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Resumo

MARTINS, N. H. Ensaios enzimaticos de proteases de HIV-1 de subig
brasileiros. 2007. 119f. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Rdsica de Sé&o
Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos,.2007

Mesmo com o grande numero de estudos relacionapageases do subtipo B e
de como suas mutacfes podem interferir na estrutangesisténcia a inibidores e
na eficiéncia catalitica da enzima, existe ainda lanuna de como as mudancas
polimérficas de proteases de HIV de outros subtge#ilV-1 interferem nesses
fatores. Nesse contexto insere-se esse traballkouttjizou proteases de HIV-1
isoladas de pacientes brasileiros HIV-1 infectactoa 0 subtipo F, e outros dois
mutantes, sendo que um do subtipo F e outro dgpsuBtpara ensaios frente a
seis inibidores comercialmente disponiveis: amprenandinavir, lopinavir,
nelfinavir, ritonavir e saquinavir. Nossos resuitsicexperimentais revelam que
os seis inibidores comerciais estudados sao sgniémente menos ativos para
0 subtipo F e para as mutantes quando comparadsaigbéipo B. Além disso, 0s
valores de vitalidade dessas proteases tambémosdaerados maiores que 0s
obtidos para a proteina selvagem do subtipo B. Omal de mutacdes
comumente detectadas e o polimorfismo natural toragrotease selvagem do
subtipo F cataliticamente suficiente para mante@ahilidade do virus e garantir

alto grau de resisténcia cruzada frente a todasilmdores estudados.

Palavras chaveProtease de HIV, inibidores de protease, cornst@@tnibicao.



Abstract

MARTINS, N. H. Enzimatic assays of HIV-1 proteases from brazilian
subtypes 2007. 119f. Dissertacdo (Master Degree) — Institle Fisica de Séo
Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos,.2007

Despite years of intense research around the whitM,continues to represent
considerable therapeutical challenge. In order #&n gmore insights into
resistance of polymorphic mutations of existing HISubtypes toward
commercially available pharmaceutics, we studiddbition of subtypes B and F
HIV proteases (PRs) [native and two mutant enzycigscally identified in
Brazilian patients] by six commercial inhibitorsr{arenavir, indinavir, lopinavir,
nelfinavir, ritonavir and saquinavir). Our resutsow that all these inhibitors
have significantly higher Kvalues for the subtype F HIV PEwWt) and both
mutant enzymes than that for the B subtype HIV BRtY, Furthermore, the
biochemical fitnesses of these proteases, or thiities, are also considerably
higher than that oBwt The accumulation of commonly detected resistant
mutations in HIV PRs with natural polymorphisms rngirFwt sufficiently
catalytically active to guarantee the virus viakiind confers it a large degree of

cross resistance against all studied inhibitors.

Keywords HIV protease, protease inhibitor, inhibition ctard.
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Introducao

Na introducéo trataremos de aspectos gerais da AIDS
especificamente do virus HIV com énfase em sua

protease aspartica, objeto de estudo desse trabalho

“Hd quem fale que a vida da gente
é um nada no mundo, é uma gota no

tempo, que nem dd um segundo...”
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1-Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

A AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) @ gaomplexo de sintomas
e doencas que se manifestam apés a infeccao dagrgahumano pelo HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana). Os primeiros casos samginos Estados Unidos, Haiti, e
Africa Central em meados da década de 70, mas foaaacterizados como AIDS em
1982. Em 1983 o virus HIV foi identificado como sador da AIDS (Barré-Sinoussi,
1983; Galo, 1984). Embora inicialmente essa tentta sma sindrome restrita aos
homossexuais e usudrios de drogas injetaveis, edgmrdu muito até que atingisse
também homens e mulheres heterossexuais e crisasatdas de maes infectadas
(Kummerle, 1996). Dez anos depois da AIDS ser ifleatla, j& existia mais de 10
milhdes de pessoas infectadas pelo HIV no mundo.

O principal dano causado pela infeccdo por HIV destruicdo progressiva do
sistema imune celular. O HIV infecta as célulasidtema imunoldgico, especialmente
linfécitos T do tipo CD4+, levando a uma severanoaepressao e tornando a pessoa
mais suscetivel a doencas infecciosas. Na tentdgvaombater a infecgdo o corpo
produz algo em torno de 10 bilhdes de novos litd§cpor dia, no entanto, 10 bilhdes
de novas coOpias de HIV também sao produzidas.lfaséha entre a producgédo viral e a
resposta imune ocorre por muitos anos até que nesdao sistema imune sejam
irreparaveis (Kummerle, 1996).

Assim, quando uma pessoa tem AIDS, significa quéras jA causou danos
suficientes ao seu sistema imunoldgico, permitigde infecgbes e alguns tipos de
canceres se desenvolvam. Entre as condi¢fes sligicaafetam as pessoas em estagio
avancado da infeccdo pelo HIV, as mais graves maler frequéncia sao as infecgoes

oportunistas. Os sintomas determinados por elasledge tosse até coma, dependendo

12



do agente causador ou do estagio de evolucdo. ASAHMbéEm torna as pessoas
particularmente suscetiveis ao desenvolvimento dergbs tipos de canceres,
especialmente os causados por virus, como o céeceolo de Utero e 0 sarcoma de
Kaposi. Além disso, existem registros de ocorréndea alguns tipos de canceres do
sistema imunolégico, conhecidos como linfomas. bléncas aidéticas, as infeccdes
oportunistas surgem como formas severas de infecbéeterianas comuns a toda
criangca como: conjuntivite, infec¢cdes de ouvidaregalalite.

De acordo com os dados de dezembro de 2006 doaRraglas Nacdes Unidas
para HIV/AIDS — UNAIDS (UNAIDS, 2006), o numero astado de infectados com o
virus HIV em todo mundo era de aproximadamente B8if50es de pessoas, sendo 2,3
milhdes de criancas com menos de 15 anos. No an20dé o numero de novas
infeccdes chegou a 4,3 milhdes e ocorreram cerca mdhdes de mortes. A regido
mais atingida pelo HIV é a Africa sub-saharianajeon nimero de infectados chega a
25 milhdes com mais de 2 milhdes de mortes regasr@or ano. JA na Ameérica Latina
vivem cerca de 1.7 milhdes de portadores do vilys Hentre esses, mais de 430 mil
foram notificados no Brasil até junho de 2006 oadegido sudeste € responsavel por

62,3% dos casos seguida pela regido sul com 1 B8%tim Epidemioldgico, 2006).

2-HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

O Virus da Imunodeficiéncia Humana, HIV, pertencegénero lentivirus, o qual inclui
retrovirus que possuem genomas complexos e possueimerior capsidico em forma
de cone, por exemplo, o virus da imunodeficiénamaias (SIV) e 0 virus da anemia
infecciosa equina (EIAV) (Vaishnav, 1991). Como texalos os retrovirus, 0 genoma do

HIV é codificado por duas moléculas idénticas deARMM 9,2Kb, que é transcrito
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reversamente para uma molécula de DNA viral palastrriptase reversa quando ocorre
a infeccdo em novas células hospedeiras.

Os virus maduros exibem morfologia esférica de 1ZMxm de diametro, e
consistem em uma bicamada lipidica derivada da meemalda célula hospedeira, que
também contém diversas proteinas celulares de naembderivadas da célula
hospedeira, incluindo principalmente antigenosoh@nhpativeis, actina e ubiqtitina
(Figura 1) (Sierra, 2005).

O virus HIV possui 15 proteinas divididas em estais, enzimas e de acessorio
(Frankel, 1998). As proteinas estruturais sdo wadlas pelos gengmg e env(Figura
1) e séo: matriz (MA ou pl7), capsideo (CA ou p2ileo-capsideo (NC ou p7), p6,
superficie ou gpl120 (SU) e transmembrana ou gp¥).(As glicoproteinas expostas
na superficie, SU, estdo ancoradas no virus paragies com as proteinas
transmembrana (TM). Uma parede matricial formadaapooximadamente 2000 copias
da proteina de matriz (MA ou pl7) preenche o esmegngre a superficie interna da
membrana viral e uma particula capsidica conioadda por cerca de 2000 cOpias da
proteina de capsideo (CA ou p24) que esta locaimadcentro do virus. A particula
capsidica encapsula duas cépias do genoma virdigaélm, o qual € estabilizado como
um complexo ribonucleoprotéico com cerca de 20Q@@astda proteina nucleocapsidica
(NC ou p7) (Turner & Summers, 1999).

O genepol codifica as trés enzimas: protease (PR), relademam a clivagem
de poliproteinas virais, transcriptase reversa (RBDm a funcdo de transcrever
reversamente RNA em DNA e integrase (IN) que irdemyDNA viral no genoma da

célula hospedeira.
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Quanto as seis proteinas de acessorio, trés sapsetadas na particula viral:
Vif, Vpr e Nef e as outras trés, Tat, Rev e Vpu péoduzidas somente na célula

infectada, local onde atuam (Frankel, 1998).

| 6LTR || gag | vif i D nef
o D Em

| pol ‘ { vpr D \ env

PR RT IN SU ™
A)

PR

p24 RNA

p17
IN

Membrana lipidica

P RT

B)

Figura 1: A) Organizacdo do genoma do virus HIV-1: Os éxahs rev estdo conectados por
linhas. Quatro regides podem ser distinguidas noomea: (1) LTR: regifes regulatorias
localizadas nas extremidades. (2) o ggagpol que codifica duas poliproteinas precursoras,
sendo que a poliproteina Gag inclui proteinas doewmeapsidio e a Gag-Pol compreende
algumas proteinas estruturais e as trés enzimass:viprotease (PR), integrase (IN) e
transcriptase reversa (RT). (3) O geasv codifica a proteina de superficie SU e a
transmembrana TM. (4) Genes acessottas:rev, nef, vif, vpe vpu. B) Diagrama do virus
HIV maduro: A membrana lipidica € oriunda da céhidspedeira, e possui além de proteinas
celulares, glicoproteinas do virus (SU) e protetrassmembrana (TM). A principal proteina
estrutural a formar a matriz do virus é a p17 (M&p24 (CA) é a responséavel pela formagéo do
capsidio, p7 (NC) atua na estabilizacdo do RNA gecd. As enzimas protease, transcriptaase
reversa e a integrase estdo presentes no intericagbidio (Sierra, 2005; Turner & Summers,
1999).

A entrada do virus na célula é iniciada atraveés irderacdes entre as

glicoproteinas de superficie do virus e recept@d encontrados principalmente na
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superficie de linfocitos T. O ciclo de replicac@&mt duas fases, a inicial e a tardia,
Figura 2.

A fase inicial comeca com o reconhecimento da aéluo pelo virus maduro e
consiste do reconhecimento e ligagcdo das protedeasuperficie do HIV (SU) a
receptores CD4 da célula alvo. No passo seguintaye a fusdo e a penetracdo do
virus na ceélula hospedeira, quando o material genéas enzimas e as proteinas
acessorias sao liberadas no citosol. Nesta ocdsi@iese a transcricdo reversa do RNA
catalisada pela RT e a formacdo de um complexinpgg§racao, que inclui as proteinas
virais IN, MA, RT evpr, responsavel pelo transporte do material genéiied até o
nacleo. Dentro do nucleo, o DNA viral € finalmentdegrado covalentemente ao
cromossomo via proteina IN (Turner & Summers, 1999)

A fase tardia comeca com a regulacdo da expregs&o,ntermédio das
proteinas virais acessorias, envolvendo todos as geocessos que vai desde o
desenvolvimento inicial do virus até sua maturad¢dicialmente ocorre a sintese de
RNAs mensageiros processados e nao processadosi@unsportados para fora do
nacleo para serem traduzidos. Durante a tradug@mgipamente sdo sintetizadas as
proteinas regulatériaat, rev, nefA proteinatat € um ativador de transcricdo essencial,
enquantonef € um fator que sinaliza a degradacdo de molécul ¢lulares pelo
endossomo. O RNA néo processado € reconhecidogyaime auxilia na regulacao da
producdo das poliproteinas Gag e Gag-Pol. J& aipeoprecursora referente ao gene
env é sintetizada no reticulo endoplasmatico, apésoggssamento no complexo de
Golgi ela forma um complexo ndo covalentementadtigd M-SU, que é transportado
para a membrana celular para a montagem do visia€ de Gag e Gag-Pol sao
transportadas para a membrana junto com duas nedéco RNA viral para a

montagem do capsidio imaturo, que brota da célakpddeira. ApGs o brotamento
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comeca a fase de maturacdo que ocorre com a alivadgs poliproteinas Gag,
permitindo que as proteinas estruturais formem depgapsidio, e Gag-Pol para a
liberacdo das enzimas IN e RT. Essa clivagem & fpdla protease, que sofre
autoclivagem da poliproteina, vale ressaltar quebécdo da protease leva a formacgéao

de particulas virais imaturas e ndo infectantasin@r & Summers, 1999).
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Figura 2: Ciclo de Replicagdo do HIV. Fase inicial: O cicle replicacdo tem duas fases, a
inicial (Early Phase) e a tardia (Late Phase). igiahcomeca com o reconhecimento da célula
alvo pelo virus maduro e envolve todos os proceasba integracdo do DNA viral, pela acéo
da integrase, dentro do cromossomo da célula hesped fase tardia comeca com a regulagéo
da expressdao, por intermédio das proteinas vicaissarias, produc¢do das poliproteinas Gag e
Gag-Pol, do complexo SU-TM. Desenvolvimento inicdd virus até o brotamento e a
maturacdo da particula viral, que se d& atravéslidagem das poliproteinas pela protease.
Reproduzido de Turner & Summers, 1999.
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3-Alvos e Tratamento Disponivel contra a AIDS

Os alvos terapéuticos para os quais existem farsndisponiveis no mercado
Sao as enzimas transcriptase reversa, proteapeotetna estrutural SU ou gp41. Esses
compostos inibem a funcdo dessas proteinas, imgmdinfechamento do ciclo de
replicacdo do virus. No caso da transcriptase savexistem inibidores analogos e nao
analogos de nucleotideos, impedindo a transformdg&@NA viral em DNA que pode
ser integrado ao genoma celular, atualmente existamm de 10 inibidores aprovados.
Para as proteases estdo disponiveis inibidoreddpeptmiméticos e nédo peptideos
mimeéticos, que impedem a maturacdo do virus formd@a SU é alvo do inibidor de
fusdo enfurvitide da particula viral nas célulasAGDS-Food and Drug Administration,
2006). O tratamento utilizado atualmente em paei@om AIDS, chamado HAART
(Highly Active Antiretroviral Therapy utiliza dois inibidores de transcriptase reversa
nucleosidicos ou ndo; e um ou mais inibidores deepse. Este tratamento pode reduzir
a carga viral no plasma para niveis indetectavieisyecendo beneficios clinicos
duradouros. No entanto, ndo sdo todos os paciguesrespondem a HAART e o
desenvolvimento de resisténcia permanece um ddepnas mais sé€rios na supressao
da infeccéo pelo HIV (Caride, 2001).

A integrase é um outro alvo terapéutico interegsansua inibicdo impediria a
integracdo do DNA viral ao genoma celular. Aindao naxistem farmacos
comercialmente disponiveis para essa enzima, endstwdos nesta direcdo ja estejam

em fases avancadas (Hazuda, 2000).
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4-Protease de HIV

Baseado em sua sequUéncia de aminoacidos, inibmapegpstatina e estrutura
cristalina, a protease de HIV-1 tem sido classifecaomo uma protease aspartica
(Roberts, 1990). No ciclo de replicacéo viral gasdeina esta envolvida na maturacao
do virus, logo apds o brotamento, para formar dquéa infecciosa. Seguindo-se ao
brotamento ocorre a clivagem das poliproteinas &agag-Pol pela protease para
produzir as outras enzimas RT e IN, assim comor@igipas estruturais p24 ou MA,
pl7 ou CA e p7 ou NC. Dessa maneira, a inibicdopteta da protease levaria a
formacdo de particulas virais imaturas e, portardo,infecciosas.

As primeiras estruturas cristalograficas dessaepratforam resolvidas no fim
da década de 80 (Wlodawer, 1989; Navia, 1989; Rilind990). Trata-se de um
homodimero com simetria C2 e 99 aminoacidos porémeno. Cada subunidade €&
composta majoritariamente por folhasSao 9 fita3 e apenas uma-hélice, como
pode ser visto nkigura 3. O sitio catalitico € composto por uma triaderdeaaacidos
(Asp-25, Thr-26, Gly-27), localizado nuroop interno, na interface dimérica. A
estrutura desslop € estabilizada por pontes de hidrogénio, padréactsistico de

proteases asparticas.
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N-term

Figura 3: Representacdo da estrutura tridimensional dagsetde HIV-1. O desenho mostra a
estrutura cristalografica da prote@&autcomplexada com o inibidor TL-3 (em violeta) nogsiti
ativo. Os residuos Asp 25 estdo mostrados em vErdemagenta as fitgds em azul claro as
hélicese, e odoopsem cinza (Sanches, 2007).

Nessa mesmaigura 3, pode ser visto urflap representado logo acima do sitio
ativo, onde se encontra o inibidor. ESkp funciona como uma espécie de tampa,
fechando-se quando existe um substrato no sitio.ati

O primeiro inibidor de protease de HIV-1 descobeddp a pepstatina, um
inibidor de pepsina, que também é uma proteaseataspaAtualmente existem oito
inibidores de protease de HIV aprovados pela FDdarcialmente disponiveis. Séo
eles: amprenavir (Agenerase), saquinavir (Invirase)itonavir  (Norvir),
lopinavir/ritonavir (Kaletra), indinavir (Crixivan)nelfinavir (Viracept), atazanavir
(Reyataz), tipranavir (Aptivus), fosamprenavir (h& e darunavir (Prezista). A
Figura 4 mostra a mudanga conformacional provocada pelsepga do inibidor no

sitio ativo da proteina.
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Figura 4. Mudanca conformacional provocada pela presencaitimor no sitio ativo. (A)
protease de HIV-1 na forma livre e em (B) o complelm inibidor. A ligagdo do inibidor
induz uma mudanca conformacional na qudlayss se fecham sobre o sitio ativo.

5-Subtipos e Mutacbes

O HIV-1 é um virus com alta taxa de mutagdo. Unwmfdemas de se estudar a
variabilidade genética do virus é através da anéilegenética. A partir dos dados de
sequenciamento dos geraw/egago HIV-1 foi dividido em trés grupos: MMajor), O
(outlier) e N (New ou Non-M, Non-Q (Robertson, 1999). O grupo M é mundialmente
distribuido, possuindo os subtipos A-K, que juntepresentam a maior parte das
infecgbes por HIV-1. O grupo O é aparentemente reiat® da Republica dos
Camardes, bem como o grupo N (Kantor, 2004).

O subtipo B é mundialmente distribuido e é respaeigdor 70% das infeccdes
do HIV, seguido pelos subtipos A e C que englob&mndas infecgbes cada um. Na
América do Sul o subtipo B ainda prevalece, segdelama forma recombinante BF,
com 66% e 12% das infec¢des respectivamente. NsilBaem do subtipo B, com 76%

de prevaléncia, sao encontrados o0s subtipos G;,endo que o F é o principal ndo-B
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com mais de 7% das infeccbes notificadas como adstrna Figura 5

http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/geography/maight.html.

A maioria dos estudos relativos ao HIV-1 foi e vé&mndo realizados em paises
onde o subtipo B é praticamente Unico, porém owgudipos ainda pouco estudados
estruturalmente sao responsaveis por grande pastenficcdes por HIV relatadas. Os
inibidores de protease utilizados atualmente fordesenvolvidos baseados em
estruturas da protease HIV-1 subtipo B, e poucsabe qual a eficiéncia para outros
subtipos.

Além das diferencas entre os subtipos existem agumutacdes que podem
levar a resisténcia a inibidores. Essa resistéaciana consequéncia inevitavel da
supressédo incompleta da replicacdo do HIV. A rapecka de replicacdo e a inerente
variacdo genética levam a identificacao de linhagemis que exibem susceptibilidade
a medicamentos diferentes. Até 2004 ja haviam salilicadas mais de 790 mutacdes
nucleotidicas relacionadas com combina¢cfes de amadittos: 320 para 0 gene da
transcriptase reversa; 253 mutacdes para a protgasegeraram 70 mutacdes na sua
sequéncia protéica; e outras mutacbes que foramtioehdas a integrase e as
poliproteinas Gag e Env (Parikh, 2004).

A Figura 6 ilustra mutacdes de aminoacidos para a proteasi#\d& do grupo

M, que apresentaram mudanca na susceptibilidadeeentinados inibidores.
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[ A 9735 6.8 %
= C 9551 6.7 %
B o1pE 6346 4.5 %
B o2ac 3813 2.7
=] D 2914 2.0 %
' G 1578 1.1 %
o F 1029 0.7 %
= 0 955 0.7%
MoscPx 85 0.6 2
BF 740 0.5 %
Bicthbuitis Mi1cPXx 593 0.4 %
" B outros 4838 3.4 ¥
total 142454 100.0 ¥

B 4099 66.5 %

BF 735 11.9 %

| F 372 6.02
W 12eF 337 552
= C 267 4.3%
BFL 196 3.2 %

1] ] a3 0.7 2%
i BC 40 0.6 %
B outros 7z 1.2 %2

total 6161 100.0 2

Ameérica do Sul

B 2624 75.9 %
= F 251 7.3 %
| cC 250 7.2%

BF 115 3.3 %
BF1 73 242
B 1] 42 1.2 %
B outros 104 3.0 ¥

total 3459 100.0 &

Brasil

Figura 5: Distribuicdo dos diferentes subtipos de HIV-1. g@imeiro grafico mostra a
distribuicdo mundial, o segundo na América do Salterceiro no Brasil. Vale ressaltar que o
subtipo F é responséavel por mais de 7% das infecgdéficadas no Brasil (adaptado de
http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/geography/maight.htm)
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Alto grau deresisténcia
Resisténcia intermediaria
Baixo grau de resisténcia
Contribui para a resisténcia
Hipersusceptibilidade
Desconhecido

Sem resisténcia

Ll |

Figura 6: Mutag@es de resisténcia e inibidores de protedB€: atazanavir, DRV: duranavir,
FPV: fosamprenavir, IDV: indinavir, LPV: lopinaviNFV: nelfinavir, RTV: ritonavir, SQV:
saquinavir, TPV: tipranavir. A contribuicdo de ummtacdo para a resisténcia é dada pela
intensidade dos retadngulos azuis. O primeiro blfifcconsiste em mutagcbes primarias; o
segundo bloco (Il) contém um conjunto de mutacigwitantes na regido dlaps o terceiro
bloco (lll) contém mutacdes ndo-polimérficas memoportantes que as ddkeps o quarto
bloco (V) consiste de posi¢Bes polimorficas quatibuem para a resisténcia quando em
combinagdo com outras mutagBes de resisténcia eulgoro o quinto bloco (V), esta
relacionado a mutacdes reportadas recentementes gégn sendo relacionadas aos inibidores
ATV, TPV e DRV. Reproduzido dettp://hivdb.stanford.edu/cqgi-bin/PIResiNote.cgi

6-Objetivos

O trabalho teve como objetivo principal caractenizas proteases de HIV-1 de
linhagens encontradas em pacientes brasileiros setpsua eficiéncia catalitica e inibicdo

por farmacos comerciais.
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Material

c

Métodos

Os protocolos para a producdo heterdloga das pesea
foram previamente estabelecidos em nosso grupo pelo
Dr. Mario Sanches e a metodologia aplicada nos@&nsa
enzimaticos foi estabelecida pela Dr? Sandra

Krauchenco.

Ela é uma doce ilusdo? Mas e a
vida? Ela é maravilha ou é sofrimento?

Ela é alegria ou lamento?
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M ATERIAL

1-Proteases de HIV-1 estudadas nesse projeto

Nesse projeto foram utilizadas 4 proteases de Hfdrahtes: uma selvagem
(Bwi) e uma mutanteBmu) do subtipo B e selvageni\Wt) e mutante Kmuf) do
subtipo F. Com excecdo dBwt as outras proteases tiveram suas sequéncias
codificadoras obtidas a partir de amostras de cDNAl de criangas infectadas
verticalmente, ou seja, com mées soropositivasasEsgancas receberam tratamento
com inibidores para protease ritonavir e nelfinaios inibidores para transcriptase
reversa amivudina, stavudina e zidovudina e aptasen falhas terapéuticas
(Brindeiro, 2002).

O alinhamento sequiencial das proteases pode servado ndigura7. Bwt é a
seqUéncia consenso para o subtipo B (Benson, 1©98) utilizada como controle
durante a padronizagédo dos protocolos utilizaBosutpossui 8 mutagcées com relacdo
a Bwt S37N, R41K, K45R, 154V, L63P, A71V, V82A e L9ONFwt difere em 12
posicdes 115V, E35D, M361, S37N, R41K, R57K, D6@EK1IN, 162V, L63S, 164L e
L89M e Fmutpossui 20 muta¢cdes com relacdo a seqiéncia cansgdk 115V, G16E,
K20R, E35D, M36l, S37N, P39S, R41K, M46l, G51R, \5R57K, D60E, Q61D,
K70R, 172V, T74A, VB82A e L89M. Além disso, todas @®teases possuem a mutacao
Q7K que confere protecao a autélise, sem afetantvidade enzimatica, aumentando
assim sua estabilidade para a producéo heterdiugae( 1993; Mildner, 1994).

As proteaseBwt, Bmut, Fwt e Fmut ja haviam sido previamente subclonadas
em pET1la nos sitios para enzimas de restiNd® (extremidadesensg e BanHl
(extremidadeantisensg O vetor de expressao confere resisténcia a dmaie €

induzido por IPTG. Para a producdo heterdlogazatiios células competentes He
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coli BL21(DE3) paraBwt e BL21(DE3)-RIL (Cdédon Plus) pafdmut, Fwt e Fmut
(esta cepa produz tRNA para codons raros argirsakgucina e leucina e € resistente a

cloranfenicol). Essa escolha foi feita, pois seeol®u que nas sequUéncias dessas

proteases encontram-se codons raros pacali, quanto a esses aminoacidos.

Bwt 1 PQITIWHRPL VTIKIGGQLK EALLDTGADD TVLEEMSLPG RWKPKMIGGI
Bmut 1 PQITIWERPL VTIKIGGQLK EALLDTGADD TVLEEMNLPG KWKPRMIGGI
Fwt 1 POQITLWERPL VTIKVGGQLK EALLDTGADD TVLEDINLPG KWKPKMIGGI
Fmut 1 PQITIWHRPI VTIKVEGQLR EALLDTGADD TVLEDINLSG KWKPKIIGGI
Bwt 51 GGFIKVRQYD QILIEICGHK AIGTVLVGPT PVNIIGRNLL TQIGCTLNF
Bmut 51 GGFIKVRQYD QIPIEICGHK VIGTVLVGPT PANIIGRNLM TQIGCTLNF
Fwt 51 GGFVRKVEQYE NVSLEICGHK AIGTVLVGPT PVNIIGRNMI. TQIGCTLNF
Fmut 51 RGFVKVKQYE DILIEICGHR AVGAVLVGPT PANIIGRNML TQIGCTLNF

Figura 7: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dasagestede HIV. Em letras
vermelhas: diferencas entBavt e Fwt, em destaque amarelo: diferengas eBwe e Bmut,em
destaque azul: diferencas enfawt e Fmut Em rosa, a mutacdo Q7K, que confere protecdo a
autolise.

2-Inibidores de Protease utilizados

Os ensaios de atividade foram realizados para isédgdores comerciais,
amprenavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir, ritamir e saquinavir e outros dois
inibidores de proteases asparticas, pepstatina € TLi, 2000) Eigura 8). Os
inibidores comerciais foram gentilmente fornecigeta Far-Manguinhos/ Fiocruz, e o
inibidor TL-3 (Li, 2000), fornecido pelo Dr. Alexder Wlodawer. Os inibidores foram
solubilizados em concentracdes proximas de 1mMdoseque para amprenavir e
saquinavir utilizamos DMSO e DMF na proporcéo dk para indinavir, lopinavir e

ritonavir apenas DMF e para nelfinavir, TL-3 e gapsa apenas DMSO.
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Figura 8: Representacdo estrutural dos inibidores utilizados ensaios de atividade. Os
inibidores amprenavir, indinavir, lopinavir, nelivir, ritonavir e saquinavir sdo inibidores
comercialmente disponiveis para o tratamento artirieal.
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3-Substrato fluorescente

A atividade enzimatica das proteases foi medida ansubstrato Arg-
Glu(EDANS)-Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-lle-Val-GIn-Lys(DABCL)-Arg  (HIV protease
substrate-1, SIGMA) que contém o sitio de clivageosina-prolina, encontrado entre
a proteina de matriz p17 e a de capsidio p24 narptdina precursora Gag, bem como
dois aminoacidos covalentemente modificados patateccdo da clivagem. Uma das
modificagcbes consiste na adicdo de um fluoréforoasmo glutamico C-terminal,
EDANS [5-(2-aminoetilamino)-1-sulfonato de naftadgne a outra na adicdo de um
aceptor cromoférico em uma lisihna N-terminal, o D& (4'-

dimetilaminoazobenzeno-4-carboxilato). fAgura 9 representa o0 mecanismo do

substrato.

//.;\\.

Arg-Glu EDANS -Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-lle-Val Gln-Lys (DABCYL) -Arg
. . \w/
Clivagem promovida
l pela HIV protease

//._-._,\\
Arg-Glu  EDANS  -Ser-GIn-Asn-Tyr 4 Pro-lle-Val Gln-Lys (DABCYL) -Arg

b 4

Figura 9: Mecanismo de clivagem do substrato. O esqueméaranasclivagem proteolitica do
substrato no sitio Tyr-Pro. Com a clivagem em flaigmentos, a fluorescéncia de EDANS que
estava inibida pela presenca de DABCYL no peptideacto € recuperada e pode ser
monitorada por fluorimetria.

O EDANS possui pico de absorcédo a 340nm e de e&gsg®0nm, enquanto o
DABCYL absorve a 490nm, assim a sobreposicéo darladiscia do DABCYL com a
emissdo do EDANS permitem transferéncia da enelgiaessonéancia entre os dois,
fazendo com que a fluorescéncia intrinseca do EDAN®OnNm ndo seja observada.
Esse fenbmeno se torna insignificante a distancienes que 108. Sabendo que 0s

aminoacidos modificados estdo em lados opostositin de clivagem, quando o
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peptideo é clivado, o grupo DABCYL se distanciaEldANS e a emissdo a 490nm

pode ser monitorada.

METODOS

1-Método para obtencéo de célulak.coli competentes

Para a obtencao de células competentes, utilizanmoétodo de fragilizacdo da
parede celular por cloreto de calcio. Nesse prooediio 5mL de meio LB foi inoculado
com uma amostra de.coli e incubado durante 16 horas com agitacdo de 25@rpm
37°C. Em seguida, 0,5mL dessa cultura foi utilzadra o inoculo de 100mL de LB.
A cultura foi incubada a 37°C com agitacdo de 250gié atingir D@ ~ 0,4. O
material foi colocado em tubo de polipropileno peéfriado e autoclavado, e mantido
em gelo por 15min, s6 depois centrifugado, seno fr@iSKrpm, 4°C, por 10min num
rotor previamente resfriado. A massa celular sediata ou pellet, foi ressuspendida
cuidadosamente em 20mL de solucdo de cloreto dedébmM CacCl2 , 15% glicerol,
10mM de PIPES, agua Milli-Q, pH 7,0, estéril poltrdicdo e resfriagae novamente
centrifugada nas mesmas condi¢cdes anteriores. digpa foi repetida por mais duas
vezes. Por fim, o pellet foi ressuspendido gentitaem 8mL de solucdo de cloreto de
calcio e entdo transferido em tubos plasticos Gl autoclavados e pré-resfriados. As
aliquotas de 2QQ., foram por fim congeladas em nitrogénio liquidarenazenadas a -
80°C.

Foram utilizadas células competentes do Epmli BL21(DE3) para a producgao
da proteas®wt e E.coli BL21(DES3)-RIL paraBmut, Fwt e FmutA linhagem DH5a

de E. coli foi necesséaria para a propagacdo do DNA plasmi@alprocedimento
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adotado foi basicamente 0 mesmo para todas agénbautilizadas, com excecado da
E.coli BL21(DE3)-RIL, que possui resisténcia a clorandehio qual é adicionado nos

meios de cultura utilizados na concentracao qey3bL.

2-Transformacéao de bactérias por choque térmico

Os plasmideos contendo o gene das proteases @mdestexpressao foram
construidos anteriormente a esse projeto pelo @ridvBanches, e foram utilizados na
reacdo de transformacdo de células Eleoli BL21 e DH5a competentes para
expressao e propagacao do DNA, respectivamente.

Para cada reacgao, aproximadamente 50ng de DNAnfadacionados a 1Q@Q
de células competentes mantidas em gelo durant@. 5fnimistura foi incubada
sequencialmente em gelo por 10min, banho térmicé2%C por 50 segundos e
novamente em gelo por 10 minutos. Apos esse chtéudco 20QL de meio LB
liguido foi acrescentado, e a reagdo incubada g@b@or 1h a 37°C. Finalmente, o
produto dessa reacdo foi inoculado em placas de doeh 25mL de meio LB sélido
enriquecido com 1Q@/mL de ampicilina, quando a célula utilizada et2 BDE3) ou
DH5-a, e também 3pg/mL de cloranfenicol, para BL21(DE3)-RIL. As cutis foram

incubadas a 37°C, durante 16 horas.

3-Mini-preparacédo de DNA plasmidial e analise

Uma cultura com 5mL de células DH5transformadas e meio LB enriquecido

com 100pg/mL de ampicilina, foi incubada durante 16 honasagitacdo de 250rpm a

37°C. A cultura foi transferida para tubos de neertrifuga de 1,5mL, e o DNA foi
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obtido através de kit comerci&izard Plus SV minipreps Promega, seguindo o
protocolo do fabricante.

A andlise da preparacao de DNA foi feita atravesedhicdo de digestdo com as
enzimas de restricadldd e BanHl onde o DNA plasmidial obtido foi clivado
separando a sequéncia codificadora da proteasi@ncamndo assim, a presenca deste no

vetor.

4-Producédo heteréloga das proteasddwnt, Bmut, Fwte Fmut

4.1-Expresséao

Para a expressao das proted®es$, Fwt, Bmute Fmut foi utilizado meio LB
(Luria Broth) acrescido de 1% de glucose, 0,01%adgespumante, 100pg/mL de
ampicilina e par&wt, Bmute Fmut 35pg/mL cloranfenicol.

Em um experimento tipico, foi feito um pré-inécelm meio LB semelhante ao
de expressdo (1/20 do volume final da cultura).eEpse-indculo cresceu por
aproximadamente 16h sob agitacdo de 250rpm a 3p3, o qual foi adicionado ao
meio de expressdo, pré-aquecido, e deixado solacagitde 250rpm a 37°C. A
absorbancia da cultura foi monitorada a 600nm a& ajingisse 0,7UA, sendo entao
adicionado IPTG, na concentragao final de 1mM. Apd®ras de inducao a cultura foi

centrifugada a velocidade de 6000rpm por 10 minatdC.
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4.2-Lavagens dos corpos de inclusao

A protease é expressa em corpos de inclusdo, qgse reaso foram obtidos
através da lise celular seguido da lavagem dos oseshEsses procedimentos foram
realizados em gelo ou a 4°C.

Para a lise celular, ressuspendeu-se a massaraatul@LA (50mM Tris-HCL
pH 8,0, 5mM EDTA, 0,1%p-mercaptoetanol) com 106 de lisozima/mL, na
proporcao de 1 g de célula para 20mL de tampaa mgdura foi deixada sob agitacao
por 30 minutos, depois entdo sonicada para a quibmaNA e lise celular (com 6
ciclos de 30s de sonicacédo e 1min de interval@aténcia 6, sonicador Branson 450,
sempre em gelo). A amostra foi entdo centrifugadSiirpm por 40 minutos. O
precipitado foi ressuspendido em 80% do volumeahde TLB (TLA + 2M uréia, 1%
Triton X-100), e novamente centrifugado nas coreicanteriores, iniciando assim a
fase de lavagens dos corpos de inclusdo. O pradipitoi novamente ressuspendido
com TLA, e centrifugado nas mesmas condi¢cOes. &tseo processo foi repetido, e
desta vez os corpos de inclusdo foram ressuspendimo20% do volume inicial de
TLA, sendo esse entdo o volume final da amostrmaatido a 4° até o inicio da

cromatografia de troca anibnica.

4.3-Cromatografia de troca ionica

Os corpos de inclusdo foram centrifugados a 17Kap#iC por 40 minutos. O

precipitado resultante foi ressuspendido em tan&®& (50mM Tris-HCI pH 8,0, 5

mM EDTA, 8 M uréia, 0,19B-mercaptoetanol), na propor¢cdo de 1mL para cadd.10m

da suspenséo de corpos de inclusdo, e centrifugad@rpm durante 30 minutos a
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temperatura ambiente. A partir desse passo 0 proeatb foi realizado em
temperatura ambiente para evitar a cristalizacaarém. O sobrenadante contendo a
proteina soluvel foi injetado na coluna HiTrap ®-He 5mL, previamente equilibrada
(5 volumes de coluna de agua, 5 volumes de colan@EdB seguidos de 5 volumes de
coluna de AE-A). Utilizou-se para a cromatografimmarelno HPLC - AKTA (GE
Healthcare). O fluxo mantido foi 4mL/min. A amostra que néo ligou na coluna

contém a protease, e foi recolhida para a proxnm@atografia.

4.4-Cromatografia de troca anionica

A amostra resultante do item 4.3 foi ajustada cosetado de sodio (25mM) pH
5,0 (com HCI), diluida 1x em tampao CE-A e injetadacoluna HiTrap SP-HP de 5 ou
1mL, pré-equilibrada com tampéo CE-A (25mM acetisodio, 2mM EDTA, 8M de
uréia, 0,1%p-mercaptoetanol, pH 5,0). A injecdo foi feita a#svde uma bomba
peristaltica ligada diretamente na coluna. Nessgopa protease liga-se na coluna, e se
desliga com o aumento da forca idnica, proporcianam um gradiente feito entre CE-
A e CE-B (CE-A + 1M cloreto de sddio). O gradiefdefeito em 3 volumes de coluna
até 30% de CE-B, quando foram coletadas fracdelrde As fracdes obtidas foram

analisadas em SDS-PAGE, e combinadas de acordsuameoncentragéo e pureza.

4 5-Reenovelamento

Para reenovelar a protease desnaturada pela oréigith uma dialise para a

retirada gradual do agente desnaturante. Os proeeaths foram feitos a 4°C. Utilizou-
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se membrana de dialise com corte de 6-8 KDa. Assta® encontravam-se na
concentracdo aproximada de 0,2mg/mL (método def@dd

As trocas de tampdo se processaram da seguinteirmanampao de
reenovelamento TR (20mM fosfato de sodio dibasic@)mM de cloreto de sédio,
5mM EDTA, 0,1%p-mercaptoetanol, pH 7,4) com 4M de uréia durantelhcom 2M
de uréia por 2h, TR injetado em fluxo continuo dtgaaproximadamente 14h (com o
auxilio de bomba peristéltica), TR novamente poisrih. Para os ensaios de atividade
foi acrescentada mais uma troca de tampao, aidd&€ ,aTE (100mM acetato de sédio
pH 4,7, 1 mM EDTA, 1.0 M NaCl, 1 mM DTT, 10% v/v DB0) sem DMSO por 2h.

Ao final da dialise, a amostra foi centrifugadd3900xg a 4°C, para eliminar
proteinas precipitadas durante o processo, e naagtidgelo. A concentracao foi feita a
1300xg, quando necessaria, utilizando-se o corammtiMillipore - 10KDa. O processo

de concentracéo foi monitorado através do métodéraeford.

5-Ensaios enzimaticos

Os ensaios enzimaticos foram padronizados peleéSBmdira Krauchenco com
base nas informacgcbes contidas no artigo de Hoffn2893 Matayoshi, 1989, e
componentes do kit comercial chamadénZoLyte™ HIV-1 Protease Assay 'Kit

comprado da empresa AnaSpec.

5.1-Condigbes experimentais

As medidas de fluorescéncia foram feitas no espfgbrimetro Hitachi F-4000

PCI, com banho térmico acoplado para o controlegeratura. Os comprimentos de
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ondas foram ajustados patg=340nm, excitacdo k.,=490nm, emissdo. Utilizamos
cubetas de quartzo de %00 sendo que o volume final de cada reacéo foiddpl3 Os
ensaios foram realizados a 37°C, em tampao TE bantelao descrito por Matayoshi,
1989: 100 mM acetato de sodio pH 4,7, 1 mM EDTA, . NaCl, 1 mM DTT, 10%
v/v DMSO. O substrato foi adicionado na concenwdqéal de 10uM.

Utilizamos substrato SIGMAH]V protease substrate),lque foi ressuspenso em
DMSO, de acordo com as especificacdes do fabricBnteante os ensaios o0 substrato
foi mantido em temperatura ambiente, em tubos Blall protegidos da luz.

Todas as reacdes foram preparadas em tubos dé & %ncubadas em banho

térmico a 37°C durante 3 minutos, antes da adigjwatease.

5.2-Calibragdo com EDANS

Para analisar os dados, primeiro foi construida wmeva de calibragédo
medindo-se o sinal de fluorescéncia (em unidadeBudeescéncia relativa ou UFR)
para diferentes concentracoes de EDANS em tamp&osi#eo contendo o substrato. O
EDANS foi utilizado nas seguintes concentracbesn&m500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.63, 7.81.

Esse padrao de referéncia foi usado para calibraariacdo de diferentes
instrumentos e diferentes temperaturas usadas xpesimentos. A partir do grafico
construido foi feita uma regressdo linear para ta obtida e calculou-se o seu
coeficiente angular. Com base nesta calibracacjaol®s de fluorescéncia medidos

puderam ser convertidos em concentracdes (nM).
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5.3-Ensaios de Inibicédo

Os experimentos de inibicdo foram realizados cois iséhidores comerciais:
amprenavir (APV), indinavir (IDV), lopinavir (LPVqelfinavir (NFV), ritonavir (RTV)

e saquinavir (SQV). A taxa inicial de clivagem dabstrato foi ajustada para 10—
20nM/minatraves da adicdo de proteina.

A partir dai foi feita uma curva de titulagdo carada um dos inibidores,
(tipicamente 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 41@e 32 nM). Esses resultados foram
analisados segundo a equacéao geral para inibidonegetitivos(Morrison, 1969 e Bieth,
1995) onde Vi para cada concentracdo de inibidor feidtdo pela taxa inicial Vo,

esses resultados foram ajustados entdo na equacao.

VilVo = ([E-[It]-K i.apsH{([EL-[I]-K 1 app)*+A[EtIKiapg “/2[EL] (1)

V; = velocidade de reacdo para cada concentragahitdoir, A[product]min®;

V = velocidade de reacéo na auséncia do inibisjproduct]mini’;

[Et] = concentracdo total de enzima (ligada ou nao)

[It] = concentracéo total de inibidor (ligado owi)a

Kiapp = constante de dissocia¢do aparente para o compleima:inibidor, dado pela

concentracao de substrato.
Quando tanto [Et] e Ky, S0 tratados como parametros variaveis, estinsativa

confiaveis para [Et], mas néo parai.lf sdo aproximadas em condi¢cbes de quase-

titulagdo ou seja [Et]/Kypp>10; por outro lado para [Et]<<ks, (praticamente [Et]/Kapp
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<0.1) a equacao (1) pode ser simplificada parauagp de inibicdo ‘classica’ onde

[Et] pode ser ignorado.

VilVo = 1I(1+[It)/Ki app) )

Para inibidores competitivos o; Keal pode ser calculado a partir dg,Js usando a
equacao:

Ki = Kiap/ (1+[S]/Ku) ®3)

onde
[S]= concentracao de substrato

Km = constante Michaelis-Menten.

Nessas condicdes experimentais [Sl<KKiapp € K sdo similares devido a
competicdo praticamente nula entre inibidor e satistassim kKqpp COrresponde a g,
ou seja a concentracdo de inibidor necessaria pad% de inibicdo da atividade

enzimatica.

5.4-Eficiéncia catalitica eKm

Para definir a o tipo de inibi¢ao, classica ([E{}#0.1) ou “tight-binding” (0.1 <
([Et)/K;) < 10), de cada inibidor a concentracéo totalrdenea foi estimada através da
aproximacéo de condic¢des de titulacdo da enzinwaipiidor.

Para isso a taxa de conversao de substrato emtpnoa auséncia de inibidor foi

ajustada na faixa de 100 to 200 nMxmif/o) e monitorada durante poucos minutos
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para minimizar o esgotamento do substrato. Os dded§Vi/Vo) versusconcentracao
correspondente de inibidor] desses experimentoguase titulagdo com amprenavir
foram ajustados na equacéao (1), permitindo a eséimda [Et] aparente e o calculo da
constante catalitica aparente a partir da equadapdra 10M de substrato.
Keat =VO/[EL] (4)
A constante de Michaelis-Menteny(Kdas proteases foi determinada medindo a
conversao do substrato em diferentes concentrag@iemndo os dados na equacao de

Michaelis-Menten (5).

V=Vmax [S] / Ku +[S] (5)
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Resultados

A seguir serdo apresentados o0s resultados obtidos

by

relacionados a producdo heteréloga das proteases de

HIV-1 e 0os ensaios enzimaticos realizados.

Somos nés que fazemos a vida,
como der ou puder ou quiser. Sempre
desejada por mais que esteja errada.

Ninguém quer a morte sé saiide e sorte.
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1-Producao heterdloga das proteasdawt, Bmut, Fwte Fmut

A construcdo dos plasmideos contendo o gene dasapes em vetor de
expressdo, bem como a padronizacdo dos protocdzxianados a producao
heter6loga das porteases foram feitas anteriorma&nésse projeto pelo Dr. Mario
Sanches (Sanches, 2004). Os plasmidios e foramadts na reacdo de transformacao
de células dé&.coliBL21 e DH5a competentes para expressao e propagacdo do DNA,
respectivamente.

A producéo heteréloga das proteases de HIV caunsii insercdo no plasmideo
do gene codificante para cada protease; da reagdmmisformacdo dos mesmos em
células bacterianas; da expressao em meio LB gag#o a partir de corpos de inclusédo
e finalmente reenovelamento das enzimas.

Iniciamos esse processo purificando os plasmidetigerindo-os com enzimas
de restricdo especificaddd e BarrHI, para confirmar a presenca do gene da proteina
de interesse. Em seguida, analisamos o produtoeagéo de digestdo através de
eletroforese em gel de agarose 1% para verificaresenca do inserto de 300pb

correspondente ao gene da protefigera 10.

Figura 10: Digestdo com enzima de
restricdo. O gel de agarose 1% mostra nas
colunas 1-4 o0s DNAs plasmidiais
purificados deBwt, Bmut, Fwt, e Fmut
respectivamente, apés digestdo com ambas
as enzimasNde | BanHI. O fragmento
liberado de cerca de 300pb corresponde ao
inserto codificador para a protease. A banda
maior de cerca de 5700pb contém o vetor
de expressao, pET-11a.).
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Os DNAs plasmidiais provenientes das amostrasipasitoram entdo utilizados
para a trasnfeccdo de células bacterianas imediatamantes da realizacdo dos
experimentos de expressao.

A protease foi superexpressada Encoli, cepa BL21 (DE3ap0s inducdo com
1mM de IPTG por 4 horas. A presenca de glicosentlera expressédo da protease foi
crucial para a manutencéo de sua atividade apésrmvelamento. Como as proteases
de HIV sédo expressas em corpos de incluséo, oursejmacao insolluvel, a estratégia
adotada para sua purificacdo consistiu entdo de séma de lavagens da fracao
insoltvel para a retirada do maior nimero de comantes possivel. Alguns passos
foram muito importantes para a recuperacao dadatiég apds o reenovelamento, por
exemplo: o procedimento de sonicacdo que estaorln com a quebra de DNA; a
suspensdao das proteinas em tampao com tritondadmicom a total homogeneizacao
da amostra; também foi observada a manutencao teesi® antioxidante do tampao
(obtido através do acréscimo flenercaptoetanol ou DTT); e a realizacdo de todo o
processo a baixa temperatura.fig@ra 11 podemos observar a analise em SDS-PAGE
dos passos de lavagens dos corpos de inclusaa pacteasé&mut Vale ressaltar que
todas as proteases que trabalhamos mostraram o ompserfil de expressao e.

purificacao.

Figura 11: Gel SDS-Poliacrilamida 16%.
Coluna 1: PM - marcadores de pesos
moleculares (17,0 e 8,2 KDa). Coluna 2-5:
Sobrenadante proveniente das lavagem dos
corpos de inclusdo. Colunas 6: Amostra
contendo a proteagemut em corpusculos
|-_'-:‘ 11kDa de inclusédo apds o processo de lavagem .
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Antes do inicio dos experimentos cromatograficpsosease foi solubilizada em
tampéo com 8M de uréia, e nessa forma desnaturadiestra foi injetada na coluna de
troca aniénica (QHP), a qual foi seguida por cragefia catibnica (SPHP). Os perfis
cromatograficos do HPLC para as duas trocas iorfiarasn utilizados na identificacédo
das fracbes que continham a proteina recombinéigteas 12 e 13 Ao término da
purificacdo a pureza das amostras foi analisadevédrde gel de SDS-poliacrilamida

como mostra éigura 14.

T T T T T T T T - —1 100
3500 4 ‘

Figura 12:
Cromatograma o
purificacdo da protea:
Fmutem coluna de troc
anidnica - (HP. Nessi
passo a proteina nao
liga a coluna sendc
eliminada nos 30 n
iniciais de lavagem c
coluna (pico A).
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Figura 13:
Cromatograma  da
purificacdo da protease
Fmut em coluna d
troca catibnica SPHP.
Nesse passo a protel
ligou-se a coluna, e f
retirada através
gradiente de NaCl (pic
A), para eliminar o
contaminantes
observados n
preparacdo provenier
da cromatografia pc
Volume (mL) troca anibnica.
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Figura 14: Gel SDS-Poliacrilamida 16%.
Coluna 1: PM - marcadores de pesos

N — - moleculares (17,0 e 8,2 KDa). Coluna 2:

—— Frac&o apds termino da purificacdo, onde se
17 - destaca a banda correspondente a proteina
5> IR 11kDa Fmutde 11 kDa.

-

2-Ensaios enzimaticos

2.1-Calibragdo com EDANS

O grafico abaixo figura 15) representa a curva de calibracdo obtida em
unidades de fluorescéncia relativa ou UFR, padifagntes concentracbes de EDANS
em tampéo de ensaio contendo o substrato. A indinaa reta (387.34 UKRM ™)
foi obtida através de regressao linear e foi w@ilz para converter os sinais de

fluorescéncia URF em concentragéo de produto aiyat).

700000 +

L 2
600000 1
500000 1
400000 1 y = 387,34x + 16328
&
300000 1 3
200000 1
s
100000 |
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”,
0] ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Figura 15: Gréfico da curva de calibragdo com EDANS. O ensam EDANS foi
feito nas mesmas condi¢cfes dos ensaios de ativilfderial e Métodos.
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2.2-Ensaios de Inibicédo

Os valores das constantes cinéticas obtidas pgpeotease8wt, Fwt, Bmute
Fmut podem ser observados tebela 1 As medidas realizadas com o subtipo B
selvagem serviram como referéncia para a validde&wossos resultados, concordando
com dados ja apresentados na literatura para o onssivstrato (Matayoshi, 1990;
Velazquez-Campoy, 2001; Hoffman, 2003). As constamte inibicdo foram obtidas
experimentalmente para seis inibidores comerceisp(enavir, nelfinavir, lopinavir,
ritonavir, e saquinavir) e para 2 inibidores unsaes (TL-3 e pepstatina) das proteases

asparticas.

Tabela I Constantes de inibicao para subtipos diferergddIff-1 proteases.

inibidor Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM)
Bwt Fwt Bmut Fmut

APV 0.16 + 0.05 4.86 +0.47 6.14 £ 0.59 1422 + 271
IDV 0.96 £0.23  106.27 £26.05 303.96 +59.58 3Z#XR0
LPV 0.48 £ 0.27 1.14 £ 0.15 11.81+1.51 296 £ 59
NFV 1.05+0.23 315.81+29.53 124.05+15.78 13PB6
RTV 0.18 + 0.06 32.94 £+ 4.55 82.86 + 12.66 195434 3
SQV 0.52 £0.22 7.28+2.55 102.45 + 23.61 177 £ 57
TL3 3.26 £0.88 23.81 +8.48 135.45 + 37.74 18®+ 2
PPT 28.55 £ 4.20 59.61 + 8.44 116.51 +13.50 270928

Para entender melhor como esses valores foramiosbth ensaio de inibicdo da
proteaseBmut com amprenavir sera utilizado como exemplo. Todssgraficos e

tabelas relativos aos ensaios com as outras pesteass outros inibidores se encontram

noanexo A
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O ensaio comeca com a medida da atividade dagsetm o substrato sem a
adicao de inibidor, de onde tiramos pda reacdo. A partir dai cada reacéo recebe uma
concentracdo diferente de inibidor até que a ated enzimatica ndo seja mais
observada, desses resultados observamaspar® cada concentracao de inibidor. Os
valores de Y e V; sdo obtidos graficamente através de regresséar lisendo relativos
ao valor de inclinacédo da reta. O grafico represdminafigura 16 mostra as curvas

resultantes desse experimento.
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Figura 16: Grafico de inibicdo da proteaBenutcom o inibidor amprenavir. Com o aumento da
concentracdo de inibidor observa-se o decaimenttidialade enzimatica pela diminuicdo da
inclinacao da retad;).

Em seguida, os valores defdram divididos pelo valor deg\e plotados versus

a concentracdo de inibidofigura 17. A curva resultante desse grafico foi fitada
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segundo a equacdao (1), descrita na secao Matevatados, quando obtivemos o valor

da constante de inibicdo, que para esse caso tbildet 0.59nM.
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Figura 17: Gréfico Vi/Vo paraBmut versus concentracdo de amprenavir. Os dados foram
ajustados através de regressao ndo linear, sequrepuacdo (1) de Material e Métodos
(Morrison, 1969 e Bieth, 1995).

Os valores de Ki para todos os inibidores estudddmmmn maiores para o
subtipo F e para as mutantes do subtipo F e B guaodhparados aos valores
encontrados para a prote&set para os quais os inibidores foram desenvolvidos.

Para a proteadewt o Ki teve aumento de 2 vezes para lopinavir etpéps, 7
vezes para o TL-3, 14 vezes para saquinavir, 30svpdra amprenavir, 111 vezes para
indinavir, 183 vezes para ritonavir e 301 vezesomaara nelfinavir quando
comparados corBwt.

ParaBmut os valores de Ki encontrados também foram maipaea todos os
inibidores testados, sendo que 4 vezes maior ggustatina, 25 vezes para lopinavir, 38

vezes para amprenavir, 42 vezes para TL-3, 118sveae nelfinavir, 197 vezes para
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saquinavir, 317 vezes para indinavir e 460 vezesormpara ritonavir, quando
comparado aos valores encontrados para

No caso do mutante do subtipo F, todos inibidoresiahstraram queda de
poténcia, sendo que o ritonavir mostrou a maisabaficiéncia, com Ki 10856 vezes
maior, seguido por amprenavir, (8888 vezes), inding881 vezes, nelfinavir (1250
vezes), lopinavir (617 vezes), saquinavir (340 8gzeepstatina (95 vezes) e TL-3 (55
vezes).

A partir do kst a concentracdo de proteina ativa nos experimetgajuilibrio
de inibicdo foi calculada e encontrou-se na fae®d-0,2M assim como as constantes

de inibicdo, indicando a prevaléncia das condig@esght-binding.

2.3-Eficiéncia catalitica

As constantes cataliticas obtidas para as protestedadas estdo sumarizadas
natabela 2.Para ilustrar como essas constantes fovatidas, utilizaremos os dados
relacionados a proteagmut. Todos os graficos relacionados as outras protessiae

noanexo B

Tabela 2 Eficiéncia catalitica para subtipos diferentesiiié-1 proteases.

Subtipo at (S7) Knm (UM) kfa{KMl
(s uM™)
Bwt 86+04 61.2+12 0.14 £ 0.02
Fwt 50+0.2 12.3+3 0.41 +£0.03
Bmut 2.7x0.2 1544 0.18 £0.05
Fmut 0.72 £0.03 247+ 3 0.029 = 0.007
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O célculo da constante cataliticgsskfoi feito usando-se experimento de quase-
titulacdo com o inibidor amprenavir, sendo queqaodf ajustada para a faixa de 100-
200nM/min, o gréfico ja representado figura 17 é relativo aos dados deg ¥ Vo
versus concentracao de amprenavir fBarat. A curva foi fitada segundo a equacao (1)
(Material e MétodosjMorrison, 1969 e Bieth, 19955jue além de permitir o calculo da
constante de inibicdo também permite o célculo aecentracdo da protease ativa na
reacao [Et]. A partir dai calculou-se g:lkde acordo com a equacéo (4) (Material e
Métodos), que nesse caso foi de 2,7+ 0.2 s

As medidas de i foram feitas medindo a conversao do substratoitsredtes
concentracdes e fitando os dados na equacdo deadliciMenten (5) (Material e
Métodos). O substrato foi pouco soluvel, impedintedidas com concentracdes acima

de 60uM. Par&muto valor de K, obtido foi de 24,7 + 3jdura 18.
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Figura 18: Grafico de conversao do substrato pamsut. Nesse experimento a concentracéo de
proteina é constate e a velocidade de conversdedidanpara diferentes concentracdes de
substrato. Os dados foram ajustados segundo a&mdagVichaelis-Menten
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A constante catalitica,c obtida para o subtipo F € 1,7 vezes menor que a
obtida para o subtipo B. Para os mutantes dospmsh®B e F os valores encontrados
ficam 3 e 17 vezes menores, respectivamente, quemtiparados com o subtipo B
selvagem.

Para os valores de Ko comportamento observado foi diferente, quando
comparamos &wt com aBwt observamos que o valor da constante € 5 vezesrmeno
para o subtipo F, ja para os mutani#&siut apresenta ki 4 vezes menor éemut Ky
2,5 vezes menor quando comparadas &wt De acordo com esses resultados, a
eficiéncia catalitica, definida com@,kKy para o subtipo F € 3 vezes maior que para o
subtipo B, enquanto que para o mutante do subtipdlB vezes, ja para o0 mutante do

subtipo F a eficiéncia catalitica é 4,8 vezes mgunerpara o subtipo B.

2.4-Adaptacao bioquimica ou vitalidade

Para comparar as vantagens seletivas de diferemies;des na presenca de
inibidores especificos, Gulnik, 1995, introduziu ymarametro empirico chamado

vitalidade, calculado a partir da seguinte equacéo:

vitalidade = (Kixka/Km)mutante (KixK caf Km)selvagem

A vitalidade pode ser considerada como uma medhdedaptacdo enzimatica de
um mutante em particular na presenca de um dab@ani Os valores de vitalidade
obtidos para o subtipo F e para mutantes dos sigbfige B na presenca de amprenavir,
indinavir, lopinavir, nelfinavir, ritonavir, squina, TL-3 e pepstatina estdo mostrados

nafigura 19. Em geral a vitalidade pafawvt e Bmuté proxima e sdo maiores que as
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reportadas para mutacfOes primarias de resisté@eibnik, 1995). Foram encontradas
apenas duas excecdes pava e Bmut A vitalidade pardwt é maior para nelfinavir e
para Bmut a vitalidade é maior para saquinavir. Em algunsogaos valores de
vitalidade estdo proximos aos encontrados Baria (Fwt na presenca de lopinavir, TL-
3 e pepstatina). Valores extremos foram observpd@dmutrefletindo sua resisténcia
para todos os inibidores comerciais. Amprenavignavir e indinavir foram os que

apresentaram valores relativamente maiores dedthd.
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Figura 19: Gréfico de barras representando os valores dedétid. Os valores mais altos de
vitalidade foram encontrados pa&mutna presenca de amprenavir e ritonavir.

52



Discussao

Eu sei que a vida devia ser bem
melhor e serd! Mas isso ndo impede que

eu repita: E bonita, é bonita e é bonita!
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Mesmo com o grande numero de estudos relaciongoimgeases do subtipo B e
de como suas mutacbes podem interferir na estrutaraesisténcia a inibidores e na
eficiéncia catalitica da enzima, existe ainda urmeuna de como as mudancas
polimorficas de proteases de HIV de outros subtigesHIV-1 interferem nesses
fatores. Nesse contexto se insere esse trabalbajtdjaou proteases de HIV-1 isoladas
de criancas brasileiras HIV-1 soropositivas vehtngate infectadas com o subtipo F, e
outros dois mutantes, sendo que um do subtipo Ere do subtipo B. Vale ressaltar
que o subtipo F possui grande relevancia parafo garinfeccao brasileira, ja que, em
nameros, € o segundo subtipo predominante.

Assim, as proteaseBwt, Fmut e Bmut estudadas aqui, carregam além de
mutacfes polimorficas, outras semelhantes as gadgs para o subtipo B, as quais
vém sendo associadas a resisténcia a inibidoremnBn € esperado que essas enzimas
possuam modificacfes de aminoacidas causam diferentes niveis de susceptibilidade
a inibidores comercialmente disponiveis.

Inicialmente as proteases foram estudadas do mEntosta estrutural, quando
foram obtidas as estruturas tridimensionais parprateasemut, Fwte Fmut em
complexo com o inibidor TL-3 (Sanches, 2007).Ffgura 20 mostra os modelos
tridimensionais obtidos anteriormente, destacamsdmoaicdes das mutacdes observadas.

Uma dessas mudancgas estruturais significativagseoarregiao de dobradica do
flap, que compreende os residuos 33 a 42, e é carad@melos grandes rearranjos
entre enzimas ligadas e néo ligadas a inibidoresubstratosKigura 21). Essa regiao
precisa ser flexivel para permitir a entrada e esald substrato e produto. Para a
proteaseBwt observou-se um total de 25 ligacdes entre a daaaslio restante da
enzima, enquanto que pard&at foram observadas 30 liga¢des, o que implica em um

aumento na estabilidade dessa regido tornando-asnflaxivel, e consequentemente
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aumentando a resisténcia a inibidores. O aumentedilsténcia a inibidores é marcante
na mutacdo M36I, encontrada Ravt e Fmut onde observou-se o0 colapso dessa

dobradica, devido a substituicdo de um residuodgrametionina) por um residuo

pequeno (isoleucina) (Sanches, 2007).

Figura 20: Representacdo da estrutura tridimendional das gsesede HIV-1. Destaque em
vermelho para as mutacdes com relacdo a proBese

Também foi observada a correspondéncia estrutated @s mutacdes L90OM e
L89M, encontrada no subtipo F. Nesse caso, o residumetionina faz mais interacdes
de Van de Walls com os atomos da cadeia principaitio ativo, o que leva a uma
diminuicdo do volume do sitio e compromete a fléxiade estrutural do bolsdo
S1/S1’(Sanches, 2007igura 22).

A mutagéo V82A presente eBmute Fmutapresentou mudancas interessantes

semelhantes a outras ja reportadas. Nesse caswewa troca de um aminoacido
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grande (valina) por um pequeno (alanina) fazendm @ue o bolsdo P1 e Sl
diminuisse, levando a reducdo da afinidade entil@dor e proteaseHgura 23)

(Sanches 2007).

Figura 21: Mudancgas conformacionais observadas na regidtagdoEm vermelhdBwt e Fwt

em azul Com a mutagcdo M36I, observamos um rear@mjtoda a regido, que se move em
direcdo ao restante da proteina, para compensdustitaicdo de um aminoacido grande por um
pequeno, aumentando assim o numero de interacOegarteer-Walls (Reproduzido de
Sanches, 2007)

a Leu23 b Leu23
Leu23 Leu23

Gly27
Gly27

7 Thr26 Thr26
Thr26 Thr26

LeuS0
Leu90

Leus89
Met8o| |

Figura 22: Correspondéncia estrutural entre L90M e L89M. Aufegmostra a estrutumwt
(em vermelho) alinhada commut (em verde) eFwt (em azul). Aparentemente a mutacao
L90M possui 0 mesmo efeito que a L89M. Ambas asagiids fazem com que essa regido se
mova em direcdo aoop contendo o Asp 25 causando o aumento de interagiede-Walls

do residuo 90 e loop do sitio ativo. (Reproduzido de Sanches, 2007)
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Figura 23: Mudancas conformacionais devido a mutacdo V82Anhslimento das estruturas
Bwt (em vermelho) é8mut(em verde) O subsitio P1/P1’ do inbidor estd mostrado stitks
enquanto o bolsdo da protease S1/S1’ estd mostradiinhas, os asteriscos representam os
residuos da cadeia vizinha e as linhas pontilhadpseesentam as ligacdes de hidrogénio.
Enquanto ndo observamos muitas modificag6es ndtguBd (b) no P1’ (a) observamos uma
rotacdo do anel da Phe do inibidor devido a mutaE&sa rotagdo preserva o numero de
interacbes entre a cadeia lateral do inibidor eolsdwm, enquanto no bolsdo S1, algumas
interacBes sao perdidas com o subsitio P1 devidatacdo. (Reproduzido de Sanches, 2007)

Mudancas na regido do sitio ativo, como € o casd82A causam resisténcia
devido a reducéo da afinidade da ligacao entrébador e a protease. A maioria dessas
mutacdes levou a uma reducdo de 2-5 vezes na sbdmrle in vitro para um ou
mais inibidores. Mutacées em outras regibes damenajudam na compensacao do
decaimento cinético causado por muta¢cdes no s$itio au também levam a resisténcia
causada pela alteracdo da catélise enzimaticastabilelade do dimero, da cinética de
ligagcdo do inibidor ou do rearranjo do sitio atimtravés de muitas perturbactes
estruturais (Erickson, 1999; Barbour, 2002; Muzam2i03).

Nesse contexto iniciamos a busca por informacdasiomadas as constantes de
inibicdo e a eficiéncia catalitica para essas psge com o intuito de complementar o
trabalho estrutural previamente realizado.

As constantes de inibicdo encontradas para TL-Bjbedor utilizado na co-
cristalizacdo das proteases, confirmam a hipétesgud as mudancas conformacionais

observadas alteram a susceptibilidade pelo inibjdajue tanto parafwt quantoFmut

57



e Bmut observou-se diferentes graus de resisténcia, sgnelaquando comparados a
Bwt os valores de Ki sdo aproximadamente trés vezeerrparaBmut sete vezes
maior para=wt e 54 vezes maior paFanut.

Quanto as constantes de inibicao, frente aos imeglcomerciais, era esperado
de acordo com dados da literatura e analise daacoes [Figura 6), que as proteases
do projeto apresentassem diminuicdo da susceg#b#i frente a praticamente todos os
inibidores utilizados. Lembrando que os pacientasagores dé&mute Bmutestavam
em tratamento com os inibidores para proteaseanioe nelfinavir.

Mutacbes no gene da protease durante terapia ant@ms-AIDS geralmente
ocorrem de forma ordenada: a mutacdo V82A assodiata a perda inicial da
atividade antiviral aparece primeiro, depois seedeslvem as mutacoes 154V e A71V
(Molla, 1996; Condra, 2000; Patick, 1998). Maidtamaparecem proteases contendo
184V, K20R, M46I1, L33F e L90M. Mutacbes essas géie sncontradas nas proteases
Bmut (V82A, A71V, L90M) e Fmut (154V, V82A, K20R, M461) e vale destacar que
para aFwt a mutacao 154V ocorre naturalmente. Embora nadeeuis estudo clinico
longo e sistematico para a eficacia dos inibidateais diante outros subtipos de HIV-
1, alguns estudos indicam a existéncia de polisrods relacionados a resisténcia a
inibidores (Becker-Pergola, 2000; Cornelissen, 1997

Por exemplo, as mutac¢des polimorficas L10I/V/F ellIN/T estdo associadas
com resisténcia a indinavir, lopinavir e nelfinaVit63P com indinavir e nelfinavir,
K20I/M/R/T com lopinavir e nelfinavir, e M36l e VT8ao freqientemente observadas
durante o tratamento com nelfinavir (Rhee et &l05). Recentemente sugeriu-se que a
mutacao polimorfica L89M, observada no subtipo éheoutros subtipos como A, C e
G, como causa de resisténcia a inibidores mimetzan mutagdo L90M (Calazans,

2005, Sanches, 2007).
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A variedade de mutacdes desenvolvidas durantetantesto com amprenavir,
indinavir, nelfinavir, ritonavir, e saquinavir tésirdo bem documentadas (Condra, 1996;
Molla, 1996; Craig, 1998; Patick, 1998; Atkinso®0R; Maguire, 2002), porém poucos
dados estdo disponiveis para lopinavir (Masquel802; Romano, 2002a) e novos
inibidores.

ParaBmutque possui oito mutacdes: S37N, R41K, K45R, I5U83P, A71V,
V82A e L90M, em relacdo Bwt ressaltamos a presenca das mutagcdes primarias V82A
e L90M e da mutacéo secundaria 154V, frequentenmrgervadas em resposta a todos
os inibidores terapéuticamente utilizados (Rhealgt2005). As mutacbes L63P e
A71V estédo associadas com a resisténcia a indjnalitnavir, lopinavir e ritonavir. Os
valores de vitalidade obtidos paBaut refletem esses dados. A enzima possui 0s
valores mais altos com respeito a ritonavir, indinasaquinavir e nelfinavir,
respectivamente.

A protease do subtipo F possui naturalmente dozagdes polimorficas: 115V,
E35D, M36l, S37N, R41K, R57K, D60E, Q61N, 162V, 195364L e L89M. E sabido
qgue subtipos ndo-B ndo costumam desenvolver a Bm@agmaria L90M, mesmo em
individuos em tratamentos intensivos com inibidodes protease, enquanto que a
substituicdo L89M € bastante frequente entre sobtipho-B (Caride et al., 2001).
Adicionalmente a dupla mutagdo L89M/LO90OM é muitearam todos os subtipos. Os
dados de inibicdo corroboram a hipétese de quéstiglcado L89M é correspondente a
L90M, ja que proteasEwt apresentou aumento na resisténcia para todoshadadres
testados. Além disso, estdo presentes as mutac8ékdue aparecem em resposta a
terapia com nelfinavir e ritonavir e a mutacdo L63Ssociada com a resisténcia a

indinavir e nelfinavir. Isso reflete diretamentesn@lores de vitalidade obtidos para a
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proteaseFwt. Os valores mais altos obtidos foram em repostalfnavir, ritonavir e
indinavir, respectivamente.

Fmut é a protease que carrega 0 maior nimero de mstggoékmorficas e de
resisténcia). Dentre as mutacdes encontradas (LI, G16E, K20R, E35D, M36l,
S37N, P39S, R41K, M46l, G51R, 154V, R57K, D60E, Q6K70R, 172V, T74A,
V82A e L89IM), trés (M46l, 154V e V82A) sdo comumerdetectadas em resposta a
terapia com amprenavir, quatro (L10l, M46l, 1I54V&2A) com indinavir, cinco (L10l,
K20R, M46l, 154V e V82A) com lopinavir, seis (LLOK20R, M361, M46l, 154V e
V82A) com nelfinavir e trés (M46l, 154V e V82A) com tratamento com saquinavir
(Rhee et al., 2005). O acumulo dessas mutacfesalewvaa enzima com alto grau de
resisténcia cruzada, possuindo grande diminuicasusaeptibilidade para todos os
inibidores testados, como € indicado pelas altastaates de inibicdo e pelos valores de
vitalidade.

O balanco entre a habilidade de ligacdo do substrat resisténcia a inibidores
determina o sucesso ou o fracasso da funcdo dessgeage mutante e
consequentemente da viabilidade do virus. Se &asetviral perder a habilidade de
ligar o inibidor fortemente, o virus pode tornars@@vel e sobreviver frente ao
tratamento com esse determinado farmaco. Por dattm, se a protease perder a
habilidade de ligacdo e clivagem da poliprotejag, o virus podera tornar-se incapaz
de replicar-se corretamente.

As mutacdes nas proteases de HIV podem levar aedifs efeitos nas
propriedades cataliticas da enzima. Algumas musagde cataliticamente deletérias
enquanto outras compensam os efeitos catalitioasdps, promovendo o aumento da

atividade catalitica. A presenca das mutacbes MEb4V diminui a eficiéncia
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catalitica em 2 e 3 vezes, respectivamente, caasaftd nivel de resisténcia a
inibidores e resisténcia cruzada (Clemente e2@04).

Nesse contexto a proteaBeit, quando comparada comBavt, demonstrou um
aumento de aproximadamente 3 vezes na eficiéndalitica (ka/Kv) causada
principalmente pela diminuicdo de 5 vezes dg. Bmut possui eficiéncia catalitica
muito préxima aBwt devido a diminuicdo simultanea de 3 vezes tanté.gajuanto
Ku. Finalmente,Fmut mostrou uma diminuicdo de aproximadamente 5 vewmes
eficiéncia catalitica devido a diminuicdo de 12esno ks e 2,5 vezes no

A falta de um efeito significante nas medidas ¢dg garaFwt provavelmente
reflete o fato de as mutagcBes ndo estarem noaitio, assim o ambiente quimico ao
redor da diade aspartica permanece intacta. O me@me verdade para os mutantes
dos subtipos B e F, os quais apresentam diminugi@oificante no k: Ambas
possuem duas mutacdes primarias: V82A (regiadefedo substrato) e L9OM(L89M)
mais a mutacao secundaria 154V inserida na regidtag. Além dissoFmuttambém
possui a mutacao M461 na regiaoftip.

Esses resultados revelam que os polimorfismos a@ersglos nesse estudo afetam
significantemente os valores dg € Ki, mesmo essas mutacdes nao estando localizadas
no sitio ativo ou na regido dlap. Em todos os casos 0 aumento nos valores;,dé K
acompanhado pela diminuicdo dg.KO efeito contrario para as constante® Ky foi
observado previamente para mutantes do subtiparB {995; Baldwin, 1995; Hong,
1996). Vale ressaltar que esses efeitos ocorremdqguas mutacées nédo afetam a
natureza quimica ou a polaridade do sitio ativas s&@0 conhecidas pela modificacdo
em sua geometria (Baldwin, 1995). Do ponto de wistmmodinamico a origem desses

efeitos diferentes parece estar relacionada concultihdes conformacionais dos
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inibidores em se adaptarem as distor¢cbes geongetiwaitio de ligacdo (Luque et al.,

1998; Todd et al., 2000).
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Conclusoes

e Perspectivas

Viver e ndo ter a vergonha de ser
feliz, cantar...a beleza de ser um eterno

aprendiz.
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A conclusdo desse trabalho consolida mais uma etkigpdro do projeto
envolvendo proteases de HIV, no Grupo de Cristaftide Proteinas do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos. Em trabalhos anteriores dupém heterologa das proteases foi
realizada com sucesso e deu origem a informac@esugais bastante relevantes. Nesse
contexto essa dissertacdo vem acrescentar infoesagélacionadas a eficiéncia
catalitica e susceptibilidade a inibidores pareuastas ja resolvidas.

A metodologia relacionada a ensaios enziméaticos paotease de HIV foi
estabelecida com sucesso e de maneira reprodutivanasso laboratério, abrindo
possibilidades para que novos inibidores sejaradest

Nossos resultados experimentais revelam que osisbisiores comerciais
estudados séo significantemente menos ativos paudtgpo F quando comparados ao
subtipo B. Além disso, o0 subtipo F é menos suseelmiinibicdo que os subtipos Ae C
(Velazquez-Campoy, at el, 2001). Vale ressaltarrgu@émeérica Latina mais de 6% das
sequéncias de HIV notificadas correspondem aomsubij e se considerarmos que essa
porcentagem é proporcional ao numero de infecg@eantos em torno de 120 mil
pessoas infectadas com esse subtipo e que prowavelnsdo mais propensas a
apresentar falha terapéutica.

Nossos dados fornecem informagfes importantes gueridm ser levados em
conta durante a escolha do inibidor a ser utilizadoa proteases do subtipo F. A
proteaseFwt foi a que apresentou melhor balanco entre resistéa inibidores e
eficiéncia catalitica. Lembrando que a constanténiecdo teve aumento de 2 vezes
para lopinavir, 14 vezes para saquinavir, 30 vemea amprenavir, 111 vezes para
indinavir, 183 vezes para ritonavir e 301 vezesomagiara nelfinavir e quando
comparados coBwt, além disso a eficiéncia catalitica se mostrouve2es maior para

a consenso do subtipo F.
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Acredita-se que as diferencas polimérficas entrsulgipos B e F ampliam o
efeito das mutacdes ja relacionadas a resistéiattapbservado na proteaSeut que
apresentou baixa susceptibilidade a todos os imegitestados.

Ainda relacionado a polimorfismo, a mutacdo M3Gagwesente em 95% das
linhagens do subtipo F, 98% no subtipo A, 80% nlatisa C, 62% no subtipo D e
100% no subtipo G e apenas 13% no subtipo B (SteshddlV Database), levando a
conclusao de que subtipos ndo-B sdo mais passizeissenvolverem resisténcia.

Quando tratamos da mutacdo L89M, também observagmarxie prevaléncia
dessa mutacdo polimorfica entre subtipos néo-B, pa%a o subtipo A, 85% para o
subtipo C, 69% para o subtipo F e 98% para o sub@p enquanto que para as
proteases do subtipo B e D, observamos apenas 1%beda substituicdo
respectivamente. Novamente, baseado nos dadostuemBu e no aumento das
constantes de inibicdo para as proteases do subtpm relacdo a todos os inibidores
testados, indicam a correspondéncia entre essg&outaa LOOM.

Assim fica a necessidade de novos estudos paraaraal eficiéncia dos
inibidores de proteases disponiveis atualmenteefranoutros subtipos de HIV, bem

como a avaliacao de outros inibidores frente abss ja estudados.

65



Referéncias

Eu fico com a pureza das
respostas das criancas. E a vida, é
bonita e é bonita!

(O que é que é? - Gonzaguinha)

66



AIDS epidemic update (2006). Publicacdo conjunta AUDS/WHO
(http://www.unaids.org)

Atkinson, B., Isaacson, J., Knowles, M., Mazabele Patick, A. K. (2000). Correlation
between human immunodeficiency virus genotypic stasice and virologic
response in patients receiving nelfinavir monotpgrar nelfinavir with lamivudine
and zidovudinel. Infect. Dis182 420-427.

Baldwin, E. T., Bhat, T. N., Liu, B., Pattabiramaw, e Erickson, J. W. (1999 at.
Struct. Biol.2, 244-249.

Barbour, J. D., Wrin, T., Grant, R. M., Martin,N., Segal, M. R., Petropoulos, C. J. e
Deeks, S. G. (2002) Evolution of phenotypic drugcgytibility and viral replication
capacity during long-term virologic failure of peaise inhibitor therapy in human
immunodeficiency virus-infected adults. Virol. 76, 11104-11112.

Barré-Sinousi, F., Chermann, J. C., Rey, F., NugeW. T., Chamaret, S., Gruest, J.,
Daughet, C., Axler-Blin, C., Vézinet-Brun, F., Rauzx, C., Rozembaum, W e
Montagnier, L. (1983). Isolation of a T-lymphotropietrovirus from a patient at
risk for acquired immune deficiency syndrome (AIDSgience220, 868-871.

Becker-Pergola, G., Kataaha, P., Johnston-Dow, Aung, S., Jackson, J. B. e
Eshleman, S. H. (200@IDS Res. Hum. Retrovirus&s, 807-813.

Boletim Epidemioldgico AIDS.(2006) Ministério da 8k — Secretaria Executiva —
Coordenacédo Nacional de DST e AIDS.

Benson, D. A., Boguski, M. S., Lipman, D. J., Ostdl e Francis, B. F. (1998)
GenBank of HIV proteaseBblucleic Acids Re£6, 1-7.

Bieth, J.G. (1995). Theoretical and practical agp@é proteinase inhibition kinetics.

Methods EnzymoP48, 59-84.

67



Blundell, T., Lapatto, L. R., Wilderspin, A. F., hhenings, A. M., Hobart, P. M,
Danley, D. E. e Whittle P. J. (1990) The 3-D stmetof HIV-1 proteinase and the
design of antiviral agents for the treatment of SIDIrends in Biochemistry
Scienced5(11):425-430.

Brindeiro, P. A., Brindeiro, R. M., Mortensen, Elertogs, K., Vroey, V. D., Rubini, N.
P. M., Sion, F. S., S4, C. A. M., Machado, D. Muc8, R. C. M. e Tarnuri, A.
(2002). Testing genotypic and phenotypic resistancduman Immunodeficiency
Virus type 1 isolates of clade B and other clademfchildren failing antiretroviral
therapy.Journal of Clinical Microbiology40(12), 4512—-4519.

Calazans, A., Brindeiro, R., Brindeiro, P., VeHi,, Arruda, M. B., Gonzalez, L. M., et
al. (2005) Low accumulation of L90M in proteasenfresubtype F HIV-1 with
resistance to protease inhibitors is caused by 81 polymorphism.J Infect Dis
191, 1961-70.

Caride, E., Hertogs, K., Larder, B., Dehertogh B?indeiro, R., Machado, E., de As, C.
A., Eyer-Silva, W. A., Sion, F. S., Passioni, L, Menezes, J. A., Calazans, A. R. e
Tanuri, A. (2001) Genotypic and phenotypic evideptdifferent drug-resistance
mutation patterns between B and non-B subtype te®laof human
immunodeficiency virus type 1 found in Braziliantieats failing HAART. Virus
Genes23, 193-202.

Clemente, J. C., Moose, R. E., Hemrajani, R., W@hitf L.R., Govindasamy, L.,
Reutzel, R., McKenna, R., Agbandje-McKenna, M., Gammw, M. M., e Dunn, B.
M. (2004) Comparing the accumulation of active- ammhactive-site mutations in
the HIV-1 proteaseBiochem43(38), 12141-12151.

Condra, J. H., Petropoulos, C. J., Ziermann, Rhlefic W. A., Shivaprakash, M. e

Emini, E. A. (2000) Drug resistance and predict@dlogic responses to human

68



immunodeficiency virus type 1 protease inhibitoertpy.J. Infect. Dis.182 758-
765.

Cornelissen, M., van den Burg, R., ZorgdragerLEkashov, V. e Goudsmit, J. (1997)
Pol gene diversity of five human immunodeficienays type 1 subtypes: evidence
for naturally ocurring mutations that contribute ttrug resistance, limited
recombination patterns, and common ancestry fotypes B and DJ. Virol. 71,
6348-6358.

Craig, C., Race, E., Sheldon, J., Whittaker, L.lb&t, S., Moffatt, A., Rose, J.,
Dissanayeke, S., Chirn, G. W., Duncan, |.B. e Caokms. (1998). HIV protease
genotype and viral sensitivity to HIV protease bitars following saquinavir
therapy AIDS 12, 1611-1618.

Erickson, J. W. e Burt, S. K. (1996) Structural hmadsms of HIV drug resistance.
Annu. Rev. Pharmacol. Toxic86, 545-71.

Frankel, A. D. e Young, J. A. (1998) HIV-1: Fifte®moteins and an RNAAnnu. Rev.
Biochem67, 1-25.

Gallo, R. C., Slahuddin, S. Z., Popovic, M., Shea@& M., Kaplan, M., Haynes, B. F.,
Palker, T. J., Redfield, R., Oleske, J., Safai,\Bhite, G., Foster, P e Markham, P.
D. (1984) Frequent detection and isolation of cgtb retroviruses (HTLV-I1II)
from patients with AIDS and risk for AIDScience224, 500-503.

Gulnik, S., Suvorov, L. I, Liu, B., Yu, B. AndensoB., Mitsuya, H. e Erickson, J. W.
(1995) Kinetic characterization and cross-resigapatterns of HIV protease
mutants selected under drug pressBrechem 34, 9282-9287.

Hazuda, D. J. P. Ferlock, M. Witmer, A. Wolfe, Kitillghock, J. A. Grobler, A.

Espeseth, L. Gabryelski, W. Schlelf C. Blau e M. Niller.(2000) Inhibitors of

69



strand transfer that prevent integration and inhWiV-1 replication in cells.
Science287.646—-650.

Hoffmann, D., Assfalg-Machleidt, 3., Nitschko, kgn der Helm, K., Koszinowski, U.
e Machleidt, W. (2003) Rapid Enzymatic Test for iitgpic HIV Protease Drug
ResistanceBiol. Chem384, p. 1109-17.

Hong, L., Treharne, A., Hartsuck, J. A., Foundlir§), e Tang, J. (1996) Crystal
Structures of complexes of a peptidic inhibitorhwitild type and two mutants HIV-
1 proteasesBiochem35, 10627-10633.

Kantor, R. e Katzenstein D.(2004). Drug resistanceon-subtype B HIV-1Journal of
Clinical Virology, 29: 152-159.

Kummerle D. R. e Earlywine V. (1996) An overview BiV infection. Pharmacy
Times 68-73.

Li, M. G. M. Morris, T. Lee, G. S. Laco, C. Wong,. A. Olson, J. H. Elder, A.
Wlodawer e A. Gustchina. Structural studies of F#id HIV-1 Proteases
complexed wth an efficient inhibitor of FIV ProteaBroteins: Structure, Function
and Genetic88:29-40, 2000.

Lin, Y., Lin, X., Hong, L., Foundling, S., Heinriks, R. L., Thaisrivongs, S.,
Leelamanit, W., Raterman, D., Shah, M., Dunn, BeDlang, J. (1995). Effect of
point mutations on the kinetics and the inhibitafrhuman immunodeficiency virus
type 1 proteasdiochem.34, 1143-1152.

Luque, I., Todd, M. J., Gomez, J., Semo, N. e Erelii. (1998). Molecular basis of
resistance to HIV-1 protease inhibition: a plausibypothesisBiochem.37, 5791—
5797.

Maguire, M. F., Guinea, R., Griffin, P., Macmans, Elston, R. C., Wolfram, J.,

Richards, N., Hanlon, M. H., Porter, D. J., Wrin, Farkin, N., Tisdale, M., Furfine,

70



E., Petropoulos, C., Snowden, B. W. e Kleim, J(Z02). Changes in human
immunodeficiency virus type 1 Gag at positions Lé4@ P453 are linked to 150V
protease mutants in vivo and cause reduction o$ita@ty to amprenavir and
improved viral fitness in vitral Virol 76:7398-7406.

Matayoshi, E.D., Wang, G.T., Kraft, G.A. e Ericksah (1990). Novel fluorogenic
substrates for assaying retroviral proteases lyneexe energy transfe&cience?4,
954-958.

Masquelier, B., Breilh, D., Neau, D., Lawson-Aya$i, Lavignolle, V., Ragnaud, J. M.,
Dupon, M., Morlat, P., Dabis, F. e Fleury, H. (2DORluman immunodeficiency
virus type 1 genotypic and pharmacokinetic deteamis of the virological response
to lopinavir-ritonavir-containing therapy in prossainhibitor-experienced patients.
Antimicrob Agents Chemothé6, 2926-2932.

Mildner AM, Rothrock DJ, Leone JW, Bannow CA, LUM, Reardon IM, Sarcich JL,
Howe WJ, Tomich CS, Smith CW, et al. (1994) The Hlyrotease as enzyme and
substrate: mutagenesis of autolysis sites and gemerof a stable mutant with
retained kinetic propertieBiochem 33(32), 9405-9413.

Miller, M., Schneider, J., Sathyanarayana, B. Kathl M. V., Marshall, G. R.,
Clawson, L., Selk, L., Kent, S. B. H. e Wlodawer,(A989) Structure of complex of
synthetic HIV-1 protease with a substratebaseditdriat 2.3-A resolutionScience
246, 1149-1152.

Molla, A., Korneyeva, M., Gao, Q., Vasavanonda, Schipper, P. J., Mo, H. M.,
Markowitz, M., Chernyavskiy, T., Niu, P., Lyons,,NHsu, A., Granneman, G. R.,
Ho, D. D., Boucher, C. A., Leonard, J. M., Norbebk,W. e Kempf, D. J. (1996)
Ordered accumulation of mutations in HIV proteasefers resistance to ritonavir.

Nat. Med 2, 760-766.

71



Morrison, J.F. (1969). Kinetics of the reversiblehibition of enzyme catalysed
reactions of tight-binding inhibitor&iochim. Biophys. Acta85, 269-285.

Muzammil, S., Ross, P. e Freire, E. (2003) A mage for a set of non-active site
mutations in the development of HIV-1 protease dmegjstanceBiochemistry42,
631-638.

Navia. M. A. P.M.D Fitzgerald, B. M. McKeever, C.LEu, J. C. Heimbach, W. K.
Herberet al (1989) Three Dimensional structure of aspartgigase from human
imunudeficiency virus HIV-1Nature737:615-620.

Patick, A. K., Duran, M., Cao, Y., Shugarts, D.,llKe M. R., Mazabel, E., Knowles,
M., Chapman, S., Kuritzkes, D. R. e Markowitz, ML998) Genotypic and
phenotypic characterization of human immunodeficyevirus type 1 variants
isolated from patients treated with the proteadsbitor nelfinavir. Antimicrob.
Agents Chemothed2, 2637-2644.

Rhee, S. Y., Fessel, W. J., Zolopa, A. R., Hurleyliu, T., Taylor, J., Nguyen, D. P.,
Slome, S., Klein, D., Horberg, M., Flamm, J., Foleee, S., Schapiro, J. M. e
Shafer, R. W. J. (2005) HIV drug resistance databiect. Dis.192 456-465
http://hivdb.stanford.edu/.

Roberts, N. A. J. A. Martin, D. Kinchington, A. Broadhurst, J. C. Craig, |. B Duncan,
S. A Galpin, B. K Handa, J. Kay, A. Krohn, R. W.nbert, J. H Merrett, J. S Mills,
K. E. B. Parkes, S. Redshaw, A. J. Ritchie, D. hylor, G. J. Thomas e P. J.
Machin.(1990) Rational design of peptide-based Hidteinase inhibitorsScience
248358-361.

Robertson D. Let al. (1999) HIV-1 nomenclature propos#llV Sequence Database

hiv-web.lanl.gov.

12



Romano, L., Peduzzi, C., Venturi, G., Di Pietro,, @arli, T., Corsi, P., Gonnelli, A.,
Valensin, P. E. e Zazzi, M. (2002) Treatment witipihavir/ritonavir in heavily
pretreated subjects failing multiple antiretroviraigimens in clinical practicel
Acquir Immune Defic Syn@&0, 533-535.

Rose, J. R., Salto, R. e Crik. C. S. (1993) Remnabf autoproteolysisof the HIV-1 e
HIV-2 proteases whith engineered amino acid suligiii. J. Biol. Chem
268(16):11939-11945.

Sanches, M., Martins, N. H., Calazans, A., BrindleR. M., Tanuri, A., Antunes, O. A.
C. e Polikarpov, 1. (2004) Crystallization of a ABrand a B mutant HIV protease.
Acta Cryst D60, 1625-1627.

Sanches, M., Krauchenco, S., Martins, N. H., GusthA., Wlodawer, A. e
Polikarpov, | (2007) Structural CharacterizationBoind non-B Subtypes of HIV-
Protease: Insights into the Natural Susceptibtlityprug Resistance Development.
J. Mol. Biol.do0i:10.1016/j.jmb.2007.03.049.

Shafer. R. W. (2004) Genotypic testing for HIV-1lugrresistanceHIV In site
Knowledge Base chapter

Sierra, S., Kupfer, B. e Kaiser, R. (2005) Basi€ésth® virology of HIV-1 and its
replication.J. Clin. Virol, 34, 233-244.

Todd, M. J., Luque, |., Velazquez-Campoy, A. e iigelE. (2000) Thermodynamic basis
of resistance to HIV-1 protease inhibition: caloginc analysis of the V82F/I84V
active site resistant mutamiochem 39, 11876-11883.

Turner, B. G. e. Summers, M. F. (1999) Structuradldgy of HIV. Journal of
Molecular Biology 2851-32.

Vaishnav Y. N. e Wong-Staal F. (1991).The biochémisf aids. Annual Review of

Biochemistry60:577—-630.

73



Velazquez-Campoy, A., Todd, M. J., Vega, S. e Erdir. (2001) Catalytic efficiency
and vitality of HIV-1 proteases from African viralbtypesProc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A 98, 6062-6067.

Wiegers, K., Rutter, G., Kottler, H., Tessmer, Hghenberg, H. e Krausslich, H. G.
(1998) Sequential steps in human immunodeficienoysvparticle maturation
revealed by alterations of individual Gag polypnoteleavage sites). Virol. 72,
2846-2854.

Wlodawer, A., Miller, M., Jaskolski, M. K., Sathyarayana, B., Baldwin, E. T., Weber,
I. M., Selk, L., Clawson, L., Schneider, J. B. HKent, S. (1989). Conserved
folding in retroviral proteases: Crystal structwk a synthetic HIV-1 protease.
Science245 616-621.

Wlodawer, A. e Vondrasek, J. (1998) Inhibitors d¥H. protease: A major success of

structure-assisted drug desigmnu. Rev. Biophys. Biomol. Stru2?, 249-284.

74



Anexo A

Graficos de inibicdo para as proteases de HIVALI/A/o versus
concentracdo de inibidoiOs dados foram fitados através de
regressdo nao linear, segundo a equacédo (1) deridMaee
Métodos. Os parametros P1 e P2 estdo relacionados
respectivamente com a concentracdo de proteina adiva

constante de inibic&o.
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4-ProteaseFmut
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Anexo B

Graficos de conversdao do substrato para as pretaiseHlV.
Nesses experimento a concentracdo de proteina ftatore a
velocidade de conversao é medida para diferenteseotracoes
de substrato. Os dados foram fitados segundo ac&gude

Michaelis-Menten.
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ABSTRACT

We have kinetically characterized subtype F wilghetyHIV protease using six
commercial inhibitors (amprenavir, indinavir, lopinr, nelfinavir, ritonavir and
saquinavir) commonly used for HIV/AIDS treatmens well as inhibitor TL-3 and
pepstatin. We also obtained kinetic parameterswormulti-resistant proteases (one of
subtype B and one of subtype F) harboring primawy secondary mutations selected
by intensive treatment with ritonavir/nelfinavirh@se newly obtained biochemical data
show that all six studied commercially availabletpase inhibitors are significantly less
effective against subtype F HIV proteases thenrsgailV proteases of subtype B, as
judged by increased jKand biochemical fitness (vitality) values. Compan with
previously report kinetic values for subtype A @dHIV proteases show that subtype F
wild type proteases are significantly less susbéptito inhibition. These results
demonstrate that the accumulation of natural pohpmiems in subtype F proteases
yields catalytically more active enzymes with ayadegree of cross-resistance, which

thus results in strong virus viability.

Keywords: non-B HIV protease, protease mutant, subtype Fibiton resistance,

biochemical fitness, natural polymorphism.
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INTRODUCTION

Almost all studies on HIV-1 drug susceptibility aween performed in
developed countries, where subtype B [1] dominttespidemic, even though it is not
a predominant HIV subtype worldwide. Given that, i# demanding that the
effectiveness of existing anti-HIV drugs againsh+iHIV-1 subtypes to be examined.
For example, Latin American epidemic is characestiby multiple HIV-1 subtypes,
primarily subtype B and subtype F [2]. Specificalthere are at least half-a-million
people infected by subtype F HIV worldwide, outvdiich over a 100 thousands men

and women in Latin America alone ht{p://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-

db/mainpage.htrpl HIV-1 protease (HIV-PR) is a key enzyme in vipabpagation [3]

and its X-ray structure [4,5,6] was crucial foriahlDS drug design.

The present work investigates the enzymatic behadfimne subtype F wild-
type HIV-PR Ewt) and its comparison with a wild-type B HIV-PBWf) using six
commercial inhibitors (amprenavir, indinavir, lopinr, nelfinavir, ritonavir and
saquinavir) commonly used for HIV/AIDS treatmentifferences between protease
sequences of non-B and B subtypes of untreatedmeese defined as subtype-specific
polymorphism [7]. It is known that HIV-1 proteasecars in various mutant forms and
that protease-targeted drug therapy leads to teetsm of specific mutations in HIV-1
protease isolated from patients [8]. Some ofRt polymorphic mutations (Figurel
occur at sites that are accessory (non-active sitgations selected by drug therapy in
subtype B isolates.

We have also investigated the enzymatic featurdsv@fmulti-resistant mutant
HIV proteases obtained from patients receivingnatar/nelfinavir as Pls: one subtype
B HIV-PR Bmu) and one subtype F HIV-PHRifiu). Both enzymes present primary

and secondary mutation [9] associated with PI adhtnation (Figured). The mutations
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can directly change the shape or character of thdirfg cavity, but also might
indirectly influence inhibitor binding via long-rge structural perturbations of the
active site, or by changing the efficiency of cgséd and the stability of the enzyme
[10-12]. Some non-active site mutations alone careiase catalytic efficiency and
partially compensate for the reduction of catalyificiency caused by active site
mutations [13]. Another study revealed that some-active site mutations might also
contribute significantly to destabilization of iitior binding [14].

Even though drug resistance mutations in the psetémve been well studied,
few data is currently available on the influence poflymorphic mutations on drug
susceptibility. Preliminary data have indicated ttlilae existence of polymorphic
mutations can lead to early development of drugstasce in patients infected with
non-B HIV subtypes [15]. However, only a limited mber of biochemical data is
available for non-B HIV proteases (see, for examn[é]), and none of these include
subtype F HIV PR.

The aim of the present work is to access the bioated differences between
subtype F and B, and to gain insight into the afl¢he polymorphic mutations in the
development of drug resistance. For that we havermiéned catalytic parameters and
inhibition constants for six inhibitors in clinicalse (amprenavir, indinavir, lopinavir,
nelfinavir, ritonavir and saquinavir) as well asottmore universal HIV PR inhibitors
(pepstatin and TL-3 [17]). Our results reveal ttted Fwt protease is naturally more
resistant to all the inhibitors assayed and hashnhigher vitality than th&wt protease.
In this sense,Fwt can be compared t®mut a multi-drug resistant protease.
Furthermore Fmut presents the highest; Kalues of all four proteases, with all eight

inhibitors analyzed, even though it carries the esgmmary mutations seen Bmut
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Throughout the analysis, an effort was made tobéstaa correlation between the

biochemical results and the available structuréd.da

MATERIAL AND METHODS

Recombinant Production of HIV Proteases

All of the proteases used in these studies cagynibtation Q7K, which eliminates the
most significant autocatalytic site and enhances dfability of the preparations for
biochemical and biophysical studies without anye&ffon its enzymatic activity [18].
The protease coding sequence from subtypes B muataaht both subtype F were
obtained from HIV-1 vertically infected seroposéivBrazilian children [19]. The
protocol for the recombinant production of BrazilidIV proteases had been previously

reported [20].

HIV proteases activity assay

Enzymatic activity of HIV PR was studied using theenched fluorogenic peptide
substrate Arg-Glu(EDANS)-Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-lledMaln-Lys(DABCYL)-Arg.
Calculation of the reaction rates (nMxmiinfrom the progress curves was based on
calibration with EDANS in the presence of substr§i® pM). The assays were
performed at 37°C in 100 mM sodium acetate, pH ¥mM EDTA, 1 mM DTT, 1.0 M

NaCl, 10% v/v DMSO (similar to the buffer used #1]) and 10 uM of substrate. The
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fluorescence was monitored in semi-micro cuvettagaining a volume of 500 ul by
using a PC1 Photon Counting Spectrofluorometer)(M3igh excitation and emission

wavelengths of 340 nm and 490 nm, respectively.

Measurement of Proteases Inhibition by Commercial B

The inhibition experiments were performed with tbkowing six therapeutically used
protease inhibitors (Pls): amprenavir (APV), indima(IDV), lopinavir (LPV),
nelfinavir (NFV), ritonavir (RTV) and saquinavir (8/), and with the universal
inhibitors pepstatin (PPT) and TL-3. The initiahction rate of HIV PR was adjusted to
10 — 20nM xmin' by addition of the proper amount of enzyme sohutiDifferent
concentrations of Pl were added and the reactianfeltowed for 15-30 min afterward.
Ten initial concentrations of each of the six comuialy available Pls (typically
0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 and 32 mMi)e measured in duplicate. For
precise K determination the Pl concentration was adjusted the sample been

measured.

Evaluation of Inhibition Data

The ratio between inhibited (Mand uninhibited (V) initial rates was determined using

the general equation for competitive tight-bindiniibitors [22,23]:

VilVo= ([Et-[1t]-K i apsH{([EL-It]-K i app +A[EK; apgt “I)/2[EL] (1)

where [Et] is the total concentration of the enzyfitee and bound); [It] is the total

concentration of the inhibitor (free and bound);,Js is the apparent dissociation
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constant of the enzyme-inhibitor complex at a giwenbstrate concentration. Since
under our experimental conditions [S]gKthus Kapp and K are similar and the
competition of the inhibitor with the substratensgligible. From k; the active PR
concentrations in the corresponding equilibriumibitton experiments were calculated
and were found to be in the same range (0.1-0.2 adi)he inhibition constants for
wild-type PR, indicating the prevalence of tightihing conditions. The Michaelis-
Menten constant (k) of WT PR was determined by measuring the sulesttathover at
different substrate concentrations and fitting diaéa to the Michaelis-Menten equation.

The poor solubility of substrate prevented theafssoncentrations higher than 60 puM.

RESULTS AND DISCUSSION

Wild type F subtype protease Ewt)

The measurements of catalytic efficiencies withtgpe Bwt were performed as
a reference and are in good agreement with theighaol data [21,24,25]. Thiewt
catalytic efficiency (ka/Km), when compared tBwt, demonstrated an increase of about
3 times, mainly caused by a 5-fold decrease \i) esides a slightly decrease of 1.7-
fold in k.o (Table 1). Moreover, there was an increase odadtlan order of magnitude
in K; (Table 2) for all the tested Pls (Figure2), wittighest increase of 301-fold for
nelfinavir.

These results reveal that the subtype-specific @agid polymorphisms fofwt
are able to significantly affect both the,Kand the Kvalues, even though none of those
mutations are located in the binding site or in tlag@s (Figureib). In all cases, an

increase in the Kvalues, accompanied by decrease in the Wlues, is observed
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(Tables 1 and 2). This opposite effect onakdd Ky has been previously described for
inhibitor resistant mutants of the B subtype [1]1226. Notably, this effect occurs even
for mutations that do not change the chemical eaturpolarity of the binding site but
are known to change its geometry [11].

The Fwt carries twelve naturally occurring polymorphic migns (Figured).
The increased values observed for ve K; are characteristic of subtype B proteases
harboring primary mutations. It is known that thentB subtypes HIV PR do not
usually develop the primary mutation L90M, whileeth89M substitution is very
frequent among the non-B subtypes isolates [28]h8hddition, the double mutation
L89M/LOOM is very rare in all subtypes of HIV PR®ur previous crystallographic
studies ofFwt, Bwt and Bmutproteases [29] revealed that the L89M imposes dinges
structural effects observed for the L90M mutatidrhe later is associated with
resistance against all therapeutically used Pldaéxng its pronounced effect in.K

We also calculated the biochemical fitness, orliyt430], for Fwt, Bmutand
FmutusingBwt as comparison (Table 3wt vitality is particularly high for nelfinavir
(Figure3), an inhibitor for which L90M mutationésnsidered primary. The mutation to
a bulkier side chain displaces this residue (attipns89 or 90) toward the active site
loop, which slightly compresses the substrate/ibdibbinding cavity, leading to a
reduction in both volume and flexibility of the ae site. At the thermodynamic level,
the origin of the differential effect appears to belated to the difficulties of
conformationally constrained inhibitors to adaptdistortions in the geometry of the
binding site [31,32]. Another polymorphic mutatioM36l, is commonly seen in
response to nelfinavir and ritonavir therapy andadssidered a secondary mutation for
subtype B proteases [33]. Structurally, this motatcauses a hardening of the flap

hinges [29], which could be the cause of the sligloiver value of ks (Table 1). Most
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of the other polymorphic mutations do not causectable structural discrepancies and
are away from the active site. Their effect on kKhevalues, if any, must reside at the
dynamic level. The polymorphisms directly reflect the vitality values (Figure3)
obtained forFwt protease. The highest vitalities were observedaagsponse to
nelfinavir, ritonavir and indinavir, respectiveljloreover,Fwt enzyme is about 3 times
more catalytically efficient thaBwt These results demonstrate that the accumulation o
Pls secondary resistant mutations kwt, due to natural polymorphism, yields a
catalytically more active protease with a largerdegof cross-resistance, which thus

results in strong virus viability.

Mutant B subtype protease Bmut)

The B subtype mutant proteasgmut carries eight mutations with respect to
Bwt (Figureb). Its catalytic efficiency is very close to that Bwt due to a 3-fold
simultaneous decrease in both:knd Ky, indicative of a highly viable virus. The
primary mutations V82A and L90M, most probably stdd by the long term
administration of ritonavir and nelfinavir to thetmgnt, are commonly observed in
response to all therapeutically used Pls [34]. frheation V82A reshapes the S1/S1’
binding pocket, causing a collapse of the crevazeneéd between the flap and the loop
containing the residue Pro8l. This reshaping forttes inhibitor to change its
conformation, specially the ones with phenyl groupoth P1 and P1' [11,29], leading
to a loss of interactions with the binding pockEtis effect is particularly pronounced
with TL-3 (Figure2), with an increase of two ordefsmagnitude in Kwhen compared
to Bwt, and one order of magnitudeRat (Table 2). It has been proposed that a bulkier

group in P1 could lead to an inhibitor less susbépto V82A mutation [11]. That is
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verified for nelfinavir (Figure2) which containsbkécyclical group in that position and
shows an increase in; Kvhich is about 3 times lower than the increasesotesi for
Fwt, which does not contain V82A. The contrary effiscteen with saquinavir, which
contains a small amide group in P1 (Figure2), whedtects in pronounced differences
between the vitalities oBmut and Fwt (Figure3). The secondary mutation 154V was
probably selected due to ritonavir administrati@3][ Since no significant structural
differences caused by this mutation could be dete¢R9], its presumably affects
inhibitor binding dynamically by altering the fldoility of the flaps [35]. Additional
secondary mutations are L63P and A71V, associaidd resistance to therapy with

indinavir, nelfinavir, lopinavir and ritonavir.

Mutant F subtype protease Fmut)

Out of the clinically identified enzymes studiedrdnetheFmut is the one that
carries the largest number of mutations, both polyhic and selected by treatment
(Figured). It showed a decrease of about 5 times in catagfficiency because of a
12-fold decrease incl¢ and a 2.5-fold decrease inyKTable 1). Among the mutations
encountered irFmut, V82A is the primary mutation generated by treattnevhile
L90M does not arise due to the presence of thenpmighic L8OM. The structural
effects of V82A/L89M mutations in the structure Finut are the same observed for
Bmut[29]. It also contains the important secondary mutalf#6l, arising in response
to almost all approved inhibitors, except for saquir [33]. Additionally, 154V is
commonly detected in response to amprenavir, indindopinavir, nelfinavir and
saquinavir therapy, L10I to indinavir, lopinavircamelfinavir and K20R to lopinavir

and nelfinavir [34]. The accumulation of these niotes yields a highly cross-resistant
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enzyme, which has the highest decrease in susiiptib all the tested inhibitors
(Table 2), as indicated by the high values ofrtshition constants and vitality (Table 3
and Figure3). On the other harkmut displays the lowest catalytic efficiency against
the substrate used in the experimental proceduféss loss of efficiency, which still
renders a viable virus, could be explained by accomtant mutation in the natural

substrate of the protease, reestablishing theigotivthe mutant protease.

Implications to HIV/AIDS Treatment

Our experimental results reveal that all the sixnowrcially available Pls
evaluated are significantly less effective agasditype F HIV-PR then against HIV-
PR of subtype B. FurthermorEéwt is also much less susceptible to PI inhibition as
compared to available data for subtypes A and C-PIRé [24]. A long term study may
be necessary to evaluate the susceptibility of aasfant to the inhibitors studied.
Nevertheless, our biochemical data can serve amdioation for the treatment of
individuals infected with subtype F protease. Tig #nd, nelfinavir presents the worst
vitality for Fwt and should be avoided in the treatment. In therottand, lopinavir,
followed by saquinavir, sustain only minor effeftsm the polymorphisms present in
Fwt, and the mutations dfmut and should probably be elected as the first @oic

therapies for subtype F infected individuals.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 Studied HIV-PRs and their mutationa) Amino acid sequence alignment of
the four HIV-PR. The mutations, either polymorplic arisen from treatment, are
marked [9]: primary in black and secondary in gr@y.Crystallographic structures of
the proteaseswt (PDB code 3P3C)Bmut (PDB code 2P3A) anémut (PDB code
2P3D) [29]. Primary mutations are represented laclblspheres, secondary by grey

spheres, and other differences in white spheres.

Figure 2 Chemical structures of the six FDA-approved HIR hhibitors used in
present studySchematic representations of APV, amprenavir; IIdinavir, LPV,
lopinavir, NFV, nelfinavir, RTV, ritonavir; SQV, sainavir; PPT, pepstatin and TL-3

are given.

Figure 3 HIV PRs vitality bar plot for all eight proteagehibitors studied forFwt,
Bmut and Fmut proteasesBwt as reference). The highest vitality values areenlesd
for Fmutin response to amprenauvir, ritonavir and indinaaird forFwt in the presence

of nelfinavir and ritonavir.
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TABLES

Table 1 Catalytic efficiency for all four studied HIV-Irgteases.

kca{KM
Subtype  ka(sh) Kum (UM)
(s* M)
Wild type B 86+04  612+12 0.14+0.02
F 50+£0.2 12.3+3 0.41 +0.03
Mutant B 2.7+0.2 154+ 4 0.18 £ 0.05
F 0.72+0.03 24.7+3 0.029 + 0.007

Table 2 Inhibition constants (K for studied HIV-1 proteases.

Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM)
Inhibitor

subtype Bt subtype &t subtype Bt
APV 0.16 £ 0.05 4.86 +0.47 6.14 + 0.59
IDV 0.96 +0.23 106.27 + 26.05 303.96 £+ 59.58
LPV 0.48 £ 0.27 1.14 +0.15 11.81+1.51
NFV 1.05+0.23 315.81 + 29.53 124.05 + 15.78
RTV 0.18 £ 0.06 32.94 £ 455 82.86 + 12.66
SQV 0.52 +0.22 7.28 +2.55 102.45 + 23.61
TL3 3.26 +0.88 23.81 +8.48 135.45 + 37.74
PPT 28.55 +4.20 59.61 + 8.44 116.51 + 13.50

Ki (nM)

subtype Fut

1422 + 271

320

296 £ 59

13786

195434 3

177 £57

18®+ 2

270928

Table 3 Vitality values for subtype B and F HIV proteases
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Inhibitor

APV
IDV
LPV
NFV
RTV
SQV
TL3

PPT

Fwt

88.95

324.18

6.95

880.83

535.92

41

21.38

6.11

Bmut

49.33

407.08

31.63

151.89

591.85

253.31

53.42

5.24

Fmut

1840.98

803.97

127.73

259.02

2248.65

70.50

11.43

19.65
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