e substancialmente
mais longa, ainda que nao isenta de riscos e incomodos.

O advento da HAART possibilitou que as pessoas infectadas pudessem re-
tomar suas vidas plenamente e nisso reside uma nova dimensao da prevencao —
a prevencao passa a ser dirigida nao sé a evitar que as pessoas se infectem, mas
também a evitar que pessoas que ja estao vivendo com HIV nao se reinfectem com
o virus (o que se traduz em riscos substanciais), nao se infectem com outros agentes
infecciosos e nao infectem seus parceiros. Novos desafios surgem e passam a ter
um carater multiplo e complexo.

Além disso, alguns dos pacientes dependentes de drogas estao freqiientemente

infectados por outros virus e bactérias e essas co-infeccoes tornam bastante dificil



o trabalho clinico. Paralelamente a isso, temos o aumento dos comportamentos
de risco e o recrudescimento das infecgoes sexualmente transmissiveis. Em outras
palavras, a AIDS passou a ser vista, por alguns grupos, como uma infecgao trivial
similar a um resfriado.

Uma nova geracgao de estratégias preventivas deve lidar com os desafios reno-
vados da era pos-HAART. E importante mencionar os riscos de desenvolvimento
da resisténcia viral e conseqiientemente a transmissao de cepas resistentes a no-
vos individuos, o que dificulta ou até mesmo impossibilita a adocao de quaisquer
opcoes terapéuticas.

Os beneficios advindos da HAART nao devem ser motivos para o descaso e a
indiferenga. Se as conquistas advindas da HAART se traduzirem em complacéncia
poderemos estar diante de uma epidemia com for¢a renovada com a disseminacao

de virus resistentes.

1.2 O HIV

1.2.1 A Origem do Virus

Em todas as células vivas, a informacao genética estd presente no acido
desoxirribonucléico (DNA) (Hershey e Chase, 1952). Com sua estrutura quimica,
essa substancia carrega o codigo genético com as instrugoes para a producao de
todas as proteinas que dao forma e funcao a cada organismo. A molécula que age
diretamente na tradugao de proteinas é o dcido ribonucléico (RNA), tal molécula
copia a informacao dos genes do DNA e a transmite para as proteinas atuando
assim como um mensageiro. Esse padrao de fluxo da informagcao genética do DNA
para o RNA e do RNA para a proteina ficou mundialmente conhecida como o
Dogma Central da Biologia Molecular (Crick, 1970). Entretanto, alguns estudos
com oncovirus (primeiro virus causador de tumor descoberto, também chamado de
virus do Sarcoma de Rous — RSV) mostraram violagoes a esse Dogma, indicando
que o RNA viral pode ser retro transcrito em DNA na célula do hospedeiro (Temin

e Mizutani, 1970). Desse modo, foi descrita a transcri¢ao reversa de RNA em DNA



viral, catalisada por uma enzima viral chamada de transcriptase reversa. O DNA
formado a partir do RNA do virus é integrado ao DNA da célula hospedeira para
permitir a producao de novas particulas virais. Esse é o mesmo processo utilizado
pelo virus HIV.

Os virus com capacidade de realizar a transcricao reversa bioldgica foram
agrupados em uma familia chamada Retroviridae. Tal familia é compreendida
principalmente por virus que infectam eucariontes e ao género dos Lentivirus, que
inclui virus que possuem genomas complexos. Alguns lentivirus foram identificados
infectando somente primatas nao-humanos e sao conhecidos coletivamente como
virus da imunodeficiéncia de simios (SIV).

Apds o seqiienciamento dos genes dos virus simianos da imunodeficiéncia
em chimpanzés e de mais de 30 espécies de macacos e, a seguir a, compilacao das
“arvores genealdgicas”, a teoria mais aceita é que em algum lugar da Africa Central
o precursor simiano do virus HIV tenha surgido em chimpanzés que tenham comido
carne ou lutado com macacos infectados. Acredita-se que dois virus de macacos
estao envolvidos no processo, ja que o virus dos guenons (Cercopithecus nictitans)
estao mais préoximos da parte do genoma que contém o coddigo para o envelope
protéico enquanto que o virus do mangabey (Cercocebus torquatus) apresentou
mais similaridade em segmento diferente. As distancias evolutivas entre o HIV do
tipo 1, 2 e diferentes tipos de SIVs propoem que o HIV teria se originado a partir
do SIV. Entretanto o HIV-1 possui uma seqiiéncia homéloga altamente similar ao
SIV.,. encontrado em chimpanzés do centro-oeste da Africa, enquanto o SIV,,
encontrado em macacos sooty mangabey possuem maior similaridade com o HIV-2

(Lemey et al., 2003).

1.2.2 A Estrutura do HIV

O HIV é um virus esférico, com um diametro de 95 — 120 nm. Seu exterior
apresenta uma bicamada lipidica que é derivada da membrana celular do hospe-

deiro acrescentada com proteinas Env do virus. Além disso, proteinas adicionais



incluindo as do complexo de histocompatibilidade principal derivadas da célula do
hospedeiro podem ser encontradas na superficie viral. Tais proteinas podem servir
como alvo para a neutralizagao de varios anticorpos. Nessa bicamada estao inseri-
das as glicoproteinas gp41 e gp120 (Fig. 1.1), que permitem a fusao viral através da
interacao com o receptor CD4 presente nas células T e com receptores celulares de
quimiocina (CCR5). O capsideo do virus é formado principalmente por proteinas
de matriz (pl7) e por proteinas capsidicas (p24) (Fig. 1.1), estas organizadas em
formato conico. J& o nucleocapsideo (camada mais interna do virus) é composto
por um genoma de duas fitas simples de RNA circundado por proteinas estruturais
(Fig. 1.1). Nele também estao localizadas as enzimas virais transcriptase reversa,
integrase e protease, essenciais para a replicagdo do HIV (Crandall, 1999a).

Quanto ao genoma, o HIV estd estruturado segundo as caracteristicas ba-
sicas de todos os retrovirus estudados. Sao compreendidos, principalmente, pelos
genes gag (grupo antigenoseqiiéncias especifico) — que codificam as proteinas es-
truturais do capsideo e nucleocapsideo do virus; pol (polimerase) — codificando a
transcriptase reversa, integrase, protease e ribonuclease (para a replica¢ao viral)
e env (envelope) — que codifica as glicoproteinas do envoltério viral (Crandall,
1999a).

O HIV também apresenta alguns genes préprios. Esses genes adicionais (tat,
ver, vif, vpu, nef, vpr) codificam proteinas acessoérias e regulatérias do virus. As
proteinas acessorias sao necessarias em diferentes passos da maturacao da particula
viral, afetando a infectividade, a replicacao e a montagem do virus. As proteinas
regulatérias sao responsaveis por regular diferentes estagios da replicacao viral

(Vaishnav e Wong-Staal, 1991).
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Figura 1.1: A — Microfotografia de uma particula viral do HIV apds purificagao
e concentragao (barra 50 nm). B — Esquema da estrutura da particula viral do
HIV e localizacao de algumas das principais proteinas virais. Extraido de Pereira

(2000).
Obs: Nesta figura a sigla ARN foi usada em substituicao a RNA.

1.2.3 O ciclo viral

O ciclo do HIV é composto por sete etapas: entrada, sintese do DNA, in-
tegracao, transcricao, processamento e transporte do RNA, sintese de proteinas e

maturacao.

e Entrada — Dentro do organismo do hospedeiro, o HIV ira interagir pre-
ferencialmente com as células imunoldgicas que possuam o marcador de
superficie CD4 — linfécitos T e macréfagos — (Fig. 1.2). Atualmente, um
modelo propoe que a ligagao da gpl120 a CD4 e depois a CCR5 permite

que a molécula viral gp4l introduza sua cabeca hidrofébica do terminal
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amina na membrana celular iniciando a fusao do envelope viral com a

célula (Fig. 1.3) (Wild et al., 1992).

Figura 1.2: Interacdo do HIV-2 com um linfécito T. A cabega da
seta indica particulas virais. Barra 0,5 pym. Extraido de Pereira
(2000)

gplid

o4

Figura 1.3: Representagao esquematica do processo de fusao viral. Adaptado de
http://hivmedicine.aidsportugal.com/05_HAART_3.php.

A proteina Env do HIV tem algumas propriedades estruturais e funcionais

que a distinguem das de outros retrovirus. Ela pode ser dividida nas regioes
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varidvel (V) e constante (C). A variacdo na regido V estd relacionada com
selecao de diversidade, onde algumas dessas sele¢coes podem ser causadas
por uma resposta ao sistema imune e outras podem refletir uma alteracao
no tipo de co-receptor utilizado no processo de fusao. O principal receptor
do HIV sao as moléculas de superficie CD4. Entretanto alguns tipos de HIV
também requerem outras proteinas de superficie ou co-receptores. Todos os
HIVs (e SIVs) usam o CD4 como receptor, ja o tipo de co-receptores varia
de acordo com o virus. No caso do HIV-1, dois tipos principais podem ser
identificados, os virus que usam o co-receptor conhecido como CCR5 (virus
M-trépico) e os que usam o co-receptor conhecido como CXCRA4 (virus T-
trépico) (Coakley et al., 2005). E importante perceber que ambos os virus
se replicam eficientemente em células T CD4" in vivo, e certamente tais

células sao o alvo principal para a infecgao.

A maioria dos casos isolados no inicio da doenca sao de pacientes infectados
com virus M-trépico. Com o tempo, o virus evolui para o tipo T-trépico
(Indutor de Sincicio — SI) (Crandall, 1999a). Essa mudanga esta associada
a alteracoes localizadas na regiao V, principalmente numa regiao denomi-
nada de V3. Tais mudancas estao relacionadas com a habilidade do virus
SI infectar um maior niimero de células. O aparecimento dos SI, em geral,
esta correlacionado com o avanco da doenga e conseqiientemente a morte
do paciente, mas nao se sabe ainda se o virus SI é a causa do declinio do

paciente ou se é uma conseqiiéncia.

Sintese do DNA — Apés a fusao da membrana ocorre, no citosol da
célula hospedeira, a transcri¢ao reversa do RNA viral em DNA, catalisada
pela enzima RT (Crandall, 1999a). A proteina acesséria Vif é importante
durante essa fase por facilitar os estagios iniciais da transcri¢ao reversa ou
os eventos de desnudamento viral e desmontagem do capsideo (Gongalves

e et al, 1996).
Duas caracteristicas do processo de sintese do DNA retroviral sao muito
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importantes para a evolucao bioldgica do virus. Primeiro, o processo de
transcri¢ao reversa do HIV permite uma alta freqiiéncia de recombinagao
génica, ou seja, uma troca genética pode ocorrer quando uma mesma cé-
lula é infectada por dois virus distintos. Segundo, a alta taxa de erro do
processo de transcricao reversa, se deve basicamente a dois fatores: os re-
trovirus utilizam trés enzimas para sua replicagao (transcriptase reversa,
DNA polimerase e RNA polimerase), e a falta de um sistema de reparagao

das bases nucleotidicas colocadas incorretamente pela RT.

Integra¢ao — Uma vez sintetizado, o DNA viral é transportado para o
nicleo como parte de um complexo de pré-integracao (PIC), que inclui
as proteinas integrase, proteina de matriz (p17), RT e Vpr (Miller et al.,
1997). A proteina do capsideo (p24) nao aparece como parte do PIC, em-
bora ela contribua para a estrutura do PIC em outros retrovirus (Bower-
man et al., 1989). A localizacao nuclear do PIC é dirigida pela proteina
acessoria Vpr, que também interfere no controle normal do ciclo celular,

detendo o crescimento das células infectadas (Re et al., 1995).

Apos ser transportado ativamente para o nicleo, o DNA viral é covalente-
mente integrado ao genoma do hospedeiro através da atividade catalitica
da enzima integrase, que também penetra no nicleo, dando origem ao pro-
virus. O provirus pode permanecer inativo por meses ou anos, com pouca
ou nenhuma atividade protéica viral ou pode produzir novos virions, le-

vando a infecgao ao estado produtivo (laténcia).

Transcricao — Esta fase do ciclo de vida do virus ¢ iniciada com a sintese
de transcritos de RNA mensageiro (mRNA) processados e nao-processados,
que sao transportados para fora do niicleo para a traducao. Inicialmente,
sao sintetizados pequenos fragmentos de RNA que sofrem processamento
e codificam as proteinas regulatérias Tat, Rev e Nef. A proteina Tat é

essencial nesse processo, pois funciona como um ativador transcricional
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que se liga ao transcrito nascente de RNA (Crandall, 1999a).

Processamento e Transporte do RNA — Com relacao ao RNA nas-
cente, ele primeiro recebe uma cauda poli (A) (aproximadamente 200 nu-
cleotideos), em seguida sofre uma outra modificacdo importante para seu
processamento, um processo denominado de splicing. Entretanto, somente
uma parte das moléculas do RNA viral pode sofrer o splicing antes de ser

transportado para o citoplasma.

Normalmente, o mRNA celular que nao é processado é retido no ntcleo
onde futuramente pode ser processado ou degradado. Contudo, os trans-
critos de mRNA do HIV que contém introns funcionais sao necessarios no
citoplasma para a sintese e empacotamento da Gag e da Gag-Pol. Para
solucionar esse problema, o mRNA viral posui uma seqiiéncia conhecida
como elemento de transporte constitutivo responsivo a Rev (RRE) que
permite que mRNAs que nao sofreram o processo de splicing possam mi-
grar para o citoplasma. Tal processo é mediado pela proteina acesséria
Rev. Dessa forma, a Rev funciona como um interruptor entre a sintese
inicial de mRNA completamente processado (codificando Tat, Rev e Nef)
e a sintese posterior de mRNAs nao-processados (codificando as proteinas
Gag e Gag-Pol). E por isso que no inicio da transcri¢ao, quando ha ausén-
cia da proteina Rev, ou seja, todos os mRNa sofrem o processo de splicing,

somente algumas proteinas sao sintetizadas (Tat, Rev e Nef) (Crandall,

1999a).

Sintese de Proteinas — As proteinas do virion sao produzidas utilizando
a maquinaria celular da célula hospedeira, e a seguir juntam-se ao RNA
genomico viral na membrana da célula e preparam-se para constituir a

particula.

No reticulo endoplasmatico rugoso (RER) s@o sintetizadas moléculas de

Env e CD4 e a ligacao prematura das duas no local pode inibir a trans-
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locagao de Env para a membrana celular ou a formagao de um complexo
TM-SU plenamente funcional (Crandall, 1999a). Assim, o receptor CD4 é
designado a ser removido do RER pela proteina viral acesséria Vpu, que se
liga a moléculas de CD4 e sinaliza sua degradacao (Margottin et al., 1998).
Jé& a poliproteina Gag é sintetizada nos ribossomos a partir de mRNA nao-
processado. Um deslocamento traducional da poliproteina Gag resulta na
geracao de pequenas quantidades de proteinas precursoras Gag-Pol, que
se associam com a Gag na membrana celular. Ainda no interior da cé-
lula hospedeira, aproximadamente 1500-2000 cépias da poliproteina Gag
se auto-associam e se ligam a duas fitas de RNA que nao sofreram processa-
mento antes de ligar-se na membrana celular através do dominio de matriz
da Gag, culminando na montagem do capsideo imaturo (Bonhomme et al.,
2003). Apo6s montar-se, o capsideo sai da célula por brotamento, adqui-
rindo sua membrana, e assim liberando um virion imaturo com capsideo

em forma de esfera.

Maturag¢ao — Os componentes da particula juntam-se na membrana da
célula e esta comeca a fabricar mini-bolhas que saem da célula levando
consigo todas as proteinas virais e o RNA necessario para formar novas
particulas. Ao se libertarem da célula, os virus ainda estdao imaturos e,
nesta fase, sdo incapazes de infectar outras células, tendo que passar por

um processo de amadurecimento para se tornarem infecciosos.

As células CD4 frequentemente nao sobrevivem a invasao pelo HIV. Elas
desintegram—se devido ao elevado nimero de virus germinados ou porque
o sistema imunolégico do corpo reconhece as proteinas de envelope viral na
membrana da célula e destrdéi as células danificadas. Como as células CD4
sao uma parte essencial do sistema imunologico, a sua destruicao pode

provocar imunodeficiéncia profunda.

Depois do novo virus deixar a célula (brotamento), uma outra enzima viral,

a protease, cliva as poliproteinas Gag e Gag-Pol. As proteinas individuais
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libertadas sao remontadas para formar um virus estruturado e maduro.
Este virus pode agora infectar outras células. A seguir sao ilustradas a
Figura 1.4 com as caracteristicas gerais do ciclo de replicacao do HIV-1;
e a Tabela 1.1 que sumariza os principais genes do HIV, seus produtos e

suas respectivas funcoes

Figura 1.4: Representacao do ciclo de replicacao do HIV-1: 1. Ataque a célula hos-
pedeira, 2. Processo de fusao, 3. Transcricao Reversa, 4. Integracao, 5. Traducao,
6. Brotamento e 7. Maturacdo. Extraido de Alterman (2001)
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Tabela 1.1: Genes e Proteinas do HIV

Gene Produtos Funcgoes
env  SU (gpl20) Ligacao ao receptor
TM (gp41) Fusao e associacao da membrana viral a celular
pol RT (p66, p51) Sintese de DNA
vif p23 Vif Acentua a infectividade do virus, facilita os estagios
iniciais da transcricao reversa e o evento do
desnudamento viral
vpr pl5 Vpr Atua no processo de condugao do PIC ao ntcleo.
Também interfere no ciclo celular, detendo o
crescimento das células infectadas
pol IN (p32) Integra o DNA viral ao genoma do hospedeiro
tat pl4d Tat Acelera o processo inicial da transcri¢ao
rev p19 Rev Transporte de RNAs nao processados
nef p27 Nef E importante na ativagao das células T e
no aumento da replicacao viral
vpu  pl6 Vpu regulacao negativa de CD4
gag MA (P17) Matriz
CA (p24) Capsideo
p2 ?
NC (p7) Nucleocapsideo
P1 ?
P6 ?
pol PR (p10) Clivagem da Gag e Gag-pol
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1.24 Variacao genética

A variabilidade genética do HIV pode ser demonstrada em todo o genoma
viral e, conseqiientemente, em todas as proteinas virais. Variantes de HIV sao
gerados randomicamente durante a replicacao do virus e entao selecionados natu-
ralmente apés competirem com outras variantes para replicarem e escaparem da
resposta imunolégica do hospedeiro. Como a transcriptase reversa (RT) nao apre-
senta um mecanismo de correcao, isso faz com que ela seja a principal responsavel
pela variabilidade do HIV (Reid et al., 2005), permitindo substitui¢oes, delegoes
e inserc¢oes nucleotidicas nas duas cépias de RNA genomico viral. Entretanto nao
sé a transcriptase reversa (RT), mas também a alta taxa de replicagao viral tem
grande influéncia no processo de variabilidade génetica viral.

Os dois principais mecanismos responsaveis por produzir variantes virais sao
as mutagoes (incluindo mutagdes pontuais, delegdes, inser¢oes e duplicagoes) e
as recombinagoes. Mesmo antes do uso de farmacos no tratamento anti-HIV, foi
previsto que essas modificagbes poderiam dar origem a virus resistentes (Levy et al.,
1985).

A diversidade do HIV-1 é em torno de 6% num mesmo individuo podendo
chegar a 50% entre individuos de diferentes regides geograficas (Sabino, 1996).
Com essa alta taxa de variagao é de se esperar que o virus apresente caracteristicas

diferentes.

1.3 Alvos Moleculares para a Terapia Anti-retroviral

A identificacao do HIV como agente causador da AIDS, o aumento da inci-
déncia de varias doencas em pacientes imunodeficientes e o impacto sécio-econémico
dessa infeccao, sao fatores importantes no desenvolvimento de pesquisas por novos
agentes anti-virais e novas modalidades de quimioterapia anti-viral. Nas tltimas
décadas, varios grupos tém buscado ativamente agentes quimicos capazes de inter-
ferir em diferentes estdgios da replicagao viral (Fig. 1.5). Varios destes agentes ja

em uso clinico demonstram significativos resultados na inibicao do HIV-1.
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Figura 1.5: Representacao esquematica dos alvos moleculares de bloqueio da re-
plicagao do HIV. Extraido de Batista (2006)

O desenvolvimento da HAART para o tratamento de individuos infectados
pelo HIV encontra vérios desafios tais como: a integragao do virus na maquina-
ria da célula-alvo, a alta taxa de mutacao da transcriptase reversa do HIV-1, e a
cronicidade da replicacao viral. Estes representam obstaculos para o desenvolvi-
mento de terapias anti-retrovirais especificas e efetivas. Estas terapias tornaram-se
possiveis a partir de um maior conhecimento do virus e da patogénese da doenca,
favorecendo a producao de uma grande variedade de agentes que possam ter um
papel efetivo no tratamento de individuos infectados.

O agente anti-viral ideal deve interromper seletivamente alguma etapa es-
pecifica e essencial do ciclo replicativo viral, sem afetar de forma significativa o
metabolismo da célula hospedeira. A dependéncia da maquinaria da célula hospe-
deira para a replicagao viral dificulta a identificacao de inibidores que eliminem o

agente patogénico sem causar efeitos colaterais. Os virus, por serem geneticamente

19



simples, nao possuem uma grande variedade de mecanismos para o desenvolvimento
de resisténcia a agentes terapéuticos. Por outro lado, podem sofrer mutagoes muito
rapidamente e em conseqiiéncia, desenvolver resisténcia a um determinado agente.

Uma série de trabalhos e pesquisas tem sido realizada ao longo dos tltimos
30 anos nos niveis bioldgico, bioquimico e estrutural do HIV. Diversas etapas do
ciclo replicativo tém sido assim identificadas (como visto na se¢ao anterior) como
alvos potenciais para a terapia anti-retroviral. Entretanto, até 2005, somente 4
classes de inibidores tinham sido liberados para o uso clinico, estando disponiveis
atualmente 27 drogas para tratamento da infeccao pelo HIV-1. Nestas, existem 13
inibidores nucleosideos/nucleotideos da transcriptase reversa (NRTI), 3 inibidores
nao-nucleosideos da transcriptase reversa (NNRTI), 10 inibidores da protease (PI)

e 1 inibidor de fusao (Cohen, 2005).

1.3.1 Trascriptase reversa (RT)

O primeiro alvo molecular reconhecido e utilizado para o tratamento da AIDS

foi a enzima RT.

e Inibidores Andlogos Nucleosideos da Transcriptase Reversa (NR-
T1s) — Os andlogos nucleosideos da RT sao conhecidos também como ini-
bidores nucleosideos da RT. Tais inibidores atuam como substratos compe-
titivos em relagao aos substratos naturais como os desoxirribonucleotideos
(ANTPs). Esses nucleosideos sao formados por uma substituigao do gru-
pamento 3’-hidroxi por um NH3, hidrogénio ou outro grupo que quando
incorporados ao DNA impedem a ligacao 3’-5’ fosfodiéster, ou seja, a incor-
poracao de analogos nucleosideos aborta a sintese de DNA proviral, dado

que as pontes de fosfodiésteres nao podem ser formadas.

Enquanto o AZT e D4T sao analogos da timidina, o DDC e 3TC sao da
citosina. A combinacao de AZT e D4AT nao faz sentido visto que ambos
os farmacos competem pelas mesmas bases; isto se aplica também para o

DDC e o 3TC. Ja o DDI é um analogo da inosina, que é transformado
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em didesoxiadenosina; e o abacavir é um da guanina. H4 um elevado grau
de resisténcia cruzada entre os andlogos nucleosideos. Eles sao componen-
tes importantes de quase todas as combinacgoes terapéuticas. Sao potentes
inibidores da replicacao viral e sao rapidamente absorvidos quando toma-
dos por via oral. Contudo, tém um grande espectro de efeitos colaterais,
entre eles mielotoxicidade, acidose lactica, polineuropatia e pancreatite.
As queixas incluem fadiga, cefaleias e uma variedade de problemas gas-
trointestinais tais como desconforto abdominal, ndusea, vomitos e diarréia

(Galli, Ridolfo et al., 2002).

Inibidores Nao-Nucleosideos da Transcriptase Reversa (NNR-
T1s) — Tal como para os andlogos nucleosideos, a enzima-alvo dos NNRTT’s
¢ a RT. Ligam-se diretamente e de forma nao competitiva a enzima. Esses
inibidores nao-competitivos em relacao a captacgao do substrato nao afetam
significantemente outros sistemas enziméticos. Os compostos formados se
ligam com pequenas diferencas a regiao hidrofébica da subunidade p66,
regiao da palma, e podem indiretamente afetar residuos no sitio ativo da
polimerase ou diminuir a mobilidade do subdominio “polegar” da enzima
(Kontorinis e Dieterich, 2003). Dados na literatura tém descrito que a
grande importancia desses agentes é sua relativa baixa toxicidade e alta
especificidade para inibir a transcriptase reversa do HIV-1 (Loya et al.,
2002), embora nao apresentem boa atividade contra o HIV-2. Entretanto,
sua eficacia pode ser comprometida pelo rapido desenvolvimento de resis-
téncia viral in vitro. A rapida emergéncia de virus resistentes é resultado
de alteracoes pontuais na RT, por substituicao de residuos, ocorrendo dimi-
nuicao no efeito antiviral. Os quatro NNRTT’s existentes sao: nevirapina,
delavirdina, efavirenz e intellence. A delavirdina, entretanto, ja tem seu

uso descontinuado devido a sua alta toxicidade.
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1.3.2 Integrase

A integrase é uma das trés enzimas chaves codificadas pelo gene pol. Ela
estd envolvida na integracdo do DNA proviral no genoma do hospedeiro. Em-
bora provavelmente nao exista integrase nas células humanas, a aprovacao para o
desenvolvimento de novos farmacos dentro desta classe esta dificil e progressiva-
mente mais lento que dos demais (Debyser et al., 2002). O inibidor de integrase
S-1360 foi desenvolvido pela Shionogi/Glaxo apresenta dados preliminares promis-
sores (Yoshinaga et al., 2002). Em estudos in vitro, o S-1360 ¢é eficaz contra um
leque de estirpes virais, incluindo mutantes resistentes a todos os NNRTIs e Pls.
Parece haver sinergismo com zidovudina, lamivudina, nevirapina ou nelfinavir. Em
estudos com animais (ratos e caes) o farmaco demonstrou pouca toxicidade. A mo-
lécula é muito pequena o que torna possivel a formulacao oral. O farmaco foi bem

tolerado em voluntarios sauddveis (Fujiwara, 2002).

1.3.3 Fusao e Entrada

Trés etapas sao cruciais para a entrada do HIV-1 na célula-alvo:

— A ligacao ao CD4 (alvo dos inibidores de ligacao);

— A ligacao aos co-receptores (alvo dos antagonistas dos co-receptores)

— E a fusao do virus nestas células (alvo dos inibidores da fusao).

Cada passo da entrada do HIV pode, teoricamente, ser inibido. Todas as
trés classes de farmacos, designados inibidores da ligacao, antagonistas dos co-
receptores e inibidores da fusao sao atualmente denominadas como inibidores de
entrada. FEsses inibidores atuam no bloqueio das mudancas conformacionais da
glicoproteina de envelope (env). Os estudos com inibidores de entrada apresentam
grande adesao, devido a sua acao compreender os momentos mais precoces do ciclo

replicativo viral.

e Inibidores de ligacao

O BMS-806 é um inibidor da ligagao inicial que, sendo independente de
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co-receptores, se liga especifica e irreversivelmente a gp120, prevenindo as-
sim a ligacao do HIV ao receptor CD4. O entusiasmo por esta molécula
foi um pouco abalado pela demonstracao que diferentes estirpes de HIV
possuem sensibilidades diferentes ao farmaco, indicando potencial para ra-

pida resisténcia a sua atuacao.

O Pro-542 é uma proteina soluvel, que também previne a ligacao do HIV
ao receptor CD4, por se ligar a proteina gp120. Os ensaios de fase I mos-
traram boa tolerancia e diminuicao da carga viral ap6s administracao de

uma unica dose (Jacobson et al., 2004).

Antagonistas dos co-receptores

O SCH-C é um antagonista do CCR5 com biodisponibilidade oral e potente
atividade in vitro contra vérias estirpes de HIV (Strizki et al., 2001). Em
voluntarios saudaveis os efeitos adversos, tais como arritmias, ocorreram,
sobretudo, com as doses mais elevadas. Este problema parece estar ausente
nas doses mais baixas. Num estudo piloto com 12 doentes com HIV, em
que se utilizou SCH-C durante 10 dias, 10 doentes tiveram redugoes na
carga viral superiores a 0,5 log e dois superior a 1,0 log (Reynes et al.,
2002). Este efeito persistiu mesmo alguns dias apds terminar a terapéutica.
No entanto, também ja foram descritos mutantes de escape para o SCH-C,
que possuem resisténcia cruzada com outros antagonistas do CCR5 (Riley

et al., 2002).

O SCH-D foi liberado para a fase de teste em 2005, é referido como sendo
mais potente e melhor tolerado do que o SCH-C, o que aumentaria a pro-
babilidade de desenvolvimento clinico (Chen et al., 2002). No entanto, ja

hé relatos de resisténcia, provavelmente por mutagoes no gene env.
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O Pro-140 é um antagonista do CCR5 que atua como um anticorpo mono-
clonal. A idéia por detras desta abordagem é a de que anticorpos geneti-
camente modificados podem ligar-se eles préprios aos co-receptores CCR5,
impossibilitando o HIV de os utilizar. Em estudos com animais, a admi-
nistracao de dose tnica atingiu reducoes significativas na carga viral que
foram dose-dependentes (Franti et al., 2002). Uma preocupagao com este
tipo de farmaco é a de que o uso de um inibidor do CCR5 poderia pro-
piciar a emergéencia de virus HIV que comecem a usar alternativamente
o co-receptor CXCR4 que, em alguns estudos, tem sido associado a uma

progressao mais avancada da doenga.

Inibidores de Fusao

O T-20 (Enfuvirtide, Fuzeon) é o protétipo dos inibidores de fusdo. E
um peptidio relativamente grande constituido por 36 aminoacidos e, por
isso necessita de ser administrado por injecao sub-cutanea. Liga-se a uma
estrutura intermediaria da proteina gp4l, que surge durante a fusao do
virus com a célula alvo. Os primeiros estudos demonstraram que a simples
adicao de T-20 como “monoterapia” nao seria muito benéfica (Lalezari
et al., 2002). H4 diversos efeitos colaterais e com o aumento da duracao
da terapéutica podem ocorrer graves lesoes na regiao onde se aplicam as

injecoes, podendo resultar na interrupcao do tratamento.

Doentes com uma carga viral bem controlada ou que ainda tém opgoes
com a HAART “classica” nao necessitam do T-20. No entanto, o farmaco
parece ser muito bom para terapéutica de resgate. Embora nao exista
ainda nenhum dado de estudos clinicos finalizados, andlises estatisticas
dos estudos em desenvolvimento mostraram ganhos de sobrevivéncia de

1,5 anos comparando com a HAART otimizada (Hornberger e et al, 2003).

A combinacao do T-20 a outros inibidores da entrada, que sejam sinérgicos

entre si, e com os outros tipos de HAART, ird com certeza ser mais eficaz
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1.3.4

na inibicao do ciclo de vida viral que a HAART tradicional atualmente
disponivel, entretanto o preco continua a ser um aspecto importante dessa

combinacao, pois o tratamento custa quase o dobro com a adigao do T-20.

O T-1249 foi o segundo inibidor de fusao desenvolvido. Entretanto os
Laboratérios Gilead e Roche anunciaram, de forma independente, a des-
continuagao dos estudos de desenvolvimento do inibidor de fusao T-1249.
Curiosamente os resultados obtidos com o T-1249 em estudos clinicos ti-
nham sido muito bons, devido a isso analistas acreditam que a principal
razao para essa atitude dos laboratérios Gilead e Roche/Trimeris seria a

perspectiva de baixas vendas desses produtos (Vitdria, 2004).

Protease do HIV (PR)

A aspartil protease do HIV ¢ indispensavel para a maturacao do virus da

AIDS, fazendo desta proteina um dos alvos para terapia anti-retroviral. Por se

tratar do principal objeto de estudo desta dissertagao, serd abordada mais deta-

lhadamente.

A PR é um homodimero de 99 aminoacidos, contendo, por cadeia, uma -

hélice (normalmente do residuo 87 ao 93) e nove folhas-/3, como pode ser visto na

Figura 1.6.

As primeiras proteinas retrovirais que tiveram suas estruturas resolvidas por

difragao de raio-X foram a protease do RSV (Miller et al., 1989) e a protease do

HIV-1 (Navia et al., 1989).
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Figura 1.6: Tlustracao em 3D da protease do HIV complexada com o inibidor nel-
finavir (c6digo 1O0HR no PDB). As cadeias estao na representagao de estrutura
secundaria. A cor cinza identifica as a-hélices, a marrom as folhas-5 e branco
os loops. Estao em destaque na proteina os dois acidos asparticos que classifi-
cam a protease. O nelfinavir segue acrescido de seus raios de Van der Waals em
transparente onde o vermelho representa datomos de oxigénio, cinza carbono, azul
nitrogénio e amarelo enxofre.

Do ponto de vista mecanico, as duas grandes alcas/flaps (ida: do residuo 43
ao 50; volta: do residuo 51 ao 58), localizadas na parte superior da protease (vide
Fig. 1.7) abrem-se, permitindo o encaixe da poliproteina em seu sitio ativo.

O sitio ativo é composto por uma triade catalitica (Asp25-Thr26-Gly27) lo-
calizada numa alga interna entre as fitas-§ (Fig. 1.7.), cuja estrutura é mantida por
um conjunto de ligacoes de hidrogénio caracteristico das aspartil proteases, cha-
mado “fireman’s grip” (Ingr et al., 2003). Os dois grupos carboxilicos dos residuos
Asp25 simetricamente relacionados sao aproximadamente coplanares e formam um
contato intimo envolvendo seus dtomos de oxigénio que estao localizados mais proé-

ximos (OD1).
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Figura 1.7 Em A: O desenho da cadeia principal da estrutura da protease do
HIV-1; os flaps (F) e sitio ativo (A) s@o mostrados. Em B: Detalhe do sitio ativo
da HIV-1 protease com o “fireman’s grip”; As pontes de hidrogénio sao mostradas
em linha verdes. (adaptado de Ingr et al. (2003))

A ligacao de seqiiéncias especificas do substrato peptidico aos subsitios da
aspartil protease permite que ocorra a quebra da ligacao peptidica de poliprotei-
nas tornando-as funcionais. A protease do HIV-1 é responsavel pelo processamento
pos-traducional das poliproteinas Gag e Gag-pol para formar as proteinas estru-
turais e enzimas virais, ou seja, a protease desempenha um papel de “tesoura
molecular” ao clivar diversas poliproteinas em proteinas menores e funcionais, de
forma a gerar proteinas maduras. O sitio ativo da PR reconhece e cliva nove dife-
rentes seqiiéncias que podem ser vizualizadas na Tabela 1.2 (Pearl e Taylor, 1987).
O processamento incompleto das poliproteinas resulta na formagao de particulas

virais imaturas (nao infecciosas).
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Tabela 1.2: As nove seqiiéncias peptidicas reconhecidas pela PR

Proteinas Seqiiéncia
MA/CA SQNY/PIVQ
CA/p2 ARVL/AEAM
p2/NC ATIM/MQRG
NC/pl RQAN/FLGK.
pl/p6 PGNF/LQSR
TF/PR SFNF/PQIT
PR/RT TLNF /PISP

RT (interno) AETE/YVDG

RT/IN RKVL/FLDG
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Dadas as conseqiiéncias potencialmente catastroficas de uma ativagao pre-
matura, esta é retardada até que a particula viral imatura esteja completamente
formada e desligada da célula hospedeira. Assim, a protease é expressa como um
produto de fusao Gag-Pol e ¢é liberada dessa poliproteina precursora por um meca-
nismo autocatalitico, através da dimerizacao dos dominios da protease fusionada,
quando a concentragao dessas proteinas ¢ aumentada, dado o encapsulamento pela
particula viral (Debouck et al., 1987).

Acredita-se também que as cisteinas 67 e 95, altamente conservadas entre
as proteases de HIV, possuem um papel regulatorio no processo de maturagao do
virus. “Estudos mostraram (Davis et al., 1996) que a modificacao dessas cisteinas,
por varios agentes, pode levar a enzimas menos ativas”. Aparentemente essas
cisteinas podem ser oxidadas no precursor Gag-Pol, ainda no citoplasma celular,
prevenindo sua ativagao prematura no citoplasma. Enzimas celulares, tais como
tioltransferases, poderiam entao reverter essas modificacoes quando o precursor se
acumula na membrana celular, restaurando a atividade da enzima pouco antes do

brotamento do virion imaturo.

o Mecanismo de Catdlise

A PR do HIV, como visto anteriormente, se encarrega de quebrar longas
seqiiéncias peptidicas que emergem dos ribossomos da célula infectada pelo
virus, dando origem assim a proteinas que comporao um novo virion a ser
liberado (a matriz, o capsideo e o nucleocapsideo, incluindo as enzimas

protease, transcriptase reversa e integrase).

De forma geral, a PR possui um sitio ativo composto de 7 sub-sitios
(Fig. 1.8), divididos em 4 a direita e 3 & esquerda do ponto de clivagem do
substrato, ficando usualmente o sub-sitio S1/S1’ formado pelos residuos

ASP25/ASP25'.
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S1’

P1'Val

S4 — Asp29, Asp30, Metd6, Iled7, Gly48, GIn58, Leu76

S3 — Arg®’, Leu23’, Asp29, Gly48, Gly49, [le50, Thr80°, Pro81°, Val82’

S2 — Ala28, Asp29, Asp30, Val32, lle47, Gly49, lle50, Leu76, lle84

S1 — Arg8’, Leu23’, Asp25°, Asp25, Gly27, Gly49, 11e50, Thr80°, Pro81°, Val82’, Ile84°
S1°— Arg8, Leu23, Asp25, Asp25°, Gly27’, Gly49°, 11e50°, Thr80, Pro81, Val82, Ile84
S2° — Ala28°, Asp29°, Asp30°, Val32’, lle47’, Gly49°, [1e50°, Leu76’, [le84’

S3’ — Arg8, Leu23, Asp29’, Gly48’, Gly49’, Ile50°, Thr80, Pro81, Val82

Figura 1.8: O esquema acima da o tamanho relativo e a identifi-
cacao de cada sub-sitio e seus respectivos residuos associados. O
sitio catalitico da aspartil protease de retrovirus clivaria a seqiién-
cia peptidica do substrato procurando por uma subseqiiéncia pre-
dominante de residuos hidrofébicos. Adaptado de TOSZER et al.
(2000).

Estudos cinéticos e estruturais indicaram que ambos os residuos Asp25
e Aspl24 (também conhecido como Asp25’) no sitio ativo participam da
catélise, em estados opostos de protonagao (Hyland e et al, 1991). O me-
canismo de acao atualmente aceito para as proteases de HIV esta mostrado
na Fig. 1.9, onde uma molécula de dgua interage, por ligacoes hidrogénio,

com os residuos cataliticos Asp25 e Asp25’.

Primeiramente o substrato se liga a enzima e forma o complexo enzima-
substrato (Fig. 1.9A). Em seguida, a molécula de dgua ataca o carbono
éster do substrato e o aspartato protonado transfere um préton para o
substrato e o outro aspartato aceita um préton da agua (Fig 1.9A e Fig
1.9B). A partir dessa etapa, o mecanismo nao é muito bem compreendido e

varias vias tém sido propostas. A mais aceita é que o aspartato protonado
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pela agua doe um préton para o intermediario e o outro aceite um proton

do complexo intemedidrio (Fig. 1.9C). A ligacao C-N do substrato é entao

quebrada (Fig. 1.9D).
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Figura 1.9: Provavel mecanismo de agao das proteases de HIV envolvendo
a clivagem da ligacao peptidica. Extraido de Batista (2006).

As ligacoes entre as Ile50 e 1le50’ e os inibidores também sao intermediadas

por uma molécula de agua. Acredita-se que essa molécula de agua nao é

necessaria para a conservacao da conformacao ativa; contudo, tem papel

importante no controle da abertura e fechamento das algas e no aumento da

afinidade entre enzima e substrato. A presenca de uma molécula de dgua

estruturada nesta regiao tem sido observada em varias estruturas obtidas

por difragao de raios-X da protease do HIV-1 com inibidores (Wlodawer

e Vondrasek, 1998) e também em estudos de RMN de complexos enzima-

inibidor (Grzesiek et al.).

Esse mecanismo de interacao caracteristico tornou-se referéncia para o de-

senho de novos farmacos. Muitas classes de inibidores tém sido desenhadas
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de forma a substituir as interagoes especificas dessas moléculas de agua es-
truturadas com ambas as algas da protease do HIV-1, sendo dessa forma

especificos as proteases retrovirais.

Estudos com as algas da protease por ressonancia magnética (Freedberg
et al., 2002) e por dindmica molecular (Batista et al., 2006) indicam que
elas sao altamentte moéveis e podem adotar um grande ntimero de confor-

macoes ja na escala de ns.

1.4 Inibidores da Protease do HIV

A palavra farmaco vem do grego phdrmakon e significa susbstancia quimica
empregada como medicamento. De forma geral, um farmaco é uma molécula que
atua no organismo com o fim de produzir ou bloquear uma resposta biolégica. Tal
micromolécula interage no organismo com um determinado receptor. Esse receptor
pode ser uma enzima ou proteina, responsavel por algum efeito biolégico que se
deseja ativar ou bloquear. Os farmacos agem em uma regiao especifica do receptor,
conhecida como sitio ativo.

O reconhecimento molecular farmaco-receptor depende da complementari-
dade de caracteristicas estruturais e fisico-quimicas das moléculas interagentes que
influenciam diretamente a melhor energia de interacao ligante-receptor. As carac-
teristicas estruturais determinam os arranjos espaciais moleculares; ja as caracte-
risticas fisico-quimicas definem o grau de afinidade e especificidade do ligante pelo
biorreceptor.

Em 1995, os inibidores de protease foram desenvolvidos e passaram a ini-
bir drasticamente a replicagao do HIV no organismo dos pacientes infectados. O
primeiro inibidor aprovado pelo FDA para uso em humanos foi o saquinavir. Atual-
mente, existem outros 9 inibidores de protease aprovados como visto na tabela 1.3

(Hoffman e Mulcahy, 2006).
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Tabela 1.3: Inibidores de protease (PIs)

Nome Genérico | Nome Comercial | Sigla
saquinavir Invirase SQV
ritonavir Novir RTV
indinavir Crixivan IDV
nelfinavir Viracept NFV

amprenavir Agenerase APV
lopinavir Kaletra LPV
atazanavir Reyataz ATV
fosamprenavir Lexiva FPV
duranavir Prezista DRV
tipranavir Aptivus -

Os 9 primeiros inibidores sao peptidomiméticos, isto é, simulam a estrutura
e a conformacao de alguns residuos de aminoacidos do substrato com modificacoes
no local onde seria a ligacao peptidica. Tal ligacao é substituida com o propdsito de
tornar os farmacos nao hidrolisaveis pela enzima, inibindo competitivamente a li-
gacao do substrato natural. Encontram-se destacadas na Figura 1.10 as estruturas
quimicas de oito inibidores de protease desenvolvidos e utilizados no tratamento
anti-HIV: saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir, lopinavir, ataza-
navir e tipranavir. O ultimo inibidor é um farmaco nao-peptidomimético e tem
como intuito possibilitar uma melhor biodisponibilidade e farmacocinética. Esse
composto simula a presenca da molécula de dgua necessaria para a catélise, esta-
bilizagao e orientacao do substrato no sitio ativo da protease. Na Fig. 1.11 pode
ser visto um esquema geral das ligagoes hidrogénio que se formam entre os atomos

da cadeia principal da enzima e do substrato/inibidor.
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Figura 1.10: Representacao de oito inibidores comerciais de HIV-1 PR atualmente
disponiveis e aprovados pelo FDA.
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Figura 1.11: Esquema geral de ligacoes hidrogénio entre HIV-1 PR e um substrato
representativo. As flechas indicam a ligagao a ser clivada. Os residuos na porgao
amino-terminal da ligacao a ser clivada sao chamados P1-Pn, e aqueles na por-
¢ao carboxi-terminal, de P1’-Pn’, de acordo com Schechter & Berger(1967). Os
simbolos S4-S4” denotam os bolsoes correspondentes a cada sub-sitio da enzima.

Adaptado de Wlodawer e Erickson (1993).
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Muito da pesquisa atual em drogas aplicadas ao combate do HIV concentra-
se na inibicao da atividade bioquimica de sua protease. O objetivo é projetar
farmacos que venham a ligar-se a protease, covalentemente ou nao, ajustando-se
ao sitio ativo de forma a satisfazer ao maximo a complementaridade estrutural e
eletrostatica entre ambos.

A HAART representou um grande avango no tratamento de individuos infec-
tados pelo HIV-1, reduzindo o niimero de particulas de HIV-1 na corrente sangiiinea
(quando avaliado pela carga viral) e elevando a contagem de células T. Atualmente
a combinacao de dois anti-RT e um anti-PR, ficou conhecida popularmente como
coquetel “anti-AIDS”. Esta nova abordagem no tratamento dos portadores de HIV
pode ser justificada pelo sucesso que tal terapia obteve, e a Fig. 1.12 mostra um
resumo disto. Porém, este sucesso s6 pode ser mantido a custa do continuo surgi-
mento de novos inibidores, tanto de protease quanto de RT, uma vez que a prépria
selecao natural se encarrega de fazer surgir virus cada vez mais resistentes aos
farmacos anti-HIV presentes no mercado.

E importante citar que este tratamento, embora reduza consideravelmente
a infeccao viral, nao leva a cura da doenca. Os pacientes submetidos ao uso do
HAART, mesmo apresentando baixos niveis de virus circulante, podem ainda trans-

mitir o HIV-1 por meio de relagoes sexuais desprotegidas e outras vias.
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Figura 1.12: Decréscimo na mortalidade dos casos de AIDS associado a terapia com
inibidores de HIV tipo 1 para individuos norte-americanos. Adaptado de Palella
et al. (1998).

A modelagem computacional tem sido usada para identificar possiveis com-
postos que se ligam especificamente na regiao de encaixe de substrato da protease.
O desenho racional de farmacos tem nos inibidores de PR um bem sucedido exem-
plo e ilustra significativamente a aplicacao do estudo que correlaciona a funcao
de uma proteina com sua estrutura (Roberts et al., 1990). Uma das principais
caracteristicas bioquimicas dos farmacos inibidores é seu carater hidrofébico, que
aliado a baixa especificidade da PR implica em uma posologia muito alta, conti-
nua e sistematica para que o medicamento tenha a eficiéncia desejada. Decorrendo
deste tratamento efeitos colaterais tais como diarréia, nausea, desconforto gastrin-
testinal e erupgoes de sangue na pele (Deeks et al., 1997). Portanto, nem sempre
um potente inibidor, tanto teoricamente quanto in vitro, pode vir a ser um possivel

candidato a medicamento.
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1.4.1 Interagoes Receptor-Ligante

A termodinamica descreve as relagoes entre as varias formas de energia e
de como a energia afeta a matéria ao nivel macroscopico. Além disso, é capaz de
determinar se um processo fisico pode ocorrer e quais processos ocorrem espon-
taneamente. Com isso, ela é essencial na compreensao de como macromoléculas
biolégicas adquirem a sua conformacao nativa, de como as redes metabdlicas fun-
cionam, como as enzimas atuam como catalisadores e como moléculas conseguem
atravessar membranas biologicas.

A variagao de entalpia (AH) é uma propriedade fisico-quimica importante

para descrever sistemas bioldgicos:

AH = AU + PAV (1.1)

Onde:
AU — Variagao de energia interna
P — Pressao constante

AV — Variacao de Volume

Em geral, nos processos bioquimicos a variacao de entalpia se reduz a:

AH =q (1.2)

Onde q ¢ calor gerado ou calor absorvido no processo. Processos que liberam
energia (AH < 0) tendem a ser mais espontaneos. Mas esse nao ¢ o unico critério
para determinar a espontaneidade de reagoes. Existem processos que, apesar de
serem endotérmicos (AH > 0), sdo espontaneos. Outro critério que determina a
espontaneidade das reagoes chama-se de entropia (S). A entropia estd associada
ao estado de desordem do sistema. Quanto maior a desordem, maior a entropia.
Assim, se a variacao de entropia (S;—95;) é maior que zero implica em um aumento

da desordem do sistema.
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Geralmente nos processos termodinamicos naturais, a energia se “degrada”
(liberar calor — AH < 0) de uma forma organizada para uma desordenada (au-
mentar a desordem — AS > 0). Através da combinacdo de entropia e entalpia
obtém-se uma outra grandeza termodinamica que determina se um processo € es-
pontaneo ou ndo. Esta grandeza é chamada de Energia Livre de Gibbs (G). O

valor da energia livre de Gibbs é dado pela equagao:

AG = AH — TAS (1.3)

Onde:

AG — Variagao da energia livre de Gibbs
AH — Variacao de entalpia

AS — Variagao de entropia

T — Temperatura absoluta (em Kelvin)

Se AG < 0, o processo é espontaneo (exergonico), para AG = 0 temos
processos em equilibrio termodinamico, e se AG > 0 o processo é nao-espontaneo
(endergonico).

A funcao das enzimas é acelerar a taxa com que as reagoes quimicas exergo-
nicas ocorrem (Fig. 1.13), porém uma enzima sozinha nao pode promover reagoes
quimicas que tenham AG positivo.

Porém a maioria das agoes metabdlicas, em sistemas vivos, sao constituidas
por seqiiéncias de reacoes espontaneas e nao-espontaneas. Este fenomeno constitui
a base termodinamica para a agao das vias metabdlicas e s6 é possivel devido a
aditividade das variacoes de energia livre que permite que uma reacao endergonica

possa ser viabilizada por uma reacao exergonica.
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(1) A+ B& C+D com AGIL > 0 (endergonica)
(2) D+ E< F+G com AG2 <0 (exergonica)

Se AG1+AG2 <0

(14+2)A+B+E<C+F+G com AG3 <0 (exergobnica)

Reagoes acopladas através do intermediario D

Reacdo tEnergia de

sem enzima ativacao
sem enzima

Energia de
ativacdo
com enzima

Reacdo
com enzima

Energia Final 0 o

Produtos

Figura 1.13: Representacao esquematica do processo de reagao quimica com e sem
enzima.

As interagoes de van der Waals, eletrostaticas e ligacoes de hidrogénio sao
importantes para a estabilizacao dos complexos biomoleculares. As interagoes de
van der Waals sao importantes na atracao de moléculas apolares, devido prin-
cipalmente as forcas de dispersao, enquanto as forcas eletrostaticas resultam da
interacao entre cargas e dependem da constante dielétrica do meio e da distancia

entre suas cargas. O solvente também possui um papel importante nas interagoes
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receptor-ligante; moléculas de dgua conservadas em sitios de ligacao de proteinas
podem modificar caracteristicas estruturais destes sitios, além de poderem mediar

ligacoes de hidrogeénio entre o ligante e a molécula receptora.

1.4.2 Resisténcia aos Inibidores de Protease

Um obstéaculo ao uso eficaz numa terapia de longo prazo com inibidores de PR
¢ o surgimento e desenvolvimento de resisténcia e conseqiiente perda da atividade
do farmaco. A alta taxa de replicagao do virus (10'° particulas virais/dia), aliada
as altas taxas de substituicoes incorretas em posicoes de nucleotideos durante a
transcrigao reversa (107*/nt) devido a falta de uma atividade de corregao da en-
zima, e a variabilidade genética do virus, tém levado a identificacao de variantes
de HIV que exibem susceptibilidade variada aos inibidores.

Algumas mutacoes selecionadas durante a terapia com anti-retrovirais con-
ferem resisténcia fenotipica mensuravel, e por isso sao chamadas mutacoes “pri-
marias”; enquanto outras compensam a diminui¢ao replicativa do virus e podem
ser associadas a resisténcia a farmacos, ou causam resisténcia somente quando em
combinagao com outras mutagoes sendo “secundérias”. No entanto, quais mutacoes
sao primarias e quais sao secundérias nao é estritamente definido e algumas muta-
¢oes podem ser consideradas primarias para um inibidor e secundaria para outros.
Além disso algumas mutagdes podem exercer um papel dinamico (quando se apre-
sentam isoladas) e compensatério (quando estao acopladas a outra) na restauragao

da atividade catalitica da enzima mutada.

1.5 Vacinas

Novas ferramentas moleculares em virologia e em imunologia, novos sistemas
de expressao genética, descobertas recentes da infeccao e patogénese do HIV e
estudos promissores de hipotéticas vacinas em animais proporcionaram argumentos
suficientes para o desenvolvimento de uma vacina para a AIDS, segura e eficaz. No

entanto, constatou-se que tal eficacia nao foi, ainda, possivel e que a complexa
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biologia do HIV torna a tarefa ainda mais complicada.

Apesar de existirem alguns determinantes antigénicos acessiveis, nao se veri-
fica, no entanto, uma resposta imunologica eficiente. Tal fato é devido a ja citada
extraordinaria capacidade do virus para ludibriar o sistema imunoldgico por meio
das inimeras mutacoes que sofre.

Existem muitos parametros inerentes a resposta imunitaria induzida por uma
vacina que determinam a sua maior ou menor capacidade para proteger o hospe-
deiro da infeccao e da doenca. Entre estes encontram-se a especificidade, as pro-
priedades funcionais e a magnitude. No entanto, o fator mais relevante é o tempo.
A duracao da resposta imunitaria relacionada a infeccao inicial e disseminagao do
virus é particularmente importante no caso da infeccao pelo HIV. De fato, quanto
maior for o grau de replicagao viral no hospedeiro menores serao as probabilidades
de o sistema imunoldgico reagir contra as adversidades promovidas.

Em se tratando do HIV-1, tem sido dificil de produzir vacinas capazes de
provocar respostas de anticorpos que neutralizem a grande variedade de estirpes
de virus encontrados nos pacientes. Contudo, as respostas dos linfécitos T cito-
toxicos podem ser capazes de fazer frente a uma grande variedade de estirpes de
virus e parecem ajudar a controlar o HIV-1 em pessoas infectadas e, por isso, as
atencoes hoje centram-se nas vacinas capazes de produzir respostas pelos linféci-
tos citotoxicos. De maneira geral as vacinas anti-HIV estimulam os linfocitos B a
produzir anticorpos que se liguem ao virus, impedindo sua penetracao nas células
T CD4+, e estimulam o linfécito T CD8 a produzir substancias (citocinas) que
destroem células ja infectadas pelo HIV.

A eficacia da vacina diminui ou aumenta de acordo com o nivel em que se
encontra a infec¢ao, ou seja, a capacidade para produzir anticorpos especificos apos
uma infeccao avancada se torna pior. E importante que a vacinacao seja dada tao
cedo quanto possivel no decurso de uma infeccao. Por outro lado, em doentes que
se apresentem com uma situacao de imunodeficiéencia avancada, é preferivel adiar

a vacinacao até que seja iniciada a terapéutica anti-retroviral para maximizar o
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efeito da vacina.

O objetivo a longo prazo é desenvolver uma vacina que seja 100% eficaz e que
proteja todas as pessoas da infecgao. Entretanto, mesmo uma vacina parcialmente
eficaz poderia reduzir significativamente a quantidade de pessoas que contraem a
infeccao pelo HIV, evitando a contaminacao de varias pessoas, o que ja causaria

impacto positivo no controle da epidemia da AIDS.

1.6 Subtipos do HIV-1

Desde a identificacao do HIV-1 e HIV-2 como agentes etioldgicos da AIDS,
ambos os virus tém sido intensivamente caracterizados por meio do seqiiencia-
mento de seus genomas. Dada sua alta taxa de mutacao, cepas de HIV circulando
globalmente exibem um extraordinario grau de diversidade, que pode influenciar
aspectos da sua biologia, tais como infectividade, transmissibilidade e imunoge-
nicidade. Seqiiéncias derivadas de cepas de HIV-1 e 2 tém sido historicamente
classificadas em grupos e subtipos com base em sua relagao filogenética. Contudo,
enquanto o HIV-1 é o principal responsavel pela pandemia da AIDS no mundo, o
HIV-2 esté associado a uma infeccao endémica no oeste da Africa (Lemey et al.,
2003). Dai o objeto de estudo dessa dissertagao ser uma enzima do HIV-1.

A partir das seqiiéncias dos genes env e gag, o HIV-1 foi dividido, em 1993, em
dois grupos: M (Major) e O (Outlier). Posteriormente, um novo “grupo” de HIV-1
foi identificado com caracteristicas filogenéticas intermediarias entre os subtipos
principais (grupo M) e o grupo O, e foi denominado de grupo N (New) (Crandall,
1999b). Os subtipos de HIV-1 formam um conjunto de seqiiéncias dentro do grupo
M que sao classificadas de acordo com a andlise filogenética, eles se diferenciam
em 30% no gene env e 15% no gene gag.

Dentro do grupo M (aproximadamente 90% dos casos de HIV/AIDS no
mundo), ha pelo menos 9 subtipos distintos (A, B, C, D, F, G, H, J e K) e mais de
30 formas recombinantes circulantes (CRF) ja foram identificadas. Entre alguns

subtipos também pode ser identificada uma estrutura filogenética que permite a
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separacao em sub-subtipos como, por exemplo, o subtipo F que pode ser subdivido
em F1 e F2 (Triques et al., 1999).

O grupo O tem chamado atencao devido a sua facilidade de escapar dos
testes diagndsticos. Embora acredite-se que ele possua varios subtipos, assim como
o grupo M, a distingao genética de tais subtipos tem sido muito mais dificil.

Dos 33 milhodes estimados de pessoas infectadas com o HIV no mundo, mais
de 22 milhoes estao na Africa, principalmente na Africa Sub-Saariana. No ano
de 2007 foi estimado que 75% das novas infeccoes que ocorreram em todo mundo
aconteceram na Africa Sub-Saariana e 15% na Asia (Fig. 1.14), ou seja, a Africa e
a Asia juntas foram responsaveis por 90% das novas infecgbes do mundo (Unaids,

2007).

Western & Eastern Europe
Central Europe & Central'Asia

North America 31000 150000
46000 [9000-86000] ~ [000-20000] E5st Asia
[33000- 68000 92000
Middle East & North Africa
Caribbean [21.005- 22008
17000 [16000- 65 000] South & South:East Asia
[15000- 230001 , 340000
; . Sub-Sahar_arJ Africa [180000- 740000]
Latin America 1.7 million Oceania
100000 [14- 24 nillion] 14000
[47 000~ 220000]

[11.000- 26000}

Total: 2.5 (1.8 — 4.1) million

Figura 1.14: Estimativa do nimero de pessoas infectadas com HIV em 2007. Ex-
traido de Unaids (2007).

Os subtipos do HIV-1 prevalentes na Africa e na Asia nao sao os mesmos que
prevalecem na América do Norte e na Europa Ocidental. Nessas regioes desenvolvi-

das, o subtipo B é responsével pela vasta maioria das infecgoes por HIV, enquanto
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que na Africa e Asia os subtipos A e C sdo os mais encontrados. Os subtipos
nao-B, em 2004, eram responsaveis por 90% das infec¢oes do mundo; o subtipo
A por 12%, o C 50%, o D 3%, o G 6%, e os demais subtipos juntos totalizaram
1% e as formas recombinantes juntas eram responsaveis por 18% (Helemar et al.,
2006). No Brasil, o subtipo B é o principal (50% das infec¢oes), mas o F (18%),
C (30%) e o D sao também encontrados (Soares et al., 2003). Todos os inibidores
da PR disponiveis até o momento foram desenvolvidos para o subtipo B, ou seja,
eles encontram-se altamente direcionados e moldados ao sitio ativo desse subtipo.
As proteases dos subtipos A e C tiveram suas constantes de inibi¢ao (k;) para
os inibidores ritonavir, saquinavir, nelfinavir e indinavir comparadas ao subtipo B
(Velazquez-Campoy et al., 2001). O valor de k; foi menor para todos os inibidores
no subtipo B, demonstrando uma melhor inibi¢ao desse subtipo comparado a do A
e C. O k; dos inibidores saquinavir e nelfinavir foi 2 a 2,5 vezes maior nos subtipos
A e C comparados ao do B.

O quadro se complica ainda mais quando se considera que o padrao de muta-
¢oes, gerado por pressao dos inibidores, pode ser diferente entre os varios subtipos.
Por exemplo, a posicao 36 do subtipo B contém uma metionina, sendo que a
mutacao M36I aparece como conseqiiéncia de tratamento anti-retroviral. J& nos
subtipos nao-B, a mesma posicao contém uma isoleucina na quase totalidade das
seqiiéncias isoladas. Um outro exemplo que pode ser citado é que variantes do
subtipo F, comuns no Brasil, nao desenvolvem as mutacoes 184V e LIOM, comu-
mente encontradas em subtipos B (Caride et al., 2001). Esse padrao de resisténcias
secundarias que sao consideradas polimoérficas em proteases nao-B poderia levar a
uma falha terapéutica prematura quando comparado com o subtipo B (Perno et al.,

2001).

1.7 Aspectos Gerais da Mutagcao D30N

A mutagao D30N consiste na substituigdo de um tinico aminoacido, o aspar-

tato, no codon de posicao 30 do gene da protease pelo aminoacido asparagina. Esta
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substituicao ocorre proxima ao sitio ativo da enzima e é uma mutacgao primaria de
resisténcia exclusiva ao nelfinavir. Ja a mutacao LI0OM é a substituicao da lisina
no cédon de posi¢ao 90 do gene da protease por uma metionina. Esta mutacao
ocorre distante do sito ativo e nao é exclusiva ao nelfinavir.

Embora as mutacoes D30N e L90M sejam de resisténcia ao nelfinavir, a D30N
ocorre mais comumente no subtipo B, enquanto L90M ocorre mais no subtipo C
(Gonzalez et al., 2004). Além disso a mutagao D30N, quando ocorre no subtipo C,
geralmente estd associada & mutagao N88D (substitui¢do da asparagina no cédon
88 por um 4cido aspartico).

Experimentos de mutagénese sitio-dirigida provaram que a obtencao n vitro
do virus CD30N nao foi possivel, exceto depois de acumulada a mutacao espon-
tanea N83T (substituigdo da asparagina na posigdo 83 por treonina) (Gonzalez
et al., 2004). Esta funciona como uma mutacao compensatoria, pois é selecionada
para restaurar a viabilidade do clone CD30N. As caracteristicas fenotipicas desse
mutantes podem ser vistas nas tabelas 1.4 e 1.5.

A tabela 1.4 nos fornece uma quantificacdo do nimero de vezes que o mu-
tante é mais resistente ao nelfinavir em relacao ao controle. Dentre os clones o que
possui maior resisténcia é o BD30N (42 vezes mais resistente do que o subtipo B)
(Gonzalez et al., 2004). No subtipo C, o mutante CD30N/N88D tem menor resis-
téncia do que o clone CD30N/N83T, entretanto o mutante CD30N/N83T somente
¢é observado wn vitro. Por outro lado, nota-se que a capacidade replicativa é dimi-
nuida pela mutacao D30N. Observa-se ainda que a capacidade replicativa perdida
com ela é parcialmente recuperada pela mutacao N88D no subtipo C. Contudo, os
virus do subtipo B sao menos sensiveis aos efeitos da D30N que os do subtipo C,
visto que a sua capacidade replicativa nao é tao prejudicada.

As vantagens conferidas a PR devido as mutagoes dependem tanto do im-
pacto da mutacao sobre a capacidade replicativa como no ganho da resisténcia ao
inibidor. Analisando a tabela 1.4, nota-se que a relagao custo-beneficio, no subtipo

B, é melhor que no subtipo C quando estes sofrem a mutacao D30N.
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Tabela 1.4: Caracteristicas Fenotipicas dos Clones B e C relativos a ini-
bicao pelo nelfinavir (Adaptado de Gonzalez et al. (2004))

Clone ICs0 (uM) + DP (resisténcia) Cap. Rep. Relativa
B tipo selvagem 41.75 + 9 100%
BD30N 1743 + 87.6 (41,7) 86,5%
BL90M 178 + 6.8 (4,28) 91,9%
CD30N /N83T 1447.5 + 50 (34,6) 62,0%
CD30N/N8SD 636.5 £ 21 (15,2) 72,4%
CL90M 241 + 82 (5,7) 78,9%

Caracteristicas fenotipicas observadas in vitro para os clones mutantes do HIV-
1. ICsy significa a quantidade de farmaco necessaria para inibir 50% do nimero
maximo de clones que podem ser inibidos. Quanto mais “resistente” for o
clone, mais farmaco serd necessario para inibi-lo e maior sera o ICsq. Ao lado
do IC5y temos o desvio padrao e entre parénteses podem ser visualizados o
nimero de vezes que o ICsy do nelfinavir foi maior em relacao ao controle. Na
ultima coluna pode-se observar a capacidade replicativa dos clones mutantes
em relagao ao seu respectivo tipo selvagem.

Na tabela 1.5, observa-se que o clone CD30N/N83T é sempre menos adap-
tado em relagao aos outros e que a mutacao D30N também torna o virus do subtipo
B menos adaptado. Entretanto, é bom lembrar que isso ocorre na auséncia do ini-
bidor.

Observando as duas tabelas percebe-se ainda que os virus CD30N/N83T e
CD30N/N88D sao menos adaptados e com menor capacidade de replicagao, do que
o virus selvagem e do que o mutante CL90M. Assim, as diferentes prevaléncias da
D30N e L90M em pacientes que nao respondem bem ao tratamento com nelfinavir
nos subtipos B e C sao explicadas, ou seja, determinantes genotipicos especificos
do subtipo C dirigem o gendtipo de resisténcia ao nelfinavir dos virus do subtipo
C preferencialmente para a aquisicao da L90M porque ela tem um menor “custo”

para a atividade viral e nao requer nenhuma mutacao compensatoria.
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Tabela 1.5: Ensaio de competicao in vitro dos clones mutantes do HIV-1.
As duplas foram colocadas num mesmo meio de cultura e apés um tempo
foi avaliado qual estava em maior quantidade (Adaptado de Gonzalez et al.
(2004))

Ensaio de competicao

BD30N em competi¢ao com Resultado da competicao
CD30N/N83T BD30N ¢é mais adaptado
BL9OM BD30N ¢é menos adaptado
B BD30N ¢ menos adaptado
CD30N/N83T em competi¢ao com Resultado da competicao
BD30N CD30N/N83T ¢é menos adaptado
CL9OM CD30N/N83T ¢é menos adaptado
C CD30N/N83T ¢é menos adaptado

Estes dados sugerem que a mutacao D30N possa ser deletéria para o subtipo
C levando a uma baixa taxa replicativa e tornando o virus incapaz de estabele-
cer uma infecgao produtiva. Isso pode ser um fenétipo especifico do subtipo C e
nao estar generalizado para todos os subtipos nao-B. Ha indicios de que duas vias
diferentes sao usadas por subtipo B e nao-B na aquisicao de mutacoes de resistén-
cia a farmacos e para aumentar a capacidade de replicagao. Este conhecimento
pode influenciar estratégias terapéuticas futuras e na interpretacao de gendtipos

de resistencia onde estes variantes prevalecem.

1.8 Dinamica Molecular & Protease do HIV-1

Muitos trabalhos em DM tém estudado a protease do HIV-1 com a finalidade
de entender o comportamento dessa enzima a nivel atomico. Com objetivo de
familiarizar o leitor com os estudos ja realizados serao descritos, em linhas gerais,
algumas das linhas seguidas por alguns pesquisadores.

Em um desses manuscritos foi elucidado como uma enzima simétrica se ajusta

para reconhecer seus substratos assimétricos (Jeyabalan et al., 2000). Observou-se
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que quatro regioes no esqueleto peptidico da proteina de cada monémero rearranjam-
se de maneiras distintas na interacao com o substrato. Além disso, pode se perceber
que as ligacoes de hidrogénio entre o substrato e a proteina que sao intermediadas
por moléculas de agua possuem um papel de grande importancia na interacoes
entre receptor-ligante contribuindo principalmente para a adaptagao do substrato
assimétrico. As analises observadas forneceram um exemplo detalhado do reconhe-
cimento proteina-proteina e ofereceu desse modo um paradigma, onde a enzima
sofre mudancas conformacionais para reconhecer o substrato.

De posse do conhecimento acima muitos pesquisadores iniciaram um processo
para tentar compreender o mecanismo de resisténcia sofrido pela PR. Varios desses
estudos sugerem que a resisténcia aos inibidores de protease esteja associada ao
movimento de abertura de suas algas, o que permite uma interagao menos efetiva
com o inibidor, mas relativamente boa com o substrato. Dessa forma varios sao os
trabalhos que tentam compreender esse mecanismo de abertura por meio de DM.
Em 2006 Téth et al. analisaram a dinamica das algas com detalhes atomicos em
proteases livres de ligante, ja Batista et al. (2006) estudaram diferentes subtipos de
protease interagindo com o inibidor ritonavir e puderam perceber que os subtipos
nao B sofrem maiores variagoes em sua estrutura em relacdo a estrutura inicial
(principalmente nas regides das alcas) além de apresentarem reducao, no tempo de
permaneéncia, de algumas ligacoes de hidrogeénio.

Outros cientistas buscaram entender a influéncia que as mutacoes de resis-
téncia causam no comportamento da protease. Nessa linha Erickson e Burt (1996)
estudaram os residuos do sitio ativo e perceberam que eles frequentemente confe-
rem mutacao de resisténcia. Contudo alguns residuos fora do sitio ativo também
sofrem mutagdo que conferem resisténcia. Duas dessas mutagoes (D30N, N88S), a
primeira dentro e a segunda fora do sitio ativo, foram estudadas por simulagoes de
dinamica molecular por Wartha et al. (2005). Este trabalho reporta a idéia de que
mutacoes que ocorrem no sitio ativo sao responsaveis por alteracao direta entre o

sitio e o inibidor enquanto mutacoes localizadas fora do sitio ativo contribuiriam
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indiretamente para alterar o equilibrio conformational da protease.

Recentemente um trabalho veio sugerir um novo mecanismo de resisténcia
(Murzycki et al., 2008). A hipdtese é que os contatos hidrofébicos da protease
podem alterar a flexibilidade conformacional da proteina. Dessa forma mutacoes
em um desses residuos afetariam as interacoes hidrofébicas existentes em cada
monomero da proteina contribuindo diretamente no processo de resisténcia.

De modo geral os trabalhos de DM que estudam a protease do HIV-1 vém
tentando compreender o comportamento provocado pelas mutacoes de resisténcia
na PR do subtipo B ou tentam entender as diferencas entre as PRs de diferentes
subtipos do HIV-1. Este trabalho tem como diferencial tentar compreender o
comportamento provocado pela mutacao D30N nas PRs dos subtipos B e C. Até o
momento nao se tem noticias de nenhuma publicacao envolvendo estudos por DM
da mutacao D30N na PR do subtipo C, assim como das mutagoes compensatorias

N88D e N83T (observadas respectivamente in vivo e in vitro no subtipo C).
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Capitulo 2
Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Utilizar técnicas computacionais de Modelagem Comparativa e Dinamica
Molecular, visando compreender os mecanismos pelos quais a mutagao D30N altera

as caracteristicas funcionais da interacao entre a PR do subtipo B e C e o ligante.

2.2 Objetivos Especificos

Conforme ja mencionado, o subtipo C do HIV-1 que contém a mutagao D30N
tem baixissima ocorréncia clinica. Tal comportamento nao ocorre para o subtipo
B. Para tentar entender as diferengas causadas pela mutagao D30N nos subtipos

B e C foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

e Construir os modelos estruturais tedricos das proteases BD30N, C, CD30N,

CD30N-N83T, CD30N-N88D por modelagem comparativa.
e Executar etapas de dinamica molecular em solvente explicito nos modelos.

e Analisar as diferangas e semelhangas entres as PR’s do subtipo B e C
estabelecendo padroes de interacao protease/inibidor e protease/substrato

para cada subtipo estudado.

e Obter informacoes que poderao auxiliar na obtencao de um inibidor que

seja mais eficiente para a protease do subtipo C.
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Capitulo 3

Métodos

O aprimoramento das técnicas de biologia molecular permitiu que fossem re-
alizados projetos de sequenciamento em grande escala. O grande desenvolvimento
das técnicas computacionais ocorreu devido ao avango dos recursos computacionais
em termos de hardware e software. Atualmente varios programas sao comercializa-
dos através de grandes companhias e até mesmo de laboratérios académicos. Além
disso existem softwares fundamentados na filosofia de software livre, isto é, de co-
digo aberto e sem custos para o usuario. Um destes foi utilizado neste trabalho,
o GROMACS (Van Gunsteren e Berendsen, 1987), para realizar as simulagoes de
DM.

Métodos experimentais como a difracao de raios-X em cristais ou Resso-
nancia Magnética Nuclear (RMN), possuem um papel indispensavel na correta
compreensao dos mecanismos bioquimicos das proteinas, na elaboracao de mode-
los experimentais, na construcao de relagoes filogenéticas, no desenho de farmacos,
no desenvolvimento de vacinas, dentre varios outros. Entretanto, muitas proteinas
nao possuem sua estrutura tridimensional determinada. Por isso as ferramentas
computacionais tém grande utilidade na predicao de estruturas tridimensionais de
proteinas que ainda nao foram resolvidas por métodos experimentais. Tais técnicas
consistem em comparar a seqiiéncia primaria da proteina de interesse a proteinas
homoélogas ja resolvidas experimentalmente. Essa metodologia é conhecida como

Modelagem Comparativa (MC) (Marti-Renom et al., 2000).
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As estruturas geradas por MC podem ser utilizadas como ponto de partida
para o estudo dinamico de proteinas utilizando-se a técnica de dinamica molecular
(DM), a qual nos permite acompanhar a trajetéria de cada um dos dtomos de uma
proteina ao longo do tempo, permitindo a observacao das mudancas que ocorrem
nessa estrutura.

Ambas as técnicas (MC e DM) foram utilizadas nesse trabalho para que fos-
sem obtidas as estruturas tridimensionais das proteases do subtipos B tipo selvagem
(consB), BD30N, C tipo selvagem (consC), CD30N, CD30N/N83T e CD30N/N88D
do HIV-1 complexadas ao inibidor nelfinavir e ao substrato KARVLAEAM, e para

que, em seguida, o comportamento destas fosse analisado ao longo do tempo.

3.1 Modelagem Comparativa (MC)

Detalhes tridimensionais de biomoléculas de estrutura desconhecida podem
ser preditos pela técnica de MC. Esta técnica baseia-se na observagao de que a
estrutura de proteinas homdlogas sdo bem conservadas evolutivamente (Holm e
Sander, 1996). O passo inicial na modelagem comparativa é escolher a proteina de
referéncia, ou seja, aquela que tem similaridade seqiiéncial ou estrutural suficiente
com a seqiiencia de interesse para que a sua estrutura tridimensional seja utilizada
como molde para a construgao de um modelo tridimensional tedrico.

O banco de dados utilizado para a escolha das estruturas de referéncia foi o
PDB — Protein Data Bank (Berman, 2008), onde podem ser encontradas estrutu-
ras protéicas e nao proteicas que foram resolvidas por métodos experimentais (i.e.,
raios-X, RMN) e sao descritas por um conjunto de coordenadas atomicas. Nesse
trabalho foram levados em conta os seguintes aspectos para a escolha das referén-
cias: (i) se o ligante/substrato estava complexado a enzima; (ii) a qualidade da
estrutura experimental.

O cédigo de cada uma das proteinas no PDB, o ligante/substrato ao qual elas
estao complexadas, sua resolucao e a sua seqiiéncia se encontram na Tabela 3.1.

Na Fig. 3.1 pode ser visto o alinhamento dessas sequéncias.
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Tabela 3.1: Seqiiéncias Proteicas utilizadas como molde na Construgao

dos Modelos

Cédigo PDB: 10HR
Protease do subtipoB do HIV-1
Inibidor: Nelfinavir

Resolugao: 2.1 A

PQITLWQRPLVTIKIGGQLKEALLDTGAD
DTVLEEMSLPGRWKPKMIGGIGGFIKVRQ
YDQILIEICGHKAIGTVLVGPTPVNIIGR
NLLTQIGCTLNF

Cédigo PDB: 1F7A
Protease do subtipoB do HIV-1
Substrato: KARVLAEAMS

PQITLWKRPLVTIRIGGQLKEALLNTGAD
DTVLEEMNLPGKWKPKMIGGIGGFIKVRQ
YDQIPVEICGHKAIGTVLVGPTPVNIIGR

Resolucao: 2.0 A NLLTQIGCTLNF
10HR 1 PQITLWQRPLYTIKIGGQLKEALLDTGADDTVLEEMSLPGRWKPKMIGGT 50
RN RN R RN RN R R R RN NN R RN R RN RN R RRR RN
1F7A 1 PQITLWKRPLYTIRIGGQLKEALLNTGADDTVLEEMNLPGKWKPKMIGGT 50
10HR 51 GGFIKVRQYDQILIEICGHKAIGTVLVGPTPVNIIGRNLLTQIGCTLNE 99
RN R R R N NN R AR AR RN RN AR R RN RN RN NR R RN
1F7A 51 GGFIKVRQYDQIPVEICGHKAIGTVLVGPTPVNIIGRNLLTQIGCTLNE 99

Figura 3.1: Alinhamento comparativo das proteases utilizadas como referéncia.
Os simbolos qualificam o alinhamento quanto a similaridade: traco representa que
os aminoacidos das estruturas sao idénticos; dois pontos representa que ha uma
substituicao por um aminodacido conservativo; um ponto quando as substituicoes
nao sao conservativas.

Como as PRs do subtipo B e C sao muito semelhantes, diferindo basica-
mente em apenas 8 aminodacidos, foi utilizado o programa de visualizacao e ma-
nipulagao de estruturas protéicas e modelos, o Swisspdbviewer (Guex e Peitsch,
1997). Com ele, foram criadas as estruturas protéicas das seqiiéncias escolhidas.
Os arquivos dos modelos gerados foram entao verificados com o programa PRO-
CHECK (Laskowski et al., 1993), que permite a andlise do comportamento global
e individual dos aminoacidos através do diagrama de Ramachandran (Fig. 3.2) —
que analisa a torcao dos angulos ¢ e 1 da cadeia principal de uma determinada
proteina (Fig. 3.3) — onde o percentual e os aminodcidos distribuidos dentro das
regioes do grafico identificam a qualidade estereoquimica da estrutura tridimensi-

onal da proteina. Um modelo é considerado bom quando mais de 90% dos seus
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aminoacidos estao localizados nas regioes mais favorecidas. Neste trabalho todos
os modelos criados apresentaram cerca de 94% dos seus residuos nessas regices. Na

Fig. 3.2 pode-se observar um dos diagramas obtidos, todos os demais apresentaram

comportamento semelhante.
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Figura 3.2: Diagrama de Ramachandran de um dos modelos criados, no qual estao
mostradas as regioes fisicamente permitidas para os aminoacidos de acordo com os
angulos ¢ e 1¢». Em vermelho estao as regioes mais favorecidas, em amarelo escuro

as regioes favorecidas, em amrelo claro as regioes pouco favorecidas e em branco
as regioes desfavorecidas.
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Figura 3.3: Ligagao peptidica de dois aminoacidos consecutivos. Os angulos torci-
onais ¢ e 1 permitem que cada plano formado por esta ligacao gire em relagao aos
seus vizinhos.

3.2 Otimizacao das Geometrias Moleculares

O processo de otimizagao consiste em encontrar um conjunto de coordenadas
do sistema que minimize a energia potencial do sistema, de tal modo que este con-
junto esteja associado a um minimo local, ou global, da hipersuperficie de energia
potencial (pontos no espago de configuragoes onde todas as forgas sobre os dtomos
do sistema estdo balanceadas). Isso é feito através de ajustes nas posigdes ato-
micas, relaxando as distorcoes nas ligagoes quimicas, nos angulos entre ligagoes,
nas interacgoes eletrostaticas e nos contatos de van der Waals. Essa eliminacao
de deformacoes é importante para que, durante a dinamica molecular, as energias
potenciais localmente armazenadas nao se convertam em energia cinética, aumen-

tando muito a temperatura local podendo promover mudancas conformacionais

o6



indesejaveis na macromolécula.

Dentre os métodos classicos de minimizagao, encontramos: o algoritmo de
steepest—descent (i.e., método de maximo declive) (Deift e Zhou, 1993) e o mé-
todo de gradientes conjugados (Atkinson, 1988). O primeiro converge rapidamente
quando se esta longe do minimo de energia, mas possui convergéncia lenta quando
se esta proximo do mesmo. Ja o segundo método é indicado para um refinamento

final, quando se esta préximo do minimo.

3.3 Equilibragao do Sistema

Apbs o processo de minimizacao duas dinamicas de equilibracao sao neces-
sarias. A primeira consiste na equilibracao do solvente. Nessa etapa aplicam-se
restrigoes as posigoes dos atomos pesados da macromolécula em estudo (proteina
+ ligante). Isto permite que os d4tomos do solvente fiquem livres para a acomoda-
¢ao em camadas de solvatacao e interajam corretamente com a proteina. Sem essa
etapa € possivel que se introduzam artefatos de simulagao, onde a proteina pode
sofrer mudancas conformacionais nao “naturais” devido a uma ma estruturagao das
camadas de solvatagao.

A segunda etapa é a equilibracao do sistema como um todo (nenhuma restri-
¢ao é aplicada para quaisquer tipos de dtomo). Nessa etapa o sistema se acomoda
as condicoes termodinamicas impostas a simulacao, como temperatura, volume,

pressao e a possiveis modificagoes introduzidas (e.g., mutagoes).

3.4 Ensemble

O estado temodinamico de um sistema é definido por um pequeno nimero
de grandezas como o nimero de moléculas N, o volume V e a temperatura 7. O
agrupamento de configuracoes que tem os mesmos valores destas grandezas for-
mam o ensemble! correspondente. No limite termodinamico (N — oo) todos os

ensembles sao equivalentes, porém as simulacoes sao feitas com sistemas finitos e

! Esta palavra foi introduzida na mecanica estatistica por Gibbs (1902) e significa agrupa-
mento, conjunto, etc.
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por isto, para estudar certo tipo de propriedade, um ensemble pode ser vantajoso
em relacao a outro. Como exemplos de ensembles pode-se citar o canonico, em que
os estados de equilibrio sao caracterizados por serem minimos na funcao energia
livre de Helmholtz (NVT constantes), e o ensemble isobarico-isotérmico no qual os
estados de equilibrio sao caracterizados por serem minimos na fun¢ao energia livre
de Gibbs (NPT constantes).
Os sistemas bioldgicos costumam ser simulados no ensemble NPT, procurando-

se manter tanto a pressao quanto a temperatura com valores constantes, proximos

aos encontrados nos organismos em estudo.

3.5 Dinamica Molecular Classica (DM)

Dinamica molecular cldssica (DM) é uma técnica com a qual se estudam os
movimentos em um sistema de particulas por simulacao. Ela pode ser empregada
tanto em sistemas de atomos ou moléculas, como em sistemas macromoleculares.
Seus elementos essenciais sao o conhecimento do potencial de interacao entre as
particulas e das equagoes de movimento classicas que governam a dinamica dessas
particulas. O potencial de interacao deve incluir varios termos que descrevem as
interacoes entre atomos e moléculas.

Como resultado da dinamica molecular obtém-se as energias e trajetorias
para todas as particulas (ou d&tomos) e para o sistema como um todo, a partir das
quais varias propriedades podem ser calculadas. O tempo deixa de ser continuo,
sendo discretizado nos sistemas moleculares em passos menores do que o periodo
das vibragoes dos atomos de hidrogénio, o movimento molecular mais réapido.

Na DM ¢ calculada a forca F; que atua sobre cada particula i a partir da
derivada da fungao da energia potencial E(r;), que descreve a interagao entre as
particulas, em relacao a sua posicao r;, sendo i = 1,2,3...N, até o nimero total de

atomos.

_OE({r:})

F;, =
87‘,~

(3.1)
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A aceleracao a que cada dtomo estd submetida é obtida dividindo-se a forca
F; pela massa m;:

(3.2)

a; =

F;
m;
Substituindo a aceleragao no algoritmo de Verlet (Verlet, 1967) se determina

a posicao das particulas em incrementos de tempo dt:

ri(t + 0t) = 2ry(t) — 7i(t — 0t) + a;(t)ot? (3.3)

Embora a predi¢ao das novas posi¢oes no instante ¢ + 0t sejam computadas
somente a partir das posicoes nos instantes ¢, t — 6t e das forcas F; sobre cada
particula no instante t, as velocidades sao necesséarias para o calculo da energia
cinética que, somada a energia potencial, da a energia total do sistema. Elas sao
obtidas a partir do algoritmo de Verlet para a propagacao das velocidades:

it +6t) — it — ot)

vi(t) = o (3.4)

No algoritmo de Leap-Frog (Hockney, 1970) a velocidade é incluida explicita-
mente na determinacao das novas posicoes e possui uma maior precisao numérica
sendo as velocidades calculadas em (¢ + %) e as posicdes em (¢ = At). Esse algo-
ritmo introduz pequenas modificacoes nas equagoes anteriores, de forma a reduzir

as diferencas entre grandes termos, quando as velocidades sao calculadas.

As simulacoes por dindmica molecular utilizam as equacoes da mecanica clas-
sica, ou seja, as equacoes de Newton, para cada particula e em cada incremento
no tempo. O processo mais dispendioso computacionalmente é, em geral, a avali-

acao das forgas para obtencao das aceleracoes. O tempo gasto no calculo dessas
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forcas depende da complexidade da funcao de energia potencial de interacao entre
as particulas, como sera descrito a seguir. Em sistemas moleculares, as fungoes
potenciais mais realistas sao compostas de diversos termos. Na DM sao tomadas
as derivadas espaciais de cada termo e somadas para se obter a forca resultante e
a aceleracao, sobre cada atomo e a cada novo conjunto de coordenadas. As acele-
ragoes sao inseridas no algoritmo de Verlet, ou em um similar, para a predi¢cao das

novas posicoes e em seguida o processo se repete.

3.6 Funcao Energia Potencial ou Campo de Forga

Um sistema molecular seria descrito mais exatamente pela resolucao quanto-
mecanica do problema para cada geometria. Porém, o elevado niimero de atomos
das macromoléculas biolégicas e as atuais limitacoes computacionais requerem a
sua representacao fisica através de uma funcao potencial relativamente simples,
descrevendo de forma classica a interagao entre as unidades atomicas. Em dina-
mica molecular e calculos de mecanica molecular, as interacoes intra e intermole-
culares sao calculadas de uma forma simplificada utilizando uma parametrizacao
empirica. Esses parametros incluem massas dos atomos, cargas, angulos, diedros,
potenciais entre &tomos nao ligados (van der Waals e interagoes eletrostaticas), etc.
Freqiientemente se refere ao conjunto desses parametros de ajuste, juntamente com
as respectivas fungoes, como “campo de forcas molecular”. Na simulagao da dina-
mica molecular, as forcas que atuam sobre cada atomo sao obtidas calculando-se
a primeira derivada do potencial em relacao as posicoes desses atomos.

A partir dessas forcas, resolvem-se as equagcoes do movimento para descrever
como as posicoes atomicas variam com o tempo. A cada passo da dinamica as
forcas sao entao reavaliadas. Diversas funcoes potenciais tém sido propostas na
literatura. Como fatores comuns entre elas aparecem termos harmonicos para des-
crever ligacoes covalentes entre pares de atomos e angulos entre ligacoes quimicas
vizinhas, um termo torcional para descrever rotagoes em torno de ligagoes e termos

que descrevem interagoes entre atomos nao ligados.
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Os campos de forgas mais comumente empregados em simulagoes de DM sao
o GROMOS (Van Gunsteren e Berendsen, 1987), AMBER (Weiner et al., 1984),
CHARMM (Brooks et al., 1983) e MMFF94 (Halgren, 1996). Desses, um que ¢ ade-
quado para a simulagao de proteinas em solucao aquosa é o chamado GROMOS96.
Uma forma funcional deste campo de forcas é mostrada na Equacao 3.6 que se
encontra no final desta secao, contudo primeiro serao mostrados e explicados, cada
termo pertencente a esta equacao.

O primeiro termo da EQ. 3.6 abrange a interacao entre dois dtomos ligados,
por meio de um potencial harmonico, reproduzindo classicamente o movimento

vibracional entre pares de atomos ligados covalentemente.
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Ligacao n

DN | —

Figura 3.4: Representacao da energia potencial de ligagao para um par n qualquer.
O comprimento da ligacao oscila com o tempo segundo um potencial harmoénico
em torno de uma posigao de equilibrio (imagem adaptada de Silva (2003)).

Na equacao acima, N, é o niimero total de pares de atomos ligados e para cada
par sao definidos os valores especificos em que ky, € a constante de forca especifica,
r, € a distancia entre o par e r,, ¢ o parametro que define o comprimento de
equilibrio da ligacao.

O segundo termo da EQ. 3.6 simula a variacao angular entre trés atomos

ligados em seqiiéncia, por um potencial harmonico.
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Figura 3.5: Representacao da energia potencial angular para um terno de atomos
ligados n qualquer cujo angulo entre eles varia harmonicamente em torno do angulo
de equilibrio (imagem adaptada de Silva (2003)).

No é o nimero total de trios de atomos, kg, a constante de forca angular,
O,, 0 angulo de equilibrio e ©,, a variacao angular.

O terceiro termo da EQ. 3.6 descreve a variacao torcional improépria ou
diedral imprépria, envolvendo quatro atomos nao ligados seqiiencialmente, sendo
um central ligado aos outros trés, sobre os quais se pode imaginar planos que
compoem um angulo diedral, que variaria harmonicamente. Dao conta de manter
a planaridade dos atomos de hidrogénio em relagao ao anel benzénico e a da ligacao

peptidica, por exemplo, assim como a quiralidade para certos atomos de carbono.

63



Figura 3.6: Representacao da energia potencial diedral imprépria. Um carbono
a quiral esta representado aqui. Como na maioria dos campos de forca o atomo
de hidrogénio (representado para efeitos didaticos) fica integrado no Ca. Este po-
tencial cuida de manter a estabilidade tetraédrica deste grupo de dtomos (imagem
adaptada de Silva (2003)).

N, é o numero total de quaternos de atomos envolvidos em diedrais impro-
prios, k,, é a constante de forca angular diedral improéprio, w,, o angulo diedral
de equilibrio e w,, sua variagao angular. Na variacao do diedro impréprio, um car-
bono « quiral esta representado com o dtomo de hidrogénio integrado a ele. Este
potencial procura manter a estabilidade tetraédrica deste grupo de dtomos.

O quarto termo ligado da EQ. 3.6 descreve potencial do tipo periédico, co-
nhecido também como potencial torcional ou diedral préprio, portanto nao harmo-
nico como os outros trés potenciais para atomos ligados. E formado por quatro
atomos em seqiiéncia, cujos trés primeiros formariam um plano em angulo die-
dral com o plano formando pelos trés ultimos, de tal forma que este angulo possa
assumir posigoes preferenciais em fungao de sua multiplicidade (m,, nimero de
minimos para a tor¢ao de uma ligacao quimica especifica), que pode ser 2, um a
cada 180°%; 3, um a cada 120°; e 6, um a cada 60°). Estd associado as configuragoes

que este conjunto de atomos pode assumir.
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Ny

E, =Yk, [1+cos(m,g, —3,)]

n=1

Diedral
Préprio n

Figura 3.7: Representacao da energia potencial torcional prépria. Nesta represen-
tagdo, o anel benzénico (no plano diédrico 1-2_3) pode assumir seis angulos de
tor¢ao (minimos) em relagao ao plano do diedro 2_3_4 (imagem adaptada de Silva
(2003)).

Na equagao acima, kg, ¢ a constante que define a barreira de torcao, m,
a multiplicidade de minimos, ¢, a variacao diedro angular e 9, sua diferenca de
fase que pode ser 0° ou 180°, deslocando-se assim o ponto de maxima para este
potencial.

O quinto termo da EQ. 3.6 representa a energia potencial de Lennard-Jones.
Este termo descreve interacoes entre atomos nao ligados quimicamente. E um
potencial de curto alcance (unidades de A) com um termo repulsivo, em virtude do
principio de exclusao de Pauli, o qual diz que dois elétrons nao podem compartilhar
os mesmos 4 nimeros quanticos, e um atrativo (associado as interagoes de van der
Waals), derivado principalmente pelas forcas de dispersao, conhecidas também
como forcas de London, que surgem a partir de pequenos dipolos oscilantes criados

pela flutuacao da nuvem eletronica.
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Figura 3.8: Representacao atomica usando-se os raios de Van der Waals (Rvdw), os
quais sao definidos para cada atomo pela metade da distancia em que seu potencial
de Lennard-Jones vale zero (o grafico ndo estd na mesma escala que o desenho)
(imagem adaptada de Silva (2003)).

Para um dado atomo i é computada sua energia de interagao com os dtomos
j, de um total de N*, pois sao excluidos seus primeiros e segundos vizinhos liga-
dos, que sao tratados pelos potenciais anteriores, ao passo que para os terceiros
vizinhos parametros menores no potencial de Lennard-Jones sao considerados. Os
parametros A;; e B;; dependem dos tipos de pares de atomos (e se sdo terceiros
vizinhos ou nao) e r;; é a distancia entre eles.

O sexto termo da EQ. 3.6 descreve a energia potencial eletrostatica. Na
definicao dos parametros de carga para os atomos segundo um campo de forgas,
valores de cargas parciais lhes sao atribuidos de forma a se tentar reproduzir a
diferenga de eletronegatividade que eventualmente existe entre dois atomos ligados
covalentemente. As pontes de hidrogénio sao de origem essencialmente eletrosta-
tica (no campo de forgas elas sdo descritas pelo termo eletrostético e LJ) e tem
grande importancia na estabilizagao de estruturas secundarias das proteinas e na

especificidade entre ligante e proteina.
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N*
E, = 4i4;
C S anory
1<]

Na equagao acima, g; e g; sao as cargas parciais para dois dtomos quaisquer
do sistema, cuja distancia entre eles é r;;, § é a permissividade dielétrica do vacuo
livre, £ a constante dielétrica relativa do meio e, para um dado atomo i, N* é o
nimero restante de atomos j, subtraido seus primeiros e segundos vizinhos liga-
dos, sendo sua interacao como os terceiros vizinhos reduzida por uma constante.
Contudo, o mais comum em DM é aplicar-se um raio de corte (RC), isto é, dado
um atomo i a partir do qual se delimita uma esfera de raio RC, tomam-se para

calculo de interagao eletrostatica e de van der Waals somente os a&tomos nao ligados

contidos nesta esfera.

9,2
7,6

5.9

4.2

0,8

Figura 3.9: Representacao esquematica da energia potencial de Coulomb entre dois
atomos de cargas opostas. No grafico da funcao de Coulomb, o eixo x corresponde
a distancia (em dngstrons) e o eixo y corresponde a energia (KJ/mol) (Adaptado
de Silva (2003))
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Desta forma, os termos combinados para energia potencial compoem a equa-

¢ao do Campo de Forgas.

E=E,+FEo+ E,+ Ey+ Eyaw + Eg (3.6)
1
Energia Potencial de Ligacao: Ej, = 5 Z Ko (Tn — Ton)?
n=1

No
1
Energia Potencial de Ligacao Angular: Fg = 3 Z kon (0, — Oon)?
n=1

N,
1 w
Energia Potencial Torcional Imprépria: E, = 5 E K (Wn — Won)?
n=1

Ny
Energia Potencial Diedral Agular: £y = Z kgn(1 + cos(my,é, — 6y))
n=1
NOA. B
Energia Potencial de Lennard-Jones: E,qw = Z( lzg — réj )
i<j i i
N* . .
Energia Potencial Eletrostatica: F, = Z 4%—%
i< wE&oT ij

Os quatro primeiros termos tratam das interacoes entre atomos ligados e
respondem por interagoes essencialmente de origem quantica (como, por exemplo,
nas ligagbes quimicas covalentes). Os termos de Lennard-Jones e de Coulomb,
ainda que simplificados, tratam das interacoes de longa distancia, entre atomos
distantes quatro vizinhos ou mais e, como mencionado antes, com um tratamento
especial para o terceiro. Todos estes potenciais atuam de forma independente uns

dos outros e sobre todos os atomos do sistema.

3.7 Correcgoes das Interagoes de Longo Alcance

A estabilidade conformacional de uma proteina resulta de um arranjo de
interacoes locais e nao-locais. As contribuicoes eletrostaticas sao as principais
contribuigoes de longo alcance.

A contribuicao para as interacoes de van der Waals em distancias superio-

res a 0,8 nm é bem proxima de zero. Entretanto, a contribuicao para o termo
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de Coulomb ¢ importante a distancias mais longas. Como as interagoes de longo
alcance, a principio, sao de alcance infinito, quando se faz o calculo da contribuicao
eletrostéatica (Coulomb) que cada dtomo sofre, deve-se fazer o somatério das inte-
racoes entre todos os pares de atomos. Como os sistemas em DM sao de dezenas
ou centenas de milhares de atomos, isso acarretaria em um alto custo computaci-
onal, inviabilizando esta técnica. Sao empregadas técnicas para limitar o nimero
de particulas envolvidas nestes calculos. O método classico para essa limitagao é
o Raio de Corte Truncado (RC-T), em que hé interrupgao nas interagoes a par-
tir de uma determinada distancia. Este método pode atribuir um grande ruido
no sistema (série de imprecisoes e artefatos) por eliminar um ndmero grande de
interagoes importantes, quando o valor do Raio de Corte for insuficiente. Foram
desenvolvidos métodos que reduzem drasticamente este ruido, dentre eles o Raio
de Corte com Campo de Reacdo (RC-CR) e o Particle Mesh Ewald (PME). Como
descrito por Batista et al. (2006) o RC-CR demostrou ser a melhor técnica para
simular os efeitos da PR do HIV, portanto nesse trabalho tal técnica foi escolhida
para nossas simulagoes.

O tratamento das interagoes eletrostaticas utilizando o RC-CR faz com que
o potencial de Coulomb tenha o valor zero no Raio de Corte escolhido, ao assumir
uma constante dielétrica para o ambiente além do Raio de Corte. O potencial para

a interacao de Coulomb passa a ser:

Voy = f 24 [1 + (3.7)

rij

Sr—175]  Lag 3%y
Qérf—i—ng’ Te Qérf—l—l

onde g; e g; sao as cargas dos atomos envolvidos, &,¢ ¢ a constante dielétrica
para o Campo de Reagao, r. ¢ o Raio de Corte e ;; ¢ a distancia entre os dtomos

envolvidos.
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Figura 3.10: Representacao do potencial de Coulomb com e sem a aplicacao do
Campo de Reacao. Em A, figura representativa das consideragoes para cada tra-
tamento eletrostatico. Em B, representacao dos efeitos da aplicacao do campo de
reacao na funcao de Coulomb para particulas de mesma carga com e sem o campo
de reagao, utilizando um raio de corte de 16 A. Imagem adaptada de Goliatt

(2007).
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3.8 Condicoes de Fronteira

Um sistema pode ser simulado sob diversas condigoes de fronteira. O ideal
seria que o meio circundante fosse infinito, mas isto é impossivel de ser modelado,
ou entao que fosse grande o bastante para ser definido fisicamente como “infinito”,
de maneira que se pudessem desprezar os efeitos de borda, algo de altissimo custo
computacional e, portanto, inviavel. Simulacoes podem ser feitas em meio efetivo
(em que os parametros do campo de forgas sao elaborados para simular o efeito do
solvente implicitamente), sem solvente explicito nao hé o problema das condigdes de
fronteira. Porém, a simulacao molecular, em busca de uma melhor representacao de
sistemas biolégicos (reagdes que ocorrem em meio aquoso), exige, para uma gama

bem grande de estudos, a presenga do solvente tratado explicitamente (Fig. 3.11).

Figura 3.11: Enzima protease do HIV em solvente explicito. As cadeias da protease
estao na representacao de estrutura secundaria. A cor rosa identifica as a-hélices,
amarelo folhas-3 e verde ou branco os loops. As moléculas de agua estao na
representagao de varetas, coloridas pelo tipo de dtomos: branco (H) e vermelho

(0).

Assim, uma forma de se abordar este problema ¢é pela inclusao das Condigoes

Periddicas de Contorno (PBC), cuja geometria pode ser cibica, octaédrica, entre
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outras. Esse método impede que um atomo que se encontra proximo a borda
realize um nimero menor de interagoes que um atomo que se encontra dentro da
caixa. Em uma dinamica com moléculas explicitas de agua, aplicam-se as PBC a
uma caixa contendo a molécula de interesse e o nimero apropriado de moléculas
do solvente, que é circundada por imagens periddicas de si mesma. Dessa forma,
quando uma molécula se move na caixa central, suas imagens peridédicas em cada
uma das caixas vizinhas se movem exatamente da mesma forma. Entao, se uma
molécula deixa a caixa central, uma de suas imagens ird entrar pela face oposta

como esquematizado abaixo.

Figura 3.12: Condigoes periddicas de contorno retangular. Uma proteina e seu
solvente com suas oito imagens replicadas. Uma esfera de raio Rc é tracada a
partir do dtomo i, o qual interage com a imagem do dtomo j (j’).

Além disso, o uso das PBC implica a necessidade de se usar raio de corte
(R.), de tal forma que um dado dtomo do sistema nao possa ver outro dtomo de

sua imagem.
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Onde d ¢ a distancia minima entre a proteina e a parede da caixa, a ser
preenchida, normalmente, por moléculas de solvente. Na Fig. 3.12 estd uma
representacao bidimensional da PBC, neste caso um sistema de geometria retan-

gular.

3.9 Parametros das Simulacgoes

Levando em consideracao os resultados obtidos por Gonzalez et al. (2004),

foram propostas 12 estruturas da protease do HIV-1:

e subtipoB-inibidor, subtipoB+substrato;

e subtipoC+inibidor, subtipoC+substrato;

e mutante BD30N-+inibidor, mutante BD30N+substrato;

e mutante CD30N+inibidor, mutante CD30N-+substrato;

e mutante CD30N/N83T+inibidor, mutante CD30N/N83T+substrato;

e mutante CD30N /N88D+inibidor, mutante CD30N/N88D~+susbtrato;

Para o subtipoB+inibidor nao foi criado nenhum modelo. Neste caso a es-
trutura cristalografica 10HR (usada como molde) foi utilizada. As sequéncias
utilizadas para a construcao dos modelos consB+substrato, consC+substrato e
consC+inibidor foram as sequéncias consenso propostas por Soares et al. (2003).
Para os respectivos mutantes foram utilizadas essas mesmas sequéncias acresci-
das das mutacoes em estudo. Na Fig 3.13 pode-se visualizar o alinhamento das

seqiiéncias de cada uma das estruturas.
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10 20 30 40

10HR POITLWORPLVIIKIGGQLEEALLDTGADDTVLEEMSLPGRWEKPKMIGGT 50

B D30N POITLWORPLVIIKIGGQLKEALLDTGADNTVLEEMNLPGRWKPKMIGGT 50
consC POITLWORPLVSIKVGGOIKEALLDTGADDTVLEEINLPGEWKPKMIGGT 50
C _D30N POITLWORPLVSIKVGGOIKEALLDTGADNTVLEEINLPGEWKPKMIGGT 50

CD30N _N83T PQITLWOQRPLVSIKVGGOIKEALLDTGADNTVLEEINLPGKWKPKMIGGT 50
CD30N _NSSD PQITLWORPLVSIKVGGOIKEALLDTGADNTVLEEINLPGEKWKPKMIGGT 50

60 70 80 o0

1C0HR GGFIKVROYDOILIEICGHKAIGTVLIVGPTPVNIIGRNLLTOQIGCTLNE 99
B D30N GGFIKVROYDOILIEICGHRAIGTVLIVGPTPVNIIGRNLLTQIGCTLNE 99
consC GGFIKVROYDOILIEICGKKAIGTVLVGPTPVNIIGRNMLTOQLGCTLNE 99
C _D30N GGFIKVROYDOILIEICGKKAIGTVLVGPTPVNIIGRNMLTQLGCTLNE 29

CD30N N83T GGFIKVRQYDQILIEICGKKAIGTVLVGPTPVTIIGRNMLTQLGCTLNE 99
CD30N _N88D GGFIKVRQYDQILIEICGKEAIGTVLVGPTPVNIIGEDMLTQLGCTLNE S5

Figura 3.13: Alinhamento das seqiiéncias das PRs construidas. As colunas em
destaque representam os polimorfismos encontrados entre os subtipos B e C (T12S,
[15V, L191, M36I, R41K, H69K, L8IM e I193L); em vermelho estdo as mutagoes
D30N, N83T e N88D; e em rosa a diferenca entre a seqiiencia 10HR e a consenso.

Essas estruturas foram construidas através do programa Swiss-PdbViewer
e posteriormente foram submetidas a calculos de minimizacao de energia no pro-
grama Gromacs 3.3.1.

O campo de forgas utilizado foi 0 GROMOS96 (Van Gunsteren et al., 1996) e
os parametros de carga escolhidos para os residuos foram padroes (representagoes
de carga mais provaveis quando o residuo se encontra em pH fisiolégico). Para
todos os modelos, os residuos Arg e Lys ficaram protonados, carga +1, enquanto
as His ficaram neutras. Os residuos Glu e Asp ficaram em estados desprotonados,
carga -1, exceto o aminoacido catalitico, Asp124, que foi protonado com a finali-
dade de mimetizar o comportamento real da enzima. Todas as simulacoes foram
realizadas em caixas cubicas contendo a descricao explicita de moléculas de agua
e considerando uma camada de solvatacao de no minimo 15 A em cada dimenséo
da macromolécula.

Como essa ¢ uma proteina carregada, foram adicionados contra-ions ao sis-
tema para tornd-lo neutro. Na verdade, estes sistemas foram neutralizados pela

substituigao de moléculas de dgua por fons de cloro (Cl-) nas posigoes mais favo-
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raveis eletrostaticamente. Em geral cada sistema foi composto por cerca de 40.000
atomos.

Antes da dinamica molecular, foram feitos 5000 passos de minimizagao pelo
método steepest-descent com restricao de posicao para os atomos pesados do es-
queleto da proteina, 5000 passos de minimizagao ainda pelo steepest-descent com
todos os atomos fléxiveis e 5000 passos de minimizagao pelo método de gradientes
conjugados. Todos os céalculos envolvendo o GROMACS foram feitos em precisao
dupla. Isso resultou que o processo de otimizacao parasse antes dos 5000 passos
de interagoes (entre 1500 e 3500 passos no primeiro método e entre 1 e 10 pas-
sos no segundo) porque o limite de precisdo numérica do processador havia sido
alcancado.

Apdbs o processo de minimizacao foram feitas duas etapas de equilibracao,
uma DM de 500 ps com restricao de posicao para os atomos pesados e outra
DM de 2 ns sem restricao de posicao. Apds a etapa de equilibracao, foram feitas
simulagoes de 8 ns de DM para posteriores andlises. As minimizagoes das energias
potenciais por mecanica molecular e as simulacoes de DM foram feitas com o pacote
de programas GROMACS, versao 3.3.1, utilizaram o modelo de dgua SPC flexivel
(Van Gunsteren e Berendsen, 1987) ¢ PBC.

As simulacoes de MD foram de 8 ns, com dt igual a 2 fs, a temperatura de
300 K e pressao igual de 1 atm, modelo de agua SPC, registrando-se coordenadas
espaciais atomicas e energias a cada 2ps. Foram usados raios de corte de 14 A
para Coulomb, 12 A para Van der Waals e a constante dielétrica &,y = 54, valores
escolhidos em funcao da temperatura, do sistema estudado e do modelo de agua
utilizado (Batista et al., 2006; Smith e Van Gunsteren, 1994). Foram também
aplicados os algoritmos de constrigao: SETTLE (Miyamoto e Kollman, 1992), para
o solvente, e LINCS (apenas para comprimentos de ligagoes, Hess et al. (1997)) para
a protease e ligante. Estes algoritmos sao os mais rapidos até agora implementados
para simulagoes de MD. Sé com as constrigoes de distancia de ligagoes (aplicada a

todos os tipos de ligacoes) é que é possivel elevar o passo de integragao no tempo de
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0,5 para 2,0 fs. Para o tratamento das interacoes eletrostaticas de longa distancia

foi usado o campo de reacao.

As condicoes das simulacoes de dinamica molecular das proteases dos subti-

pos B e C estao sumariadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Ficha técnica das condigoes gerais das simulagoes realizada

por MD das proteases B e C

Tempo de simulacao

8ns (4000000 passos de 2fs)

Programa

Gromacs 3.3.1

Campo de forgas

Gromos96 (43al)

Interagao eletrostatica RC_CR

Raio de Corte (Coulomb) 14A
Interacao de van der Waals Raio de Corte
Raio de corte (Van der Waals) 12A
Restricao das ligacoes da Proteina | LINCS
Restricao das moléculas de agua SETTLE
Modelo de agua SPC

Temperatura constante de 300 k& (Berendsen)

Outros Pressao Constante de 1 atm (Berendsen)
Condigoes Periédicas de Contorno (PBC)
3.9.1 Analise de Estruturas e Geragao de Figuras

Para analisar as estruturas geradas apods os calculos de otimizacao e dinamica
molecular, foi utilizado o programa VMD (programa de visualizagao molecular,
animacao e anélise de grandes sistemas biomoleculares). Os gréficos de variagao
de energia, da variagao do RMSD, das distancias entre atomos e da formagao de
ligacoes de hidrogeénio foram analisados com o programa XMGRACE e posterior-
mente gerados no programa Microsoft Office Excel. Ja os graficos que descrevem
o comportamento das enzimas ao longo da dinamica foram gerados no programa
MOLMOL. As analises de superficie de contato intermolecular foram feitas com
o programa SURFMDS (Souza et al., versdo atualizada de 2007), um programa
desenvolvido pelo Laboratério de Modelagem e Dinamica Molecular (LMDM) do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ.
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3.10 Topologia dos inibidores

Tendo em vista que no campo de forcas GROMOS96 (Van Gunsteren et al.,
1996), implementado no programa GROMACS 3.3.1 (Van der Spoel et al., 2001),
nao ha parametros para compostos diferentes de aminodcidos, proteinas e acidos
nucléicos, houve a necessidade de parametrizar o ligante a fim de obtermos arqui-
vos com o conjunto de informagoes necessarias para a execugao do programa. Tal
parametrizacao me foi cedida pelo Laboratério de Modelagem e Dinamica Molecu-
lar (LMDM) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ. O grupo do
LMDM tomou como base a topologia para o campo de forcas GROMOS87 (Van
Gunsteren e Berendsen, 1987) gerada automaticamente pelo sevidor PRODRRG
(Aalten et al., 1996), sendo utilizado deste campo de forgas alguns parametros de
angulos, ligacoes e outros parametros previamente determinados para outras estru-
turas similares. Para o célculo dos parametros nao disponiveis (i.e., cargas parciais
atomicas), foram feitos célculos ab initio utilizando o programa GAUSSIAN94
(Frisch et al., 1995), aplicando a base B3LYP/6-31G** com a op¢ao CHELPG,

assumindo carga total nula para os farmacos.

3.11 Desvio da Raiz Média Quadratica (RMSD)

O desvio padrao ou Desvio da Raiz Média Quadrética (RMSD do inglés Root
Mean Square Deviation (Spiegel, 1994) é o resultado do calculo realizado para a
comparacao de dois conjuntos de dados. Sua aplicagao neste trabalho é o calculo
para a comparagao das coordenadas dos dtomos (excluindo o solvente) ao longo do
tempo das simulagoes em relacao a estrutura inicial como referéncia. Nesse caso
temos um grafico do desvio global da estrutura em relagao a conformacao inicial

versus tempo.

Desvio Padrao = \/% Yo (X — X)?

onde n é o numero total de amostras, X; é a coordenada tridimensional de

cada atomo da amostra 7 e X a coordenada de referéncia. O resultado destes
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calculos d4 uma idéia do quanto a proteina variou ao longo do tempo em relacao

A estrutura de referéncia.

3.12 Flutuacao da Raiz Média Quadratica

Outra andlise com base no Desvio Padrao é a Flutuacao da Raiz Média Qua-
dratica (RMSF). Este método difere em relagdo ao primeiro pelo fato de agora
tomarmos com referéncia a estutura média na Dinamica Molecular e calcular a
flutuacao de cada residuo de aminoédcido (média dos desvios de cada dtomo do
residuo em relagao a esta estrutura média). Nesse caso temos um gréfico do desvio
ou flutuacao conformacional de cada residuo versus sua posicao na cadeia polipep-
tidica que pode permitir observar as variagoes locais, ou seja, quais os residuos

tiveram maior variagao.

3.13 Raio de Giro e Momento de Inércia

Uma anélise sobre o formato adquirido pela proteina ao longo da simulacao
por Dinamica Molecular é possivel monitorando o comportamento da proteina nos
eixos X, y e z, e calculando os principais momentos de inércia. O momento de
inércia pode ser calculado multiplicando-se o raio de giro pela massa da proteina.

O raio de giro R, ¢ calculado como:

R — Zi [Iril[*mi
g 25 M

onde m; é a massa do atomo i e r; é a distancia do atomo 7 em relacao ao

centro de massa da molécula. O momento de inércia é dado por:
3.14 Ligacoes de Hidrogénio

As ligacoes de hidrogénio sao importantes interacoes nao-covalentes exis-

tentes nos sistemas biolégicos, contribuindo para a especificidade das interagoes
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receptor-ligante e para a manutengao das conformacoes bioativas de macromo-
l16leculas e das estruturas secundarias a-hélices e as folhas-3 de proteinas. Nas
biomoléculas essas interagoes sao formadas entre atomos mais eletronegativos que
o carbono, como o oxigénio e o nitrogénio, que atuam como aceitadores e doado-
res de hidrogénio (Fig. 3.14). A energia envolvida em ligacoes de hidrogénio é da
ordem de 1 a 6 kcal/mol, razoavelmente superior a energia de ruido térmico, da
ordem de 0,6 kcal/mol, para temperatura ambiente, porém inferiores as ligagoes

ionicas e, bem menos ainda, as ligacoes covalentes.

®) H

Figura 3.14: Ligagoes de hidrogénio. Dados r (distancia) e a (dngulo) sdo trés
as convengoes para determinacao dessas ligacoes. Em (a) r é tomado entre D-A
inferior a 3,6 A, com a variando entre 0 — 60° e em (b) r é tomado entre H-A
inferior a 2,7 A, com « variando entre 120 — 180°. A combinagao de critérios entre
(a) e (b) também pode ser utilizada.

3.15 Area de Interacao Intermolecular

Uma outra andlise feita foi a drea da superficie do sitio ativo da proteina
acessivel ao ligante, calculando as areas médias de contato de cada residuo ami-
noacido com o respectivo ligante. Nessa analise fica caracterizada a importancia de
cada residuo aminoacido para a interecao protease-ligante, dando um importante
subsidio para o desenvolvimento de um farmaco. Esta analise foi feita utilizando
o programa SURFMDS (citado na segao 3.9.1). A Superficie Molecular do sitio
ativo foi desenhada a partir de uma ponta de prova esférica correndo sobre a pro-

teina com seus dtomos representados por suas esferas de van der Waals (Connolly,
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1983a). Dessa maneira foram calculadas a drea de superficie accessivel ao sol-
vente (SAS) e a drea de superficie excluida ao solvente (SES) (Connolly, 1983b)

(Fig. 3.15).

SAS

SvdW

Ponta de

)va

SM = SES = SR + SR

Figura 3.15: Superficie Molecular e Superficie Intermolecular. Representacao bi-
dimensional. Uma ponta de prova esférica corre por sobre a superficie de van der
Waals (SvdW), gerando superficies de contato (SC) e superficies de reentrancia
(SR), que somadas compoem a superficie excluida ao solvente ou superficie mole-
cular (SM). O centro de prova desenha a superficie acessivel ao solvente (SAS). A
superficie Intermolecular (SI) seria a interseccao das SAS de moléculas diferentes
dentro do espaco definido pela ponta de prova.

A partir das superficies moleculares da proteina e do ligante é possivel de-
terminar a superficie intermolecular como sendo a superficie de interseccao entre
as SAS do ligante e a SAS da proteina, ou seja, somam-se as areas dos atomos
da proteina e do ligante préximos o suficiente para que nao haja espaco para uma

molécula de agua. Neste trabalho foi empregado um raio de esfera de prova igual

a 1,4A.
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Capitulo 4

Resultados do Estudo de Casos —
Subtipos B e C Complexados ao

Nelfinavir

4.1 Interagao entre a PR e o nelfinavir

4.1.1 Propriedades Globais

Tomando a protease do subtipo B (c6digo de acesso no PDB: 10HR) comple-
xada com o ligante nelfinavir como molde para a construc¢ao dos modelos tedricos
das estruturas tridimensionais das PR’s mutantes, foram feitas simulagoes para
reproduzir a dinamica de interacao entre a PR e o inibidor. Os seis sistemas
complexados com o nelfinavir - consB, BD30N, consC, CD30N, CD30N/N83T e
CD30N/N88D - foram examinados por simulagoes de DM durante 10 ns. Entre-
tanto os dois primeiros nanosegundos foram para equilibracao do sistema sendo
apenas os 8 ns finais considerados para a etapa de analise. Certos parametros fo-
ram analisados a fim de se estabelecer relacoes entre os subtipos B e C que levem
a entender as diferencas causadas pela mutacao D30N em cada subtipo. Todas as
6 simulagoes foram realizadas com a protease em solvente explicito e contra-ions,
utilizando condigoes periddicas de contorno, perfazendo cerca de 40.000 atomos
cada sistema.

Para avaliar a estabilidade das simulagoes precisamos atentar para o com-
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portamento dinamico dos sistemas. Como pode ser visto na figura 4.1, o desvio
quadratico médio (RMSD), ao longo das dinamicas, dos atomos do esqueleto pep-
tidico, com relagao as estruturas iniciais (minimizadas) de quase todos os modelos
possuem uma variacao menor que 0,3 nm ao fim dos 8 ns. Somente os mutantes
BD30N e CD30N/N83T apresentaram desvio maior ou igual que 0,3 nm. Esta
analise permite acompanhar dinamicamente as variagoes da estrutura em relacao
a estrutura antes da DM.

As PR’s consB, consC, CD30N e CD30N/N88D se mostraram mais estaveis,
principalmente ap6s 5 ns. Por outro lado, o mutante BD30N apresentou os maiores
desvios durante toda a DM, chegando a mais de 0,35 nm em alguns momentos.

Além disso, este sistema, apds 9 ns apresentou um novo crescimento no desvio.
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Figura 4.1: Desvio Médio Quadratico (RMSD) da PR, em relagdo a estrutura
inicial (p6s — minimizagao de energia), no tempo (10 ns de simulagao): consB
(verde), BD30ON (vermelho), consC (rosa), CD30N (preto), CD30N/N83T (azul) e
CD30N/N88D (amarelo).
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Tabela 4.1: Valores Médios do RMSD (nm) do esqueleto da protease
complexadas ao nelfinavir

B BD30N C CD30N | CD30N/N83T | CD30N/N88D

0.22+0.02 | 0.37£0.04 | 0.22£0.01 | 0.25 £ 0.01 0.29 £ 0.01 0.25 +£0.02

A média dos RMSDs, calculada para os ultimos 8 ns de simulacao, varia de
2,2 Aa 3,7 A. Os modelos consB e consC apresentaram o menor desvio médio —
2,2 A — e 0s modelos BD30N e CD30N/N83T obtiveram os maiores desvios médios

~ 3,7 A ¢ 29 A respectivamente — (Tabela 4.1).

4.1.2 Flutuacoes dos Residuos

Para melhor entender a origem dos desvios observados nas andlises do item
anterior, tém-se os graficos da flutuagdo do RMSD por residuo (RMSF) o que per-
mite uma andlise da contribuicao de cada residuo nos tltimos 8 ns de simulacao.
Analisando tais contribuicoes (Figs. 4.2, 4.3, 4.4), temos que as regides onde ha
maior variagdo para a PR BD30N sao as proximas as isoleucinas 149 (também cha-
mada de 50°) e 50 (Fig. 4.3), entretanto as PRs mutantes do subtipo C nao tiveram
sua maior variacao nesse residuo, mas sim na glicina 16 (Fig. 4.4). Além disso,
os desvios sofridos nas isoleucinas 50 e 50’ de todas as PRs mutantes do subtipo
C (0,25 nm) foram menores do que os sofridos pelo BD30N (acima de 0,35 nm).
Essa regiao tem uma importancia fmpar na ligacao do substrato/inibidor, pois
estes residuos estabilizam o substrato/inibidor no sitio ativo, através de ligagoes
hidrogénio intermediadas por moléculas de dgua estruturadas (que estao presentes
nas estruturas determinadas por cristalografia); uma outra regiao da PR, préxima
a GLY115, também apresentou grande desvio (Figs. 4.2, 4.3, 4.4). E importante
notar que a regiao dos ASP cataliticos (25 e 124) possui uma variagdo pequena em

todos os sistemas, essa regiao é essencial para a interagdo do substrato/inibidor.
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4.1.3 Representacao 3D do RMSD para os atomos do backbone

E possivel ter uma idéia da flexibilidade do esqueleto peptidico das proteinas
através de uma representacao grafica 3D do valor do RMSD associado ao mesmo.
Apesar do inibidor estar no sitio ativo, nessa analise s6 tratamos da representacao
dos desvios da PR. Os desvios respectivos ao inibidor durante a DM serao tratados
em uma Secao a seguir.

Com a representacao 3D do RMSD do esqueleto peptidico na figura 4.5, pode-
se constatar visualmente que no mutante BD30N, os desvios na estrutura foram
maiores, principalmente na regiao dos flaps. Nas PR’s mutantes do subtipo C, o
desvio foi ligeiramente menor na regiao das al¢gas quando comparado ao observado

no mutante BD30N.
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BD30ON

ConsC CD30N

CD30N/N83T CD30N/N88D

Figura 4.5: Representacao 3D das flutuacoes do RMSD do esqueleto peptidico da
PR. O RMSF foi representado por um tubo com a espessura variada, onde quanto
mais espesso o tubo, maior o desvio. Foram coloridos por estrutura secundaria: em
vermelho, a—hélice; em azul, folhas—/3 e em cinza, loops e estruturas randomicas. As
esferas representam as mutacoes: em vermelho, D30N; em azul, N83T e em amarelo,

N88D.
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4.1.4 Variacoes nas alcas da Protease

Uma questao importante quando se estuda a variacao das alcas é saber se
houve abertura das mesmas. Para isso foi calculada a distancia entre as pontas
das alcas (residuos ILE50 e ILE149) e o centro catalitico.

Quando analisamos a Fig. 4.6 temos a variacao temporal da distancia entre
as isoleucinas (ponta das algas) e o centro catalitico da PR. Esta medida representa
como se comportaram essas alcas durante a DM. Nota-se claramente que nos mo-
delos consC e CD30N/N88D as algas nao se afastaram dos Aspérticos cataliticos.
No caso do CD30N enquanto a cadeia A manteve a distancia invariavel a cadeia B
apresentou uma reducao na abertura.

J& no consB ocorreu a separacao (aumento na distancia) das algas a partir
de 5 ns, devido ao aumento na distancia da alca da cadeia B. Entretanto somente
as distancias superiores a 1.6 nm sao consideradas como tendo as algas na con-
formagao semi aberta (Spinelli et al., 1991). Dai temos que somente os mutantes
BD30N e CD30N/N83T obtiveram uma abertura significativa em suas al¢as. Além
disso, comparando a abertura das alcas desses mutantes pode-se perceber que a

abertura no BD30N é maior que no CD30N/N83T.

90



"001yRIS Op ORDRZI[BNSIA B IRJI[IDR] OPULSIA BPIJIOAUI 10 RINSY Y "(JIYN/NOED O[eIewe wo o [ eIN/N0edD [nze
wo ‘NOg) 0301d we ‘HSuo)) BSOI W ‘NS OYPULIDA W ‘gsuo)) opIoa Wi ‘(61 HII) g ®PpPeRd ' ojualsjol vUR)SID g Wi (0¢ A1) V
RIOPED BD B[R B 9)UDI9JOI RIDUR)SIP ‘Y W “RUWDISIS ped vIed ©PRINO[RD 0D1)I[R)eD 0IJU9D O o sed[e sep sejuod sk oIjuo RIDURIS(] Q' ©Indlq

(sd) aunt (sd) odwia )
. 1] 1] a_a I a_u__aw _u_a_am 1] a_a F aa_am _u_a_am_ a_u__ah aa_am 0ooa oon. nong e noov onae i ool 0
L 1 1 1 1 1 1 1 D
1 - 42
I e Dt e et - %
=]
3 it . . . =
m.v ﬁ ‘ 1?% Lo Y. 1 R} 4 m
=} ™ &
- . L —
=51l LAl =
E] ]
IT mewmeay TR U NEERGE ATCES el - = QEEMINIEQD Z
LEEMS MOE] D—— LEgnMoed S—
O] e MO J—
DS T—— DEWD —
5T Mwmrm ml ............................................. e - —m__ummrm ml g7

91



4.1.5

Variacoes estruturais na Compactacao da PR Quando Com-

plexada ao Inibidor

Para

torando os

acompanhar a dinamica das alteragoes na forma da proteina, moni-

trés eixos cartesianos (X, Y e Z), foram calculados os raios de giro

para cada sistema. Através dessa andlise é possivel saber se houve compactacao,

expansao ou manutencao da forma da proteina ao longo da dinamica.

1,36

1,54 1
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Figura 4.7:

Cor= B
T " =—B0320H T T T T T T T T T T T T T T T T T T e e e
—Caors C
| =——CD30N _
=— CLOMINEET

2000 4000 G000 gooo 10000

Time (ps)

Representagao do Raio de Giro de todos os sitemas durante a DM.

ConsB (verde), BD30N (vermelho), ConsC (rosa), CD30N (preto), CD30N/N83T
(azul) e CD30N/N88D (amarelo). Em B, diferencas entre o subtipo B e os de-
mais. ConsB-BD30N (vermelho), ConsC-ConsB (rosa), CD30N-ConsB (preto),
CD30N/N83T-ConsB (azul), CD30N/N88D (amarelo)

Com a Fig. 4.7 fica evidente a diferenca entre o BD30N e os demais sistemas.

Através dessa andlise a mudanga na forma dessa proteina fica evidente. O sistema

BD30N ficou com valores de raio de giro em torno de 1,8 nm ao final da simulagao

enquanto os outros sistemas ficaram com valores abaixo de 1,76 ns. No caso dos
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demais mutantes houve uma abertura das alcas de forma mais branda em com-
paragao com o BD30N, onde houve uma maior abertura levando a uma mudanca
excessiva na forma. Essa mudanca pode ser acompanhada, tanto com os graficos
de raios de giro quanto com as andlises das variagoes espaciais (RMSD, RMSD 3D
e RMSF) das posi¢oes dos atomos durante a simulagao.

Os momentos de inércia I para os eixos X, y e z com valores préximos indicam
uma forma esférica, enquanto dois valores similares e um componente muito menor
indicam um elipsdide. A compactacao total de uma proteina pode ser definida por

um valor «, calculado da seguinte forma (Tieleman et al., 2000):

2L - - I3 (4.1)
I+ 1+ I3

Quanto mais préximo do zero for esse valor, mais esférica é a proteina. Os
momentos de inércia Iy, Iy e I3 se referem aos eixos x, y e z; sendo I; o maior

componete. Na tabela 4.2 podemos acompanhar o comportamento médio dos mo-

mentos de inércia durante a DM.

Tabela 4.2: Valores médios dos momentos de inércia durante a DM

Modelos
Il ]2 13 (6]
ConsB 57405.7 £904.9 | 48557.8 £1148.2 | 24278.9 +483.4 | 0.32228
BD30N 61874.1 £1016.8 | 52549.2 £1176.2 | 24731.3 £436.5 | 0.33392
ConsC 54520.5 £765.7 | 45312.8 £721.1 | 25494.5 £+379.9 | 0.30506
CD30N H8286.9 £1043.2 | 48782.8 £847.3 | 24778.2 £418.7 | 0.32623
CD30N/N83T | 58314.8 £910.1 | 47666.5 £856.7 | 25010.1 +445.4 | 0.33554
CD30N/N88D | 56834.5 £852.4 | 46984.3 £799.5 | 24729.4 +£390.3 | 0.32637

O modelo BD30N apresenta o maior valor médio de I, e I, enquanto o

consC possui o menor. Todos os outros sistemas apresentaram momentos de inércia
similares. Quando se calcula a compactacao total da PR, complexada ao nelfinavir,
obtendo-se um valor «, nota-se que o modelo C apresenta o menor valor, ou seja,

possui uma forma um pouco mais esférica que as demais PRs.
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4.1.6 Comportamento do Nelfinavir durante a DM

Para melhor entender as interacoes do inibidor com a PR durante a DM,
foram feitas analises que dizem respeito a estabilidade do inibidor no sitio ativo da
proteina. Para ocorrer uma melhor interacao da PR com o inibidor, ou seja, para
que a afinidade do inibidor para com a PR seja alta, é necessario que o inibidor
fique o mais estavel possivel no sitio ativo da enzima. A figura 4.8 mostra cada

grupo (P2, P1, P1’, P2’) do inibidor.

PI’

P2

W
\
)
1
|

P1

Figura 4.8: Estrutura 3D do nelfinavir com seus grupos de interacao P2, P1, P1’
e P2'.

Ja a figura 4.9 da uma idéia da estabilidade de cada um desses grupos, nessa
figura foram sobrepostos estruturas do inibidor a cada 100 ps. Pode-se perceber
que o inibidor estd mais instével nos grupos P1 e P2 das PRs CD30N/N83T e
BD30N,

Com o propésito de analisar os desvios de cada atomo do inibidor durante a
dinamica, foram calculados os RMSF para esses dtomos, que foram entao separados

por grupo no inibidor (Fig. 4.10).

94



CD30N/N88D

CD30N/N83T

Figura 4.9: Sobreposicoes das estruturas do inibidor durante a DM. Representagao
das ligagoes quimicas do nelfinavir, coloridas pelo tipo de atomo: branco (H), verde
(C), azul (N), vermelho (O) e amarelo (S).
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Figura 4.10: Flutuacoes do RMSF calculadas para os atomos do inibidor em
cada sistema: consB (verde), BD30ON (vermelho), consC (rosa), CD30N (preto),
CD30N/N83T (azul) e CD30N/N88D(amarelo). Os grupos P2’ (residuos 1 a 8),
P1’ (residuos 9 a 22), P1 (residuos 23 a 36), P2 (residuos 37 a 52) do inibidor estao
indicados, tanto no grafico quanto na representacao.

Focando-se no comportamento do nelfinavir durante as simulagoes pode-se
perceber que o RMSF, por atomo, do inibidor que mostrou maior flutuagao foi o do
nelfinavir do mutante CD30N/N83T (Fig. 4.10). Todas as PR’s apresentaram o
nelfinavir com um maior desvio na regiao P1 exceto a PR consC que apresentou o
inibidor com maior desvio na regiao P2. Pode-se perceber também que o atomo 21
(021) que é o responsavel pela interacao com os asparticos cataliticos da protease,

manteve-se bem estavel em todas as estruturas.
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4.1.7 Trajetorias das Dinamicas

Para a melhor demonstracao das trajetérias da dinamica da PR foram tiradas
“fotos instantaneas” dos quadros, a cada 2 ns e estas foram expostas em seqiiéncia
como em um filme de pelicula. Isso permite acompanhar a evolucao do sistema
de uma forma simples e satisfatéria. Além disso, os modelos foram alinhados de
modo a formarem uma matriz. Com isso, suas colunas permitiram a comparacao
estrutural de cada modelo a cada 2 ns.

Na Figura 4.11, pode-se notar que a partir de 4 ns, ocorre um leve afasta-
mento entre as algas no mutante BD30N e em 6 ns para o modelo CD30N/N83T.
Embora ja nos primeiros nanossegundos tenha ocorrido uma ligeira abertura dos

7

“flaps ” no CD30N, essa conformacao com as alcas abertas flutuou com poucas

variagoes de 0 a 8 ns.
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4.1.8 Ligacoes de hidrogénio entre a PR e o Nelfinavir

As interacgoes nao-covalentes sdo essenciais para a manutencao da estru-
tura da proteina, para os processos de reconhecimento e para as interagoes pro-
teina/ligante e proteina/substrato. As ligacoes de hidrogénio sdo um tipo especial
de interagao entre atomos nao-ligados e possuem um papel muito importante na
afinidade do inibidor pela proteina. Nesta dissertacao, foram investigadas as liga-
¢oes hidrogénio entre a PR e o nelfinavir e entre a PR e o substrato. Essas ligacoes
de hidrogénio foram classificadas em (D) diretas e intermediadas pela agua (WM).

Na Tabela 4.3 se encontra o nimero médio de ligagoes hidrogénio entre a
PR e o nelfinavir, tanto diretas quanto intermediadas por moléculas de agua.

Além disso, foi identificada e discriminada cada ligacao durante os 8 ns da

dindmica (Tabela 4.4).

Tabela 4.3: Numero médio de Ligacoes de Hidrogénio entre a PR e o
nelfinavir.

Modelos
\ ConsB \ BD30N \ ConsC \ CD30N \ CD30N/N83T \ CD30N/N88D
D 3.42 2.39 3.11 3.02 3.70 3.49
WM 0.44 0.84 1.74 1.72 2.24 0.59
Total 3.86 3.23 4.85 4.74 5.94 4.08

Numero médio de ligacoes de Hidrogénio entre a PR e o nelfinavir durante a simulacgao.
As ligagoes foram separadas em: diretas (D), intermediadas por dgua (WM) e total.

A Tabela 4.3 mostra uma diminui¢ao do ntimero de ligagoes de hidrogénio
diretas comparados o controle B e o mutante BD30N. Na Tabela 4.3 também se
verifica que o total de ligagoes de hidrogénio (D 4+ W M) do mutante BD30N é
menor que todos os outros sistemas. Ja quando comparamos o consC e os seus
respectivos mutantes observa-se que o niimero de ligagoes diretas nao aumenta sig-
nificativamente em nenhum dos modelos. Além disso, quando foram analisadas as
ligacoes intermediadas por dgua somente o CD30N/N88D apresentou uma redu-

o significativa. Note que embora o modelo CD30N/N83T tenha apresentado um
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aumento no nimero de ligacoes total esse aumento nao é significativo, visto que,
ele foi devido a aumentos nao relevantes nas ligacoes diretas e indiretas. Por outro
lado, os mutantes do subtipo C possuem maior nimero de ligacoes que o mutante
BD30N.

Observando a Tabela 4.4, podemos destacar a formacao de ligacoes de hidro-
génio com os dcidos asparticos (ASP250D2 e ASPH1240D2), aminodcidos funda-
mentais para a ligacao do nelfinavir. Pode ser visto que a porcentagem de formagcao
de pontes de hidrogénio entre o inibidor (NEL200021) e esse aminodcido é alta para
todos os modelos. Porém, os consB e C apresentaram porcentagens de formagao
de pontes de hidrogénio, com os acidos asparticos, muito proximas de 100%.

Outro resultado importante visualizado na Tabela 4.4 é que a mutagao D30N
reduz em quase todos os mutantes a ligacao direta entre o aminoacido da posicao
30 (ASN/ASP30N) e o 046 do nelfinavir (NEL202046). Ocorrendo o mesmo com
a ligacdo entre o N37 do inibidor e o ASP25 da PR (NEL202N37 — ASP250D2).

Apo6s mapearmos todas as ligagoes de hidrogénio que ocorreram durante DM
por mais de 25% do tempo (2 ns) comparamos essas com as encontradas no cristal.
Pode-se perceber na figura 4.12 que a interagao existente entre o ASP30 e o 046
ja se encontrava presente na estrutura cristalografica. Entretanto o residuo ASP30
sofre uma alteragdo no dtomo que interage com o atémo do inibidor (repare que
no cristal essa interacao ocorre atraves do atomo OD2 enquanto na DM a maior
permanéncia se deu com o atomo N).

A ligagao de hidrogénio entre o ASP25 e o atomo O21 observado durante
quase toda DM também estd presente na estrutura cristalografica (Fig 4.12). Além
disso, o mesmo atomo ASP25 faz um ligacao com o N37 o qual destacamos a sua
menor permanéncia de tempo nos mutantes quando comparados aos consensos.
Repare que a ligagao entre a Gly27 e o N37, encontrada no cristal, nao permanece
por mais de 2 ns, facilitando a ligacao do N37 ao ASP25.

O outro dspartico catalitico (ASP124) também interage com o atomo 021

do nelfinavir, contudo a medida que a ligagao ASP25-021 é mais duradoura a
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permanécia ASP124-021 é um pouco menos frequente.
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Figura 4.12: Esquema em 2D do sitio ativo da estrutura cristalografica 10HR.
Estao representados os atomos do inibidor, exceto os hidrogénios. Em verde etao
representadas as ligagoes de hidrogénio, com seus respectivos comprimentos. Cada
aminoacido que estd presente na superficie intemolecular de interagao da PR com
o nelfinavir estd representado em vermelho.

* — Os residuos seguidos por (A) representam os aminodcidos de 1 a 99 e
os seguidos por (B) representam os de 100 a 198.
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4.1.9 Superficie de Contato Intermolecular

Para melhor entender a ligagao do nelfinavir as PR’s dos diferentes subtipos,
foram calculadas as areas de interacao entre a PR e o inibidor, sendo discriminada
por residuo de aminodcido presente na interface PR /inibidor. Com isso, pode-se
verificar padroes de interacao e identificar os residuos envolvidos nesta interface,
além dos que estao formando ligagoes de hidrogénio com o inibidor (discutidos na
segao 4.1.8).

Pode-se observar trés regioes bem definidas em torno dos residuos 25, 50
e 82, na cadeia A, e trés regides bem definidas em torno dos residuos 124, 149,
181, na cadeia B (Fig. 4.13), definindo um padrao de interagao destas proteases
com o nelfinavir. Essas regioes estdo centradas nos residuos Asp25/124 (centro
catalitico), 11e50/149 (alcas) e Val82/181 (laterais do sitio ativo). Nota-se que o
padrao de interacao é semelhante entre os subtipos, sendo praticamente os mesmos
residuos participantes da interagdo PR/inibidor, com algumas pequenas variagoes.

A mutagao D30N diminuiu significativamente a area de contato entre o nelfi-
navir e o mutante BD30N na regido ao redor do sitio catalitico da cadeia A (residuos
25, 28, 30, 47, 80, 81, 82 e 84). J4 o mutante CD30N/N83T teve seus contatos sig-
nificativamente diminuidos somente préximo ao aspartico 124 (residuos 124, 126,
127, 128). Por outro lado, o modelo CD30N/N88D demonstrou comportamento
semelhante ao consB. J4 o CD30N apresentou uma redugao significativa somente
nos residuos 122 e 181, e o consC no 30 e 122.

A assimetria observada entre as cadeias A e B era esperada, visto que o

nelfinavir é assimétrico quanto a seus grupos laterais.
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Para melhor comparacao, a area total de cada um dos subsitios das diversas
PR’s foi calculada. Os subsitios das PR’s foram definidos como as regioes da
proteina que interagiram com as regioes do inibidor P2, P1’, P1 e P2. Assim,
temos os subsitios 527, S1’, S1, S2. O resultado obtido encontra-se nas Tabelas 4.5
e 4.6. Pode-se observar que ocorrem diferencas significativas na area de contato
dos subsitios dessa enzima para os diferentes modelos. De maneira geral, ocorre
uma reducao nos contatos dos modelos mutantes em relacao ao seu tipo selvagem
(Tab. 4.5). O modelo BD30N foi o que apresentou a menor drea de contato,
seguidos pelos CD30N e CD30N/N83T. O CD30N/N88D foi o tinico mutante que
apresentou maior area que os consB e consC, o que nao era esperado, visto ser este
um mutante resistente.

A partir da area de contato hidrofébica entre PR e inibidor, foi possivel
observar que nos mutantes do subtipo C (CD30N, CD30N/N83T e CD30N /N88D)
boa parte da reducao na area de contato total deu-se devido & perda de contatos
hidrofébicos (Tab. 4.6). Nota-se que no mutante CD30N/N83T a reducao nos
contatos hidrofobicos foi maior que a reducao total indicando um ligeiro aumento
nos contatos hidrofilicos desse mutante. Além disso, pode-se perceber que o modelo
CD30N/N88D nao sofreu redugao nos contatos hidrofébicos, o que justifica a nao-
reducao na area de contato total.

Por outro lado, embora o mutante BD30N tenha apresentado a maior reducao
nos contatos hidrofébicos (Tab. 4.6) em relagao ao seu tipo selvagem, tal decrésimo
representou apenas 50% da reducao da drea de contato total. Dessa forma, a
mutacao D30N reduz significativamente a interacao dos contatos hidrofébicos e
hidrofilicos no subtipo B, mas no subtipo C reduz somente os hidrofébicos.

Podemos notar que para quase todos os modelos os maiores valores de area
encontram-se nos subsitios S17, S1 e S2. Esses resultados ressaltam a importancia
desses subsitios no planejamento de novos farmacos. Vale ressaltar que as regioes
do inibidor P1 e P2 foram as que sofreram os maiores RMSFs (Fig 4.10).

As regioes S27 e S2 apresentaram redugao de contato em todos os mutantes
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quando comparados com seus respectivos consensos. Contudo o modelo CD30N foi
o0 que mais teve sua area reduzida no subsitio S2’, sendo seguido pelo CD30N/N83T,

BD30N e CD30N/N88D. Por outro lado, notou-se que o modelo BD30N foi o que

apresentou uma reducao mais drastica na regiao S2.
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4.1.10 Padroes das estruturas secundarias

Para identificar os padroes de estruturas secundarias assumidos pela protease
ao longo da DM, usamos o programa DSSP (“Database of Secondary Structure in
Proteins” — Kabsch e Sander (1983)) implementado no GROMACS. Com esse
programa podemos identificar, através de diferentes cores, quais as conformacgoes
(por residuo) assumidas pela proteina no tempo.

Na Figura 4.14, mostramos o diagrama que define os padroes de estrutura
secundaria assumidos pela protease ao longo da simulagao. Nota-se que a pro-
teina permanece bem estavel durante toda a dinamica, mantendo suas regioes de
a-hélice, folhas-( e loops muito bem definidas. Entretanto, algumas dessas regioes
mostraram comportamentos distintos entre as diferentes PRs. Uma dessas dife-
rengas foi observada no modelo BD30N. Tal modelo teve sua conformagao mais
desestabilizada que as demais PRs na regiao de a-hélice. Esse dado evidencia que
a desestabilizacao na conformacao helicoidal pode ter participagao no processo de
interacao entre protease e ligante, ou seja, quanto maior a variagdo nessa regiao
menor sera a afinidade entre a PR e o ligante (neste caso, o nelfinavir). E impor-
tante lembrar que embora essa regiao nao interaja diretamente com o nelvinavir é
justamente dentro dela que ocorre o polimorfismo L89IM (encontrado entre os sub-
tipos B e C) e isso pode estar associado a diferenca de comportamento observada.
Nota-se que a mutagao D30N desestabiliza a regiao de a-hélice no subtipo B, mas
nao no C

Outra observagao importante é a variagao da regiao em torno do residuo 5.
Tal regiao permaneceu boa parte do tempo nos modelos BD30N e CD30N/N83T

na conformacao de loop enquanto nos demais nao.
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Capitulo 5

Resultados do Estudo de Casos —
Subtipos B e C Complexados ao

Substrato

5.1 Interacao entre a PR e o Substrato

5.1.1 Propriedades Globais

As seis PR’s complexadas ao substrato foram estudadas através de simulagoes
de dinamica molecular. Alguns parametros foram analisados a fim de se estabelecer
relagoes entre subtipos B e C que levem a entender as diferengas, na interacao com
o substrato, causadas pelos polimorfismos naturais em cada subtipo.

Para avaliar a estabilidade das simulacoes precisamos atentar para o com-
portamento dinamico dos sistemas. Como pode ser visto na Fig. 5.1, o desvio
quadrético médio (RMSD), ao longo das dinamicas, dos atomos do esqueleto pep-
tidico, com relag@o as estruturas iniciais (minimizadas) do consB, consC, CD30N,
CDD30N/N88D, tende a um mesmo valor (0,3 nm) ao fim dos 8 ns. Entretanto, os
mutantes BD30N e CD30N/N83T apds 6 ns apresentaram um aumento no desvio,
com relacao aos demais, com o BD30N chegando em um dado momento a 0,45 nm.

Assim como no capitulo anterior, foram analisados os ultimos 8 ns de cada
simulacao. A média dos RMSDs variou de 2,5 Aa 3,1 A. O modelo consC tem o

menor desvio médio (2,5 A) e 0 modelo CD30N/N83T tem o maior desvio médio
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(3,1 A).
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Figura 5.1: Desvio Médio Quadratico (RMSD) da PR complexada ao substrato,
em relagdo a estrutura inicial (pés — minimizagao de energia), no tempo (10 ns
de simulagao): consB (verde), BD30N (vermelho), consC (rosa), CD30N (preto),
CD30N/N83T (azul) e CD30N/N88D (amarelo).

Tabela 5.1: Valores Médios do RMSD (nm) do esqueleto da protease
complexadas ao substrato

B BD30N C CD30N CD30N/N83T | CD30N/N88D

0.27£0.02 | 0.29 £0.05 | 0.25 £0.01 | 0.28 £ 0.02 0.31 £ 0.03 0.27 £ 0.02

5.1.2 Flutuagoes dos Residuos

Pelas Figs. 5.2, 5.3 e 5.4, tem-se uma visao das regides que mais flutuaram ao

longo da dinamica molecular. Analisando tais contribuicoes temos que as regioes
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onde hé maior variagao para a PR BD30N é proxima a glicina 16 e as isoleucinas 50
e 50’ (Fig. 5.3 A). Entretanto quando analisamos as diferencas entre as variagoes
dos residuos do consB e do mutante BD30N (Fig. 5.3 B) nota-se que as principais
variagoes ocorreram proximo as isoleucinas 50 e 50’. Porém tal variagao foi menor
que seu préprio desvio quando comparado a PR complexada ao nelfinavir — acima
de 0,35 nm — (ver Fig. 4.3).

Quando comparamos os resultados do consB e os demais subtipos, percebe-
mos uma grande diferenca nos residuos 50 e 50’. Contudo as diferengas apresentam-
se menores no consC — aproximadamente 0.1 nm — (Fig. 5.2 B) e maiores no mu-
tante CD30N/N83T — aproximadamente 0.15 nm — (Fig. 5.4 B). Alij$m disso, um
dado interessante ocorreu na comparacao entre o consB e consC. Nesse caso pode-se
perceber que as principais diferencas entre consC e consB complexado ao substrato
(Fig. 5.2 B) apresentaram comportamentos opostos aos observados quando essas
mesmas proteases estdo complexadas ao nelfinavir (Fig. 4.2 B).

Outras regioes que tiveram uma diferenca significativa em relacao ao consB
foram regides préoximas ao residuo 178 das proteases BD30N — aproximadamente
0.1 nm — (Figs. 5.3 B) e CD30N/N83T — aproximadamente 0.15 nm — (Figs. 5.4 B).
Essas regioes estao localizadas préximas a uma das a-hélice da PR. O residuo 16 da
protease CD30N /N88D também apresentou uma alta flutuacao — aproximadamente
0.35 nm — (Figs. 5.4 A). Entretanto, a diferenga em rela¢ao ao consB (Figs. 5.4 B)

foi menor do que as citadas anteriormente — menos de 0.1 nm.
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Figura 5.2: Em A, RMSF do ConsB (verde) e ConsC (rosa).

entre o RMSF do subtipo C e B (ConsC-ConsB).



[, m e e e -
—izansB
B0 30M
D35 e -
I e R e -
0,25 - -4 ---—————-- -
£
=,
[T o211 —-r——eyr-—%-0-—-5—4"—M"1t-"-—"" -
%]
Z |
0,15 x L AN (R
' j [ rl‘ I {;* 'I‘ ]
I
0.1 | T iTAILTA, \
f
05 e e -
EI T T T T T T T
[} [} [} () [} [} [} [} () [} [} [} [} () [} [} [} = [} [} [}
— [} [ar) =+ L o - o [=x] o — [} o =T w3 w [ o [=x] E
Residuos

RMSF (nm

D 1 5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
.
= = [l [ = = [l [ [ = = = = [ = = (] = = = =
-— [ad] [xx] =t L (=] - oo [=3] = -— [a¥] [yl =t [Tyl (=] F-- [==] [=3] =
- = = = = = = — = — ™
Residuos

Figura 5.3: Em A, RMSF do ConsB (verde) e BD30N (vermelho). Em B, diferengas
entre 0 RMSF do mutante BD30N e ConsB (BD30N-ConsB).
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Figura 5.4: Em A, RMSF de quatro sistemas: ConsB (verde), CD30N (preto),
CD30N/N83T (azul) e CD30N/N88D (amarelo). Em B, diferencas entre o RMSF
do subtipo B e os demais. CD30N-ConsB (preto), CD30N/N83T-ConsB (azul),
CD30N/N88D-consB (amarelo)
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5.1.3 Representacao 3D do RMSD para os atomos do esqueleto

Assim como na se¢ao 4.1.3, com o auxilio do programa MolMol foram cri-
adas imagens espaciais do RMSD dos atomos do esqueleto peptidico da PR, para
cada sistema. Na Figura 5.5, pode-se constatar que as diferencas observadas nas
alcas das PR’s s@o bem menores do que aquelas observadas na Figura 4.5 (PR’s
complexadas com o nelfinavir). Particularmente as al¢as da BD30N complexada
com o substrato permanecem mais estaveis do que quando esta proteina mutante

é complexada com o inibidor nelfinavir.
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Figura 5.5: Representacao 3D das flutuacoes do RMSD do esqueleto peptidico da
PR. O RMSF do backbone foi representado por um tubo com a espessura variada,
onde quanto mais espesso o tubo, maior o desvio. Foram coloridos por estrutura
secundaria: em vermelho, a—hélice; em azul, folhas—3 e em cinza, loops e estruturas
randomicas. As esferas representam as mutagoes: em vermelho, D30N; em azul,
N83T e em amarelo, N88D.

119



5.1.4 Variacoes nas alcas da Protease

Para analisar a variacao das algas, e saber se houve abertura das mesmas,
foi calculado a distancia entre suas pontas (residuos ILE50 e ILE149) e o centro
catalitico (Fig. 5.6).

Esta analise representa como se comportaram as algas durante a DM. Nota-
se claramente que a alca da cadeia A nao sofreu nenhuma variacao significativa
para todos os modelos. Ja na cadeia B ocorreu um rapido afastamento da alga no
mutante CD30N/N88D em 3 ns, contudo apartir dai permanencendo estavel até
o fim da DM. O mesmo ocorreu para o mutante BD30N em 6 ns. Além disso,
note que embora o CD30N/N83T néao tenha apresentado as maiores distancias ele
foi o tinico que apresentou uma tendéncia ao processo de abertura de suas alcas.
Todos os outro mantiveram suas pontas bem estavéis enquanto ele lentamente vai

distanciando sua alcas do centro catalitico.
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5.1.5 Variagoes Estruturais na Compactagcao da PR Complexada

ao Substrato

Foram calculados os raios de giro para cada sistema para acompanhar as

alteragoes sofridas pela proteina.

ompsB _
184 T —ppam
182 TCONEC . _
—CD30M
1,8 ——CDE0NMEST - — e — e e e — e

CD30MME50

2000 4000 EO00 8000 10000
Time (ps)

Figura 5.7: Representacao do Raio de Giro de todos os sitemas durante a DM.
ConsB (verde), BD30N (vermelho), ConsC (rosa), CD30N (preto), CD30N/N83T
(azul) e CD30N/N88D (amarelo). Em B, diferencas entre o subtipo B e os de-
mais. ConsB-BD30N (vermelho), ConsC-ConsB (rosa), CD30N-ConsB (preto),
CD30N/N83T-ConsB (azul), CD30N/N88D (amarelo)

No gréfico da Fig. 5.7 os valores para os modelos BD30N e CD30N/N83T
diferem um pouco dos valores dos demais modelos. Todos os modelos se manti-
veram bem estaveis, entretanto ap6s 8 ns os mutantes BD30N e CD30N/N83T
sofreram uma alteragao maior.

Essa mudanca pode ser acompanhada, tanto com os graficos de raios de giro

quanto com as andlises das variagoes espaciais (RMSD, RMSD 3D e RMSF) das
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posicoes dos atomos durante a simulacao.

A tabela 5.2 contém o comportamento médio dos momentos de inércia du-

rante a MD e os valores de a.

Tabela 5.2: Valores médios dos momentos de inércia dos modelos com-
plexado ao substrato durante a DM

Modelos
I I I Q
ConsB 55885.0 £622.3 | 46239.8 £719.9 | 24921.6 £411.9 | 0.31963
BD30N 59416.1 £1848.3 | 49921.0 £1618.5 | 24437.8 £339.6 | 0.33244
ConsC 53926.8 £882.4 | 44859.1 £862.1 | 25499.7 +353.8 | 0.30168
CD30N 56190.2 £683.9 | 44467.1 £713.0 | 26624.2 +409.8 | 0.32439
CD30N/N83T | 58428.7 £1203.9 | 49504.8 £1053.4 | 24081.0 +446.1 | 0.32778
CD30N/N88D | 55016.6 +608.5 | 44606.3 +684.7 | 25492.4 £428.1 | 0.31918

De acordo com a tabela as PR’s mais esféricas sao as consC, CD30N/N88D

e consB respectivamente, e o valor de a nos leva a inferir que a mutacao D30N,

tanto isoladamente ou com as mutacoes compensatérias N83T e N88D, diminui a

esfericidade das proteases. De um modo geral, essas variacoes estruturais globais

ocorrem durante toda a DM e devem-se em parte a flexibilidade da protease e

sua tendéncia a ajustar-se a forma do substrato ou outro ligante. O maior “em-

pacotamento” de uma protease pode sugerir uma maior estabilidade desta com o

substrato.

123



5.1.6 Comportamento do Substrato durante a DM

Para entender as interagoes do substrato com a PR foram analisadas a es-
tabilidade do substrato no sitio ativo da protease. Enquanto a figura 5.8 mostra
cada grupo do substrato de clivagem (P4 ,P3, P2, P1, P1’, P2’ P3’, P4’) a Fig. 5.9

da uma idéia da estabilidade de cada um desses grupos durante a DM.

Ala P4 Val P2

Figura 5.8: Estrutura 3D do substrato CA/p2 com seus grupos de intera¢ao P5,
P4, P3, P2, P1, P1’, P2, P3’ e P4’

O RMSF, por residuo, (Fig. 5.10) do substrato do mutante BD30N mostrou
que essa mutacao aumenta a flexibilidade do esqueleto peptidico do ligante entre
os residuos 202 (P2) e 204 (P1’); e diminui a mobilidade nos outros. Tal fato foi
observado pelo maior RMSF do substrato do BD30N em relacao ao do consB. No
subtipo C, o resultado varia: o substrato do CD30N tem a mobilidade diminuida
em quase todos os residuos em relagao ao do consC; ja o substrato do mutante
CD30N/N88D tem as menores flutuagoes nos residuos 203 (P1) e 206 (P3’); por
ultimo o substrato do mutante CD30N/N83T tem sua variagdo aumentada em to-

dos os residuos exceto no 203 e 204 (P1 e P1’).
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CD30ON/N83T CD30ON/N88D

Figura 5.9: Sobreposicoes das estruturas do substrato durante a DM. Representa-
¢oes coloridas pelo tipo de atomo: branco (H), verde (C), azul (N), vermelho (O)

e amarelo (S). 195
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Residuos

Figura 5.10: Flutuacoes do RMSF calculadas para os datomos do substrato em
cada sistema: consB (verde), BD30ON (vermelho), consC (rosa), CD30N (preto),
CD30N/N83T (azul) e CD30N/N88D(amarelo). Os grupos (P5, P4, P3, P2, P1,
P1’, P2, P3’ e P4’) do substrato estao indicados, tanto no grafico quanto na

representacao.
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Verifica-se que no mutante BD30N as regioes mais flexiveis, em relacao ao
controle, sdo poucas e se restringem ao centro, e nos mutantes CD30N/N83T e
CD30N/N88D elas sao quase todas e estao espalhadas pelas diversas partes do

substrato.
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5.1.7 Trajetorias das Dinamicas

As trajetérias de todos os sistemas complexados ao substrato estao demons-
tradas na figura 5.11. Verifica-se que logo nos processos de otimizagao e equi-
libragdo ocorreu uma transformacao estrutural do modelo CD30N/N88D que se
manteve ao longo da dinamica. A partir de 4 ns tem inicio um leve afastamento
dos “flaps” da estrutura CD30N/N83T. J& o mutante BD30N permaneceu estével
durante quase toda a dinamica somente iniciando o processo de abertura de suas
alcas nos tultimos nanosegundos, indicando que a mutacao D30N induz a uma me-
nor afinidade também ao substrato, entretanto possivelmente melhor que as dos
demais mutantes, ja que estes apresentam um afastamento das alcas ja aos 4 ns de

simulagao. Como era esperado, os modelos B e C permaneceram estaveis durante

toda a DM.
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5.1.8 Ligacoes de hidrogénio entre a PR e o substrato

Verificou-se as ligagoes de hidrogénio entre as diversas PRs e o substrato. As
andlises foram feitas considerando as ligacoes de hidrogénio diretas, entre proteina

e substrato (D), e as intermediadas por méleculas de dgua (WM).

Tabela 5.3: Nimero médio de Ligacoes de Hidrogénio entre a PR e o
substrato.

Modelos
| ConsB | BD30N | ConsC | CD30N | CD30N/N83T | CD30N/N88D
D 1148 [ 13.63 5.04 9.29 10.05 9.98
WM | 2.20 2.21 3.10 2.81 2.01 2.79
Total | 13.68 | 15.84 8.14 12.10 12.06 12.77

Numero médio de ligagoes de Hidrogénio entre a PR e o substrato durante a simulacgao.
As ligagoes foram separadas em: diretas (D), intermediadas por agua (WM) e total.

A Tabela 5.3 mostra uma ligeira diminuicao no nimero médio das ligacGes
de hidrogénio indiretas dos mutantes do subtipo C quando comparados com o
consC. Ja quando comparamos os mutantes do subtipo C com o mutante BD30N
percebe-se que todos aqueles possuem menor média total que este. Contudo dois
resultados se mostraram mais evidentes. O primeiro foi a diferenca encontrada en-
tre os subtipos B e C. Nesse caso pode-se perceber que ha uma reducao de cerca de
6 ligacoes de hidrogeénio diretas no modelo C. O segundo foi que todos os mutantes
aumentaram significativamente o nimero médio de Pontes de Hidrogénio diretas
com relacao ao observado entre o substrato e os consensos. Fato nao observado na
interagao com o nelfinavir.

As Tabelas 5.4 e 5.5 mostram os resultados obtidos para cada um dos sistema.
Nelas estao discriminados os residuos do substrato e da PR que estao interagindo.

Na Tabela 5.4, nota-se uma ligagao, em P4, muito bem conservada, nas
proteases consenso, com o residuo 48 do flap. Esta ligacao apresentou uma redu-
¢ao consideravel (na sua forma direta) no BD30N e CD30N/N88D com relacao as

PRs selvagens e esteve totalmente ausente nos mutantes CD30N e CD30N/N83T.

130



Outra redugao importante foi observada entre o residuo 48 e os subsitios P3 e
P2. Além disso, a ligagao entre a GLY52 e P3 também foi reduzida em todos os
sistemas quando comparados ao consB. Na cadeia B (Tabela 5.5), um comporta-
mento similar ocorreu. Nota-se que a ligagdo do residuo 149 (50’) da alga com
P1’ é significativamente reduzida nos mutantes BD30N, CD30N, CD30N/N83T e
CD30N/N88D, em relac¢ao ao seu respectivo consenso, e a ligagao entre ARG186 e
P2’ foi basicamente observada no consB.

Com intuito de analisarmos se as ligacoes de hidrogénio citadas acima sao
mesmo de grande relevancia para a interagdo protease/substrato verificamos se as
mesmas também se encontravam na estrutura cristalografica 1F7A (Fig. 5.12).
Pode-se perceber nessa figura que a interacao existente em P4 entre o Gly48
(GLY48N) e a Ala 200 (ALA2000) ja se encontrava presente na estrutura cris-
talografica com uma distancia de 3.21 A. O mesmo ocorreu com a ligacao existente
em P3 entre os residuos Gly48 (GLY480) e Arg201 (ARG201NH1), nesse caso a
distancia encontrada foi de 2.97 A. Além disso, notou-se que hora o oxigénio da
Gly48 faz uma ligagao com o nitrogénio terminal da Arg201, hora com o nitrogénio
terminal da Val 202 (ligagdo nao encontrada na estrutura cristalografica).

Um outro fato que chamou atengao quando comparamos ligagoes presentes
no cristal com as que ocorreram durante a DM foi o que ocorreu em P2’, entre
o nitrogénio do residuo 129 (ASP129N ou ASN129) e os oxigénios do residuo 205
(GLU2050E1 ou GLU2050E1), nesse caso as ligagoes estiveram presentes de forma
direta, cerca de 50% do tempo no consB, enquanto no consC tal ligagdo ocorreu,

no mesmo periodo tempo, porém de forma indireta (Tab 5.5).
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Figura 5.12: Esquema em 2D do sitio ativo da estrutura cristalografica 1F7A.
Estao representados os atomos do inibidor, exceto os hidrogénios. Em verde etao
representadas as ligagoes de hidrogénio, com seus respectivos comprimentos. Cada
aminoacido que esta presente na superficie intemolecular de interagao da PR com
o nelfinavir esta representado em vermelho.

* — Os residuos seguidos por (A) representam os aminodcidos de 1 a 99 e
os seguidos por (B) representam os de 100 a 198.
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5.1.9 Contatos Moleculares entre a Proteina e o Ligante

Para melhor entender a ligacao do substrato as PR’s dos diferentes subtipos,
foram calculadas as areas de interacao entre a PR e o substrato, sendo cada uma
discriminada por residuo de aminodcido presente na interface PR /substrato.

Pode-se observar quatro regioes bem definidas em torno dos residuos 8, 25,
50 e 82, na cadeia A e quatro regides em torno dos residuos 107, 124, 149, 181,
na cadeia B (Fig. 5.13), definindo um padrao de interagdo destas proteases com o
substrato. Essas regioes estao centradas nos residuos Arg8/107 (entradas do sitio
ativo), Asp25/124 (centro catalitico), 1le50/149 (flaps) e Val82/181 (laterais do
sitio ativo). Nota-se que o padrao de interacao é semelhante entre os subtipos,
sendo praticamente os mesmos residuos participantes da interacao PR/substrato,
com algumas pequenas excegoes.

A mutagao D30N diminui significativamente a area de contato entre o subs-
trato e o mutante CD30N /N83T no residuo 30. Além disso, os mutantes do subtipo
C tém menor area média de interagao com o substrato nos residuos 23, 46, 53, 178
e 179. J4 no mutante BD30N essa diminuigao se da apenas em torno da regiao 181,
onde todos os residuos proximos a essa regiao (180, 181, 183 e 186) mantiveram
menos contato com o substrato em relacao ao consB.

A assimetria observada entre as cadeias A e B era esperada, visto que o

substrato é assimétrico quanto a seus grupos laterais.
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No resultado obtido para o calculo de drea total e hidrofébica (Tabela 5.6), os
diferentes modelos obedeceram ao mesmo critério de reducao observados quando as
PRs interagiram com o nelfinavir. Entretanto, as PRs apresentaram quase o dobro
de contato com o substrato. Novamente, o mutante CD30N/N88D apresentou uma
drea de contato maior que o consC. Podemos ver que o modelo CD30N/N83T foi
0 que apresentou menor area, o que implica numa pior interagao com o substrato,
o que poderia explicar o porque do seu baixo poder replicativo in wvitro. E impor-
tante lembrar que esse também foi o modelo que obteve a menor area hidrofébica
(Tabela 5.7).

Além disso, podemos observar que em geral os maiores valores de area fo-
ram encontrados nos subsitios S2, S1, S1’ e S2’, ressaltando a importancia desses
subsitios. Contudo se observarmos o RMSF, por residuo, do substrato (Fig 5.10)
iremos perceber que as regioes do substrato, complexado a PR BD30N, onde ocor-
reram as maiores variagoes em relagao ao do consB foram as regioes P2, P1 e P1°.
Tais regioes interagem com os subsitios S2, S1 e S1” da PR e pode-se notar que
foram nessas regioes onde ocorrem as principais reducoes na area de contato desse
mutante. J4 o RMSF do substrato do CD30N/N83T mostrou que as principais
variagoes em relagao ao do consC ocorrem nas extremidades (P5, P4, P3, P2, P2’
P3’, P4’) e nota-se que em quase todas essas regioes ocorrem redugdes significativas
na interacao intermolecular (S5, S4, S2, S2’, S3’ e S4’) desse mutante. Por outro
lado embora o substrato do sistema CD30N/N88D tenha apresentado as maiores
diferencas no RMSF, em relacao ao consC, nos residuos P5, P4, P3 e P2 sua re-
ducao mais significativa na interagao intermolecular ocorreu no subsitio S4. Na
analise do sistema CD30N notou-se que as interacoes com as regioes P do subs-
trato (S5, S4, S3, S2, S1) tiveram um aumento em sua area de contato enquanto

as interagoes com as regides P’ (S17, S2’, S3’ e S4’) obtiveram um decrésimo.
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5.1.10 Padroes das estruturas secundarias

Na Fig. 5.14 podemos identificar, através de diferentes cores, quais as con-
formagoes (por residuo) assumidas pela PR no tempo. Assim como na interagao
com o inibidor, pode-se notar que os modelos mantiveram-se bem estaveis durante
a DM.

Como ja descrito anteriormente, a instabilidade na regiao de a-hélice pode
ter participagao no processo de interacao entre protease e ligante. Pode-se observar
que quando as PRs interagiram com o substrato, o modelo CD30N foi o que teve as
maiores variagoes na regiao de a-hélice (Fig. 5.14). Nota-se que a mutagdo D30ON
desestabiliza a regiao de a-hélice somente quando o subtipo C apresenta-se sem as
mutacoes compensatérias N83T e N88D. Isso implica que tais mutacoes recuperam
a estabilidade dessa regiao. E importante lembrar que o mutante CD30N nao é

encontrado in vivo nem n vitro.
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Capitulo 6

Discussao

A Modelagem e a Dinamica Molecular constituem uma ferramenta muito
poderosa para o estudo de sistemas biomoleculares em escala atomica, tanto do
ponto de vista estrutural quanto do ponto de vista funcional, permitindo a anélise
dos atomos de forma dinamica.

Este trabalho permitiu conhecer um pouco mais acerca da interagao protease-
inibidor e protease-substrato em HIV-1 dos subtipos B e C. Em estudos por dina-
mica molecular em solvente explicito, monitorou-se o desvio das posicoes atomicas
do esqueleto peptidico com relacao as posigoes iniciais. Verificou-se uma alta va-
riagcao do RMSD logo nas primeiras centenas de picosegundos, o que pode ser
atribuido & mudangas de um ambiente cristalino (experimental) para um ambiente
liquido (simulagao). A estrutura cristalografica é obtida em estado sélido e em
baixas temperaturas, enquanto na DM nao ha empacotamento de estruturas e a
temperatura é ambiente, no nosso caso (300 K). Com isto, justificamos a grande va-
riagao inicial do RMSD (Figs. 4.1 e 5.1) observada para todas as nossas simulagoes
até os primeiros 2000 ps. Ap0s esse tempo, as estruturas tendem a estabilizar e
passam a flutuar em torno de conformagoes médias. Por isso optou-se por analisar
os ultimos 8000 ps de cada sistema.

Variagoes estruturais apos essa fase inicial podem estar associadas a aco-
modagoes que os modelos sofrem devido a interacao com o ligante. Devido as

diferengas entre as seqiiéncias das PRs dos subtipos B e C, e as mutagoes sofridas
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por elas, os arranjos conformacionais podem ocorrer de forma bem distinta.

As altas variagdes do RMSD para o modelo BD30N e CD30N/N83T (estas
PRs sao as que possuem os maiores 1C_50 de acordo com os ensaios fenotipicos
(Tabela 1.4) obtidos por Gonzalez et al. (2004)), observadas na figura 4.1, estao
associadas a resiténcia ao nelfinavir, tal afirmacao pode ser reforcada pelas ana-
lises que focaram a abertura das algas. Nesses resultados foram constatados que
esses modelos foram os que mais sofreram abertura em seus “flaps” contribuindo
com a idéia de que as altas variagoes observadas foram devido ao movimento das
suas alcas. Entretanto, encontrar variacoes proximas para os mutantes CD30N e o
CD30N/N88D (Tabela 4.1) nao era esperado. Visto que o CD30N néo é encontrado
i vitro esperavamos uma variacao elevada indicando uma possivel desnaturacao
dessa protease. Isso pode evidenciar que a inviabilidade do modelo CD30N est4
antes da ligagdo com o ligante, deste modo, a simulagao do complexo PR/ligante
para este modelo pode nao resultar em resultados robustos. Nas variagoes observa-
das quando as PRs estao complexadas ao substrato, pode-se perceber que o modelo
CD30N/N83T foi o que apresentou maior RMSD, o que pode ser associado a um
ineficiente processo de acomodacao corroborando com as caracteristicas fenotipi-
cas dos clones B e C (Tabela 1.4) e com os ensaios de competigao (Tabela 1.5),
obtidos por Gonzalez et al. (2004). Naquele trabalho, foi observado que o mutante
CD30N/N83T era o de menor capacidade replicativa, e também o que perdia as
competicoes em cultura de células contra outros mutantes ou o tipo selvagem do
subtipo C.

Enquanto o RMSD dé informacoes sobre o desvio global de uma estrutura em
funcao do tempo e com relacao a estrutura inicial, o RMSF d& informagoes sobre
a flutuacao local por atomo ou por grupo de atomos em funcao da sua posicao
inicial, permitindo distinguir regioes flexiveis e mais estaveis.

Na presenca do inibidor, verificou-se que as altas variacoes observadas no
RMSD do mutante BD30N sao devido, principalmente, a variagao sofrida pelos

residuos 50 e 50° (algas) (Fig 4.3 A). Este fato estd associado ao processo de

143



abetura dos flaps. O modelo CD30N/N83T, embora tenha sofrido altas variagoes,
com relacao a estrutura inicial, nas regioes das alcas, obteve variagoes menores
quando comparadas com o BD30N. Por outro lado, o CD30N/N83T apresentou
um RMSD mais elevado que os demais modelos no sitio ativo (Fig 4.4 B). Tanto a
variacao na regiao das algas como a na regiao catalitica podem estar associadas ao
processo de resisténcia. Enquanto uma alta variacao nos flaps pode permitir que
o ligante fique instavel no sitio ativo, uma pequena variagao na regiao catalitica ja
é suficiente para prejudicar o processo de acomodacao.

Quando foram analisados o RMSF dos residuos dos subtipos complexados
ao substrato, notou-se uma reducao na variacao dos flaps do BD30N e uma menor
flutuacéo na regiao catalitica do CD30N/N83T comparado as variagoes sofridas
na presenca do nelfinavir. Tais dados corroboram a idéia de que PRs resistentes
a inibidores possuem um mecanismo descriminatério do inibidor em relagao ao
substrato natural, ou seja, se ligam menos eficiente ao primeiro, mas conseguem
reconhecer relativamente bem o segundo. Além disso, como era esperado, nenhuma
PR sofreu abertura das algas.

Ainda com o objetivo de analisar as variagoes observadas nas PRs, foram cal-
culados os raios de giro de cada modelo. Através dessa analise foi possivel saber se
houve compactagao ou expansao na forma da proteina. Observou-se que o BD30N
quando ligado ao nelfinavir foi o que mais sofreu variagao em sua forma (Fig. 4.7).
Isso corrobora a idéia de que a alta variacao observada nas alcas esta diretamente
associada ao processo de abertura das mesmas. Quando observadas essas variagoes
da PR interagindo com o substrato, todos os modelos permaneceram sem grandes
modificacoes na sua forma. Tal fato era esperado visto que nao houve abertura das
alcas das PRs quando complexadas ao substrato. Somente uma pequena variacao
foi observada no mutante BD30N ao final da DM.

Para se ter uma idéia visual da abertura dos flaps foram plotadas figuras
das trajetdrias das simulages a cada 2 ns de todas as PRs (Fig. 4.11 e 5.11).

Quando as PRs se encontram interagindo com o nelfinavir (Fig. 4.11), pode-se
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visualizar que as algas do BD30N comecam a se abrir em 4 ns. A partir de 6
ns ja é possivel ver suas algas abertas, e também um leve afastamento das alcas
do CD30N/N83T. Embora o CD30N tenha afastado levemente suas pontas logo
nos primeiros nanosegundos, no resto da DM esse modelo manteve-se estavel, nao
dando continuidade ao processo de abertura de suas pontas. Quando observadas
essas trajetérias para as PRs interagindo com o substrato (Fig. 5.11), nota-se que
os modelos permaneceram sem grandes modificagoes e nenhum deles apresentou
abertura das algas.

Ao analisar as ligacoes de hidrogeénio, observamos que os subtipos B e C
tém um numero médio de ligacoes préximo quando estao complexado ao inibidor
(Tabela. 4.3). Entretanto, apresentam nimeros bem distintos quando na presenca
do substrato. Na interagao com o substrato o subtipo C mostrou um menor niimero
de ligagoes que o B (aproximadamente 6 ligagoes). Estes dados podem ajudar a
explicar a menor adaptabilidade natural (“Fitness”) do subtipo C comparada aos
demais subtipos do grupo M relatada por Arién et al. (2005).

Contudo alguns mutantes apresentaram um ntimero médio de ligacoes de
hidrogénio maior do que os seus respectivos consensos (Tabela 5.3). Isso nos remete
a idéia de que o simples aumento ou diminuicao na média das pontes de hidrogénio
pode ou nao significar um melhor processo de interacao entre receptor e ligante.
Por isso, foram mapeadas as ligacoes mais persistentes durante a DM e pode-se
perceber que a mutacao D30N provoca nos mutantes, quando comparados aos
tipos selvagens, uma diminuicao significativa na ligacao entre 046 do nelfinavir e
o nitrogénio do ASN30 ou ASP30 (ASN/ASP30N-NEL202046) e entre o O21 do
inbidor e o oxigénio delta do ASP25 (NEL200021-ASP250D2) (Tabela 4.4). Um
outro ponto notavel é a diminuigao na prevaléncia da ligacao de hidrogénio entre
o N37 do inibidor e o oxigéncio delta do ASP25 (NEL202N37-ASP250D2) para
todos os mutantes. Comparamos essas ligacoes com as encontradas na estrutura
cristalografica e verificamos que apenas a tultima nao estava presente. Com isso

tentamos validar que as principais ligacoes de hidrogénio, que estao localizadas no
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cristal, tem o tempo de permanéncia reduzido nos mutantes.

Com relagao a interacao com o substrato, todos os residuos das PRs mutantes
que tiveram diminuicao significativa na ligacao de hidrogénio estavam localizados
nas algas (GLY48, ILE149, MET46, GLY52). Ao compararmos com as ligacoes
encontradas no cristal, nota-se que duas ja estao presentes (GLY48N-ALA2000
e GLY480-ARG201NH1) uma, embora nao esteja presente (Gly480—-Val202N),
estd bem indicada visto que ora o oxigénio da Gly48 faz uma ligacao com o ni-
trogénio terminal da Arg201, ora com o nitrogénio terminal da Val 202. Além
disso, o comportamento apresentado pelo nitrogénio do ASP129 e os oxigénios do
GLU205 apresentaram comportamentos bem distintos entre os consensos B e C.
No primeiro a ligacao permaneceu na sua forma direta, enquanto no segundo na
forma indireta. Todas estas evidéncias podem estar fortemente relacionadas com
a maior instabilidade dos complexos com PRs mutantes.

Com relacao a area de superficie de contato intermolecular, nés podemos
notar que nossos modelos tedricos sao dinamicamente consistentes com o modelo
cristalografico, uma vez que o mesmo perfil da regiao de contato foi encontrado para
todos os sistemas. Um fato bem evidente nas andlises dos resultados e consenso
na literatura é a interacao assimétrica das cadeias da protease. Sabendo-se que
nenhum substrato natural é simétrico, espera-se que analises envolvendo sitio ativo
sejam distintas entre as cadeias. Ao fazermos esta analise, constatamos que a
area de interacao dos modelos mutantes é bastante diminuida em seus subsitios
quando as PRs estao interagindo com o nelfinavir (Tabelas 4.5), exceto para o
CD30N/N88D, e esta diminuigao, nos mutantes do subtipo C, deve-se basicamente
a perda de contatos hidrofébicos (Tabelas 4.6). Além disso, cerca de 50% da
redugao nos contatos do mutante BD30N também sao devido a perda de contatos
hidrofébicos. O fato do modelo CD30N/N88D apresentar maior drea de contato
que o consC nos leva a pensar que a mutacao compensatoria N88D restitui a area
de contato hidrofébica perdida pelo CD30N.

Seguindo a analise da superficie de interacao intermolecular, notou-se que o
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mutante BD30N foi o que apresentou a maior reducao na sua superficie de contato
(Tabelas 4.5). Além disso, um dos subsitios onde houve reducao da érea de contato
ocorreu numa regiao onde o inibidor manteve-se muito instavel (P2) (Fig. 4.10). Tal
fato proporciona uma maior liberdade para uma determinada regiao do nelfinavir
cuja instabilidade é grande, logo prejudica o processo de acomodagao do ligante.

Quando as proteases estao interagindo com o substrato nota-se que somente
hé reducao significativa no modelo CD30N /N83T (Tab. 5.6), nesse sistema observou-
se que essa reducao também se deu por reducao nos contatos hidrofébicos. Além
disso, o residuo 30 desse modelo apresentou uma area de contato intermolecular re-
duzida quando comparado com os outros, indicando que a mutagao D30N e N83T
juntas no subtipo C alteram significativamente a interacao entre o residuo 30 e o
substrato.

Nao o bastante é importante ressaltar os resultados encontrados para os
mutantes CD30N/N83T e CD30N/N88D. Enquanto o primeiro teve sua area de
contato com o ligante (inibidor ou substrato) diminuida em rela¢do ao consC, o
segundo teve sua area aumentada. Tal fato esta de acordo com os resultados
experimentais obtidos por Gonzalez et al. (2004). Nesse estudo foi observado que
o mutante CD30N/N83T ¢ mais resistente que o CD30N/N88D. Todavia aquele
possui menor adaptabilidade que este.

Geralmente, estruturas secundarias periddicas, como a-hélices ou folhas-3,
apresentam maior estabilidade pelo fato das potenciais ligagoes de hidrogénio do
esqueleto proteico apresentarem-se todas satisfeitas. Da mesma forma, segmentos
conectando essas estruturas secundarias, como voltas e loops, sao geralmente mais
flexiveis por apresentarem um menor nimero de ligacoes de hidrogénio satisfeitas
no esqueleto proteico. De um modo geral esse comportamento foi verificado em
nossas simulacoes e pode ser observado nas Figuras 4.14 e 5.14. Entretanto, uma
das regioes de a-hélice teve sua conformacao desestabilizada no modelo BD30N,
quando ligado ao nelfinavir, e no CD30N quando a PR estd complexada ao subs-

trato. Embora essa regiao nao tenha participacao direta na interacao protease
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ligante a variagao, na conformacao helicoidal, pode influenciar indiretamente no
processo de interacao entre PR e ligante, provocando uma interacao pouco efici-
ente. No primeiro caso isso colaboraria com a resisténcia, enquanto no segundo isso
pode representar uma das causas da inviabilidade (observada in vivo e in vitro)
desse mutante. Contudo uma andlise mais acurada deve ser feita afim de melhor
qualificar a relacao existente entre atividade e estabilidade da a—hélice.

Deve-se ponderar que o substrato utilizado é somente um dos substratos
da protease e que eles tém taxa de afinidade e catélise diferentes. Os resultados
obtidos nao podem ser generalizados para o comportamento de protease porque
a afinidade com outro substrato pode ser distinta. Estudos adicionais devem ser
conduzidos para melhor avaliar outros sitios de clivagem.

Por outro lado ressaltamos que o substrato natural analisado neste estudo
(KARVLAEAM), que corresponde ao sitio de clivagem CA /p2 da proteina Gag, é
totalmente conservado nos subtipos B e C (na verdade ele é quase universalmente
invariavel no grupo M). Portanto, nossas simulagbes mimetizam a interacao real
entre a PR do subtipo C e seu substrato natural.

Do conjunto de resultados discutidos neste capitulo, espera-se ter justificado
o objetivo principal que norteou esta dissertacao, ou seja, explicar as diferencas

que a mutacao de resisténcia D30N provoca nos subtipos B e C.
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Capitulo 7

Conclusoes

Este trabalho traz uma importante contribuicao para se compreender o efeito
da mutacao D30N nos subtipos B e C do virus HIV-1. Através de simulacoes
mimetizando o ambiente natural de atuacao da PR, ficaram claras algumas dife-
rengas entre as proteases dos subtipos B e C. As estruturas dos mutantes BD30N
e CD30N/N83T mostraram-se mais instéveis durante toda a dindmica, ou seja, a
acomodacao dos inibidores contra esses modelos se mostrou menor.

Foi possivel também identificar as regioes de interacao das PR’s com o ini-
bidor nelfinavir e com o substrato, e através do calculo da area da superficie de
contato intermolecular, pode-se perceber uma grande diferenca entre as dreas de
contato de todos os modelos estudados, contribuindo com a idéia de que a re-
sisténcia esteja associada também a uma reducao dos contatos hidrofébicos. Por
outro lado, uma menor afinidade entre receptor e ligante nao pode ser considerada
analisando-se simplesmente o nimero médio de ligagdes de hidrogénio.

Em nosso trabalho, a menor interacao do mutante BD30N com o inibidor e
do CD30N/N83T pelo substrato foi confirmada e caracterizada ao nivel molecular.
De uma forma geral, os mutantes CD30N e CD30N /N88D se comportaram de ma-
neira analoga ao consC. A principal diferenca encontrada para o CD30N foi uma
desestabilizagao na sua regiao de a-hélice quando esta interage com o substrato.
Tal fato pode estar associado a ineficiéncia no processo de clivagem, entretanto por

nao termos dados fenotipicos desse mutante (ele nao pode ser obtido experimen-
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talmente (Gonzalez et al., 2004)), as analises obtidas tomam um carater de previ-
sibilidade. J& o mutante CD30N/N88D, embora com comportamento semelhante
ao consC, apresentou-se com maior RMSD, maior raio de giro e principalmente
com suas ligacoes de hidrogénio entre GLY48N-ALA2000 e ALA200N-MET460
menos intensas.

Concluimos que a mutacao D30N no subtipo C, quando nao acompanhada
de outras mutagoes primdrias e/ou secunddrias, pode ter um comportamento de-
fectivo no seu processo de clivagem. Levantamos a hipotese que a mutagao D30N
no subtipo C, interfere no reconhecimento do substrato natural e também tem o

potencial de aumentar a resisténcia ao inibidor nelfinavir.
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Capitulo 8

Perspectivas

Como perspectivas deste trabalho destacamos:

e Realizacao de estudos de Célculo de Energia Livre;

e Proposicao de alteracoes na estrutura do nelfinavir que procurem aumen-
tar a especificidade de protétipos de inibidor para o subtipo C, visando

posterior sintese dos candidatos mais promissores;

e Analisar a interacao das proteases dos subtipos B e C com outros substra-

tos.
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46
46
25
25
25
25
26
26
26
27
27
27
28
28
29
29
30
31
31
49
50
32
33
34
35

52
49
o1
48
ol
28
30
32
36
29
33
35
30
34
36
31
35
32
36
33
32
34
50
o1
33
34
35
36
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[ angles |

11
11
15
16
16
12
11
12
13
16

17
18
18
10
11
16

aj
16
16
16
11
11
11
12
13
14
15
18
18
18

10

N

ak
15
17
17
12
10
10
13
14
15
14
17
19
19
10

funct

ga_14; CH1
ga_14; CH1
ga_12; CH2
ga_l14; CH1
ga_14; CH1
ga_12; CH2
ga_14; CH1
ga_14; CH2
ga_14; CH2
ga_14; CH1
ga_20; CH1
ga_20; CH1
ga_20; CH2
ga_12; N
ga_12; N
ga_12; CH2
ga_12; CH1
ga_12; CH1
ga_18; CH1
ga_29; CH1
ga_32; N
ga_30; C
ga_31; C
ga_17; C
ga_12; N
ga_12; N
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CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH2
CH2
CH2
CH2

CH1
CH1
CH1
CH2
CH2

Q aQ 2 2 Z2 O a Q

CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2

CH1

- -~ Q O O =2z =z

CH3
CH3

110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
120.0000
120.0000
120.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
70.0000
90.0000
110.0000
110.0000

111.0000
111.0000
109.5000
111.0000
111.0000
109.5000
111.0000
111.0000
111.0000
111.0000
116.0000
116.0000
116.0000
109.5000
109.5000
109.5000
109.5000
109.5000
115.0000
121.0000
124.0000
122.0000
123.0000
115.0000
109.5000
109.5000



18
19
19
23
20
20
37
20
23
23
39
23
37
37
40
39
39
42
41
41
43
42
42
44
43

= e s

20
20
20
23
23
23
21
37
37
37
24
39
39
39
41
41
41
42
42
42
43
43
43
44

20
23
21
21
37
24
24
22
39
38
38
25
40
41
41
42
A7
47
43
49
49
44
50
50
45

ga_12; N
ga_12; CH3
ga_12; CH3
ga_12; CH3
ga_12; N
ga_14; CH2
ga_12; CH2
ga_12; CH1
ga_12; CH1
ga_14; CH1
ga_12; N
ga_11; CH1
ga_30; CH1
ga_17; CH1
ga_31; C
ga_15; CH1
ga_32; N
ga_18; N
ga_29; O
ga_26; C
ga_26; C
ga_26; C
ga_26; C
ga_24; C
ga_24; C
ga_26; C
ga_24; C
ga_24; C
ga_26; C
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Q a a a

CH2
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
CH1
OA

CH2

QO O o o o o o o o a o a a

- CH3
- CH3
- CH3
- CH3

- CH1
- CH1

- CH2
- CH2

Q O O o o a O »n @D T O T

=
Q Q

- HC

110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
110.0000
95.0000
120.0000
90.0000
70.0000
110.0000
120.0000
120.0000
120.0000
100.0000
100.0000
100.0000
100.0000
90.0000
90.0000
100.0000
90.0000
90.0000
100.0000

109.5000
109.5000
109.5000
109.5000
109.5000
111.0000
109.5000
109.5000
109.5000
111.0000
109.5000
109.5000
122.0000
115.0000
123.0000
113.0000
124.0000
115.0000
121.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000



43
45
44
44
47
41
41
45
45
24
25
25
27
26
26
28
27
27
29
28
28
30
29
29
31
26
26
30

44
44
45
45
45
47
47
47
46
25
26
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
29
30
30
30
31
31
31

o1
o1
47
46
46
45
48
48
52
26
27
31
31
28
32
32
29
33
33
30
34
34
31
35
35
30
36
36

ga_24; C
ga_24; C
ga_26; C
ga_26; C
ga_26; C
ga_26; C
ga_26; C
ga_26; C

ga_11; C

Q Q o a a a Aa

OA

ga_3;CH2 - S

ga_26; S
ga_26; S
ga_26; C
ga_26; C
ga_24; C
ga_24; C
ga_26; C
ga_24; C
ga_24; C
ga_26; C
ga_24; C
ga_24; C
ga_26; C
ga_24; C
ga_24; C
ga_26; C
ga_24; C
ga_24; C
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QO O o o o o o o o o o o o ac a a0

HC
HC

OA

HC
HC

HC
HC

HC
HC

HC
HC

90.0000
90.0000
100.0000
100.0000
100.0000
100.0000
100.0000
100.0000
95.0000
110.0000
100.0000
100.0000
100.0000
100.0000
90.0000
90.0000
100.0000
90.0000
90.0000
100.0000
90.0000
90.0000
100.0000
90.0000
90.0000
100.0000
90.0000
90.0000

120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
109.5000
100.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000
120.0000



[ dihedrals |

; ajuste manualmente

;al aj ak al funct

16 11 15 17 2 gi2; CH1-X-Y-CH2 80.0000 35.26400
11 10 12 16 2 gii2; CH1-X-Y-CHIL 80.0000 35.26400
8 17 9 19 2 gi2; N -X-Y-CH2 80.0000 35.26400

9 7 10 18 2 gi2; CH1-X-Y-N 80.0000 35.26400
7 ) 9 8 2 giil; C -X-Y-0O 40.0000 0.00000
5 4 6 7 2 gil; N -X-Y-C 40.0000 0.00000
4 1 3 2 2 gi2; C -X-Y-CH3 80.0000 35.26400

20 21 19 23 2 gi2; CH1-X-Y-CHI 80.0000 35.26400

23 20 24 37 2 gi2; CHI-X-Y-N 80.0000 35.26400
37 23 38 39 2 gil; N -X-Y-C 40.0000 0.00000
39 37 41 40 2 gil; C -X-Y-O 40.0000 0.00000
41 39 42 47 2 gil; C -X-Y-C 40.0000 0.00000
42 41 43 49 2 gil; C -X-Y-HC 40.0000 0.00000
43 42 4 50 2 gil; C -X-Y-HC 40.0000 0.00000
44 43 45 51 2 gil; C -X-Y-HC 40.0000 0.00000
45 44 46 47 2 gil; C -X-Y-C 40.0000 0.00000
A7 48 41 45 2 gil; C -X-Y-C 40.0000 0.00000
26 25 31 27 2 gil; C -X-Y-C 40.0000 0.00000
27 26 28 32 2 gil; C -X-Y-HC 40.0000 0.00000
28 27 29 33 2 gil; C -X-Y-HC 40.0000 0.00000
29 28 30 34 2 gil; C -X-Y-HC 40.0000 0.00000
30 29 31 3 2 gil; C -X-Y-HC 40.0000 0.00000
3. 26 30 3 2 gil; C -X-Y-HC 40.0000 0.00000
31 26 27 28 2 gil; C -X-Y-C 40.0000 0.00000
27 26 31 30 2 gil; C -X-Y-C 40.0000 0.00000
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26
27
28
29
42
47
41
41
42
43
10
12
16
16
17
11
11
11
12
12
18
18

19
19
20

27
28
29
30
41
41
47
42
43
44
11
11
15
17
16
16
12
10
11
13

19
18

20
20
23

28
29
30
31
47
42
45
43
44
45
12
10
14
18
15
17
13

16
14

20
19

18

23

21
37

29
30
31
26
45
43
44
44
45
47
13

13
19
14
18
14

17
15

23
20

19

37

22
39

gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gil; C -X-Y-C
gd 17X - CHI1-CH2-Y 1.4000
gd 17X - CHI-CH2-Y 1.4000
gd_17; X -CH2-CH2-Y 1.4000
gd19; X -CH2-N -Y 0.2400
gd 17; X -CH1-CH2-Y 1.4000
gd 17;X - CH1-CH2-Y 1.4000
gd 17; X -CH2-CH2-Y 1.4000
gd 17; X -CH2-CH1-Y 1.4000
gd 17;X - CH1-CH1-Y 1.4000
gd 17 ;X -CH2-CH2-Y 1.4000
gd20;X -CH1-C -Y 0.2400
gd 17;X -CH2-CH1-Y 1.4000
gd.19; X -N -CH2-Y 0.2400
gd4; X -C -N -Y 8.0000
gd.19;X -CHI-N -Y 0.2400
gd4; X -N -C -Y 8.0000
gd 17;X - CH1-CH1 -Y 1.4000
gd 12 ;X -CH1-OA -Y 0.3000
gd19;X -CHI-N -Y 0.2400
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40.0000 0.00000
40.0000 0.00000
40.0000 0.00000
40.0000 0.00000
40.0000 0.00000
40.0000 0.00000
40.0000 0.00000
40.0000 0.00000
40.0000 0.00000
40.0000 0.00000

0.0000 3
0.0000 3
0.0000 3
180.0000 6
0.0000 3
0.0000 3
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

W w W w

0.0000
0.0000 3
180.0000 6
180.0000 2
180.0000 6
180.0000 2
0.0000 3
0.0000 3
180.0000 6



20
23
23
37
24
47

; Include Position restraint file
#ifdef POSRES

#include "nelokposre.itp”

23
37
24
39
25
45

#endif

24
39
25
41
26
46

25
41
26
42
31
52

ed 17 ; X
gd4; X
gd_13; X
gd1; X
gd_13; X
gd 2; X

177

- CH1-CH2-Y 1.4000
-N  -C -Y 8.0000
-CH2-S -Y 0.7000
-C -C -Y 1.4000
-S -C -Y 0.7000

-C -0A -Y 1.7000

0.0000 3
180.0000 2
0.0000 3
180.0000 2
0.0000 3
180.0000 2



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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