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QUADROS, TABELAS, FIGURAS E ANEXOS

Figura 1- Distribuicao global da doenca de Chagas, baseada em estimativas oficiais,
no periodo de 2006-2015 (Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020). 1.ttt ettt a et b b aere et et reer et neere e 22
Figura 2 - Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi. (1) O inseto triatomineo realiza
repasto sanguineo e libera tripomastigotas metaciclicas nas fezes, os quais adentram o
hospedeiro vertebrado através de abertura no local da picada ou mucosas intactas; (2)
dentro do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas invadem células e se diferenciam
em amastigotas intracelulares; (3) As amastigotas se multiplicam dentro das células;
(4) Em seguida, as amastigotas intracelulares se diferenciam em tripomastigotas,
rompem as células e sdo liberadas na corrente sanguinea, podendo adentrar novas
células, se diferenciar novamente em amastigotas, e se replicarem; (5) O triatomineo,
ao realizar repasto sanguineo, ingere tripomastigotas circulantes; (6) As
tripomastigotas ingeridos se diferenciam em epimastigotas no intestino médio do
vetor; (7) as epimastigotas se multiplicam no intestino médio do vetor; (8) Ao final
deste processo, as epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas no
intestino posterior (Adaptado de (CDC, 2021). ......ccooirirereeiieieniesie e 23
Figura 3 - Formas morfoldgicas do T. cruzi. Forma amastigota (a), epimastigota (b),
tripomastigota circulante (c) e tripomastigota metaciclica (d) (FIOCRUZ, 2017)...24
Figura 4 — Organelas celulares das formas Amastigota (a), epimastigota (b) e
tripomastigota (c) (TEIXEIRA et al., 2012). ......cccooiiiiiiiiieieeee e 25
Figura 5 - Estrutura quimica do farmaco benznidazol (1), utilizado no tratamento da
(o[ LT g Lo Mo (ol O g o - LSS ROTOSPRRPI 25
Figura 6 — Representacao esquematica do modo de acéo dos principais farmacos com
atividade tripanocida. As caixas verdes representam farmacos atualmente usados para
tratamento (exceto Nifurtimox), as caixas amarelas representam medicamentos em
ensaios clinicos e as caixas vermelhas representam medicamentos experimentais. (a)
Os bifosfonatos inibem a farnesil pirofosfato sintase, que reduz os niveis de esterois e
outros compostos poliissoprenoides essenciais, afetando a viabilidade das células. (b)
Nirfurtimox (NFX) e benznidazol (BZN) s&o reduzidos pela nitrorredutase do parasito,
resultando na produgdo de espéecies de oxigénio reativo (ROS), que danificam

diretamente as células do parasito. A tripanotiona redutase ajuda a aliviar o estresse



oxidativo, e os inibidores dessas enzimas, como a tioridazina e a sulfoximina
butionina, aumentam a quantidade de ROS no espaco intracelular. (c) O ergosteral
biossintético é essencial para a sobrevivéncia do parasito. O bloqueio dessa via leva a
perda da viabilidade celular por meio da deplecédo de esterois essenciais e acumulo de
intermediérios toxicos. Inibidores de ergosterol e andlogos de fenarimol tém como alvo
a lonosterol C14 demetilase, e amiodarona e dronedarona parcialmente inibe a
oxidosqualeno ciclase. Os inibidores de fosfolipidios bloqueiam a sintese de esterois,
inibem a sintese de novo de fosfolipidios pela via de Greenberg e inibem enzimas de
transducdo de sinal como a fosfatidilinositol fosfolipase C. (d) Amiodarona e
dronedarona liberam Ca2+ das mitocondrias e acidocalcisomas, 0 que aumenta oS
niveis de Ca2+ no espaco citoplasmatico e compromete a sobrevivéncia celular. (e)
Cruzipaina (CZ) é tipicamente localizada no complexo de Golgi, bolsa flagelar e
glicosomas e € uma cisteino protease essencial envolvida na diferenciacao do parasito,
invasdo celular, multiplicagdo e evasdo imune. Os inibidores da cruzipaina alteram o

complexo de Golgi, devido ao acimulo de precursores da cruzipaina (SALES JUNIOR

BL AL, 2007) .ttt 27
Figura 7 — Compostos com atividade inibitoria para POPTc80 (BAL et al., 2003;
JOYEAU et al., 2000; VENDEVILLE et al., 19992). .....ccccovvvrirniririeieesesieeen, 31

Figura 8 - O mecanismo proteolitico utilizado pelas serina proteases “classicas”
Ser/His/Asp. As etapas do mecanismo catalitico de protease de serina Ser/His/Asp
"classico” incluem: complexo de Michaelis (a), intermediario tetraédrico 1 (b),
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RESUMO

Titulo: Abordagem computacional para a descoberta de novos inibidores de
prolil oligopeptidade 80 de Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas é uma doenca infecciosa grave causada pelo parasito
tripanossomatideo Trypanosoma cruzi. Atualmente, o farmaco benznidazol representa
a Unica opcéo farmacoldgica para tratamento da doenca. Entretanto, o surgimento de
parasitos resistentes, baixa eficacia na fase cronica da doenca e nimero consideravel
de efeitos adversos do benznidazol tornam premente a descoberta de novos farmacos
mais eficazes, seguros e com mecanismo de acdo inovador. Neste contexto, o objetivo
geral desse trabalho foi identificar inibidores da enzima prolil oligopeptidade 80
(POPTc80), um alvo validado para Trypanosoma cruzi, utilizando métodos
computacionais baseados na estrutura do alvo (SBDD) e do ligante (LBDD).
Inicialmente, a estrutura tridimensional da POPTc80 foi predita utilizando trés
abordagens diferentes. Apos refinamento estrutural e validagdo, a melhor estrutura 3D,
obtida no servidor AlphaFold foi submetida a andlise estrutural. Nesta etapa, trés
conformac@es representativas da POPTc80 geradas no servidor DynOmics foram
selecionadas utilizando Analise de Componentes Principais (PCA). Essas estruturas
foram entdo utilizadas com base estruturais para construcao e validacao dos protocolos
de ancoramento molecular no programa Glide. O ancoramento molecular demonstrou
que a conformacéo 20 resulta na maior taxa de enriquecimento durante triagem de um
conjunto de compostos ativos e decoys. Em seguida, as poses de ancoramento para
inibidores de POPTc80 descritos na literatura foram consideradas queries para geragao
e validacdo de modelos shape-based no programa VROCS. Como resultados, foi
possivel uma estrutura 3D da POPTc80, foi desenvolvido um protocolo de docking
validado e também foi desenvolvido um modelo shape-based especifico para
POPTc80. Ao final deste processo, os melhores protocolos de ancoramento molecular
e melhor modelo shape-based foram utilizados como filtros computacionais para a
triagem virtual da biblioteca ChemBridge, o que possibilitou a obtencdo de um
conjunto de hits putativos que serdo validados experimentalmente na enzima POPTc80
em colaboracéo.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas, CADD, modelagem por homologia,

ancoramento molecular, triagem virtual.



ABSTRACT

Title: Computational approach to the discovery of new Trypanosoma cruzi prolyl
oligopeptide 80 inhibitors

Chagas disease is a serious infectious disease caused by the trypanosomatid parasite
Trypanosoma cruzi. Currently, the benznidazole is the only drug available for treating
the disease. However, due to the emergence of benznidazole-resistant parasites, low
efficacy in the chronic phase and considerable number of adverse effects, the discovery
of new drugs more effective, safer and with innovative mechanism of action is
imperative. In this context, the general objective of this work was to identify inhibitors
of the enzyme prolyl oligopeptidase 80 (POPTc80), a validated target for
Trypanosoma cruzi, using computational methods based on the structure of the target
(SBDD) and ligand (LBDD). Initially, the three-dimensional structure of POPTc80
was predicted using three different approaches. After structural refinement and
validation, the best 3D structure, obtained from the AlphaFold server, was submitted
to structural analysis. In this step, three representative conformations of POPTc80
generated on the DynOmics server were selected using Principal Component Analysis
(PCA). These structures were then used as structural bases for the construction and
validation of molecular docking protocols in the Glide program. Molecular anchoring
demonstrated that the conformation 3 results showed the highest rate of enrichment
during screening of a set of active compounds and decoys. Then, the docking poses
for POPTc80 inhibitors described in the literature were considered queries for
generating and validating shape-based models in the vVROCS program. As a result, a
3D structure of the POPTc80 was possible, a validated docking protocol was
developed and a specific shape-based model for POPTc80 was also developed. At the
end of this process, the best molecular docking protocols and the best shape-based
model were used as computational filters for the virtual screening of the ChemBridge
library, which made it possible to obtain a set of putative hits that will be
experimentally validated in the POPTc80 enzyme in collaboration.

Keywords: Chagas disease, CADD, Homology modeling, Molecular docking, Virtual
Screening.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, € uma doenga tropical
negligenciada causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, pertencente a
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (CHAGAS, 1909). A doenca pode
ser transmitida aos seres humanos de diversas formas. A via de transmisséo vetorial
por triatomineos hematofagos conhecidos popularmente como barbeiros é a mais
comum. Nesse caso, a contaminacdo ocorre através do contato das fezes
(contaminadas com T. cruzi), produzidas pelo triatomineo durante o repasto sanguineo
(a saliva do triatomineo libera uma substancia urticante no local da picada), com a
lesdo provocada pela picada ou mucosas (KIRCHHOFF, 2011). Transmissdo por via
oral, que ocorre quando ha ingestao de alimentos (garapa, acai, etc.) contaminados por
triatomineo ou suas fezes. Outras vias de transmissdo possiveis, embora menos
comuns, sdo transmissdo vertical, transmissdo transfusional e transplante de érgédos,
além da transmissdo por acidentes laboratoriais por material bioldgico contaminado
(BERN, 2011; DNDI, 2021).

A infeccdo por T. cruzi apresenta duas fases clinicas: aguda e cronica. A fase
aguda € caracterizada pela visualizacdo do parasito no exame direto de sangue em
microscopio, durante os trés primeiros meses apos a infeccdo. Esta fase geralmente é
assintomatica (~90% dos casos) ou oligossintomatica (fase caracterizada por febre,
fadiga, dores no corpo e edema facial) e, portanto, as triagens virtuais sdo valorizadas
apenas nas areas endémicas. Como a doenca ndo € diagnosticada precocemente, a fase
aguda evolui para a fase crbnica, a qual é caracterizada pela presenca de anticorpos
especificos (IgG anti-T. cruzi). Nesta fase, o parasito pode causar hiperplasia e graves
danos teciduais aos 6rgdos do sistema circulatorio ou trato gastrointestinal, resultando
em um quadro clinico de insuficiéncia cardiaca e arritmia. Cerca de 30% dos
individuos infectados cronicamente desenvolvem alteracfes cardiacas e até 10% deles
desenvolvem alteragdes digestivas, neuroldgicas ou mistas que podem requerer
tratamento especifico. Em fungdo das graves manifestacdes clinicas, muitos individuos
infectados v&o a 6bito (LESCURE et al., 2010; PEREZ-MOLINA et al., 2015).
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1.1.1. Etiologia e distribuigdo

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a doenca de Chagas
acomete cerca de 6 milhdes de pessoas no mundo, 173.000 novos casos por ano, 9.490
mortes em 2019, 75 milhGes de pessoas sob risco, menos de 10% dos infectados foram
diagnosticados, endémico em 21 paises na América Latina e também presente na
América do Norte, Europa, Japao e Australia, devido a imigracdo de pessoas de areas
endémicas (Figura 1) (DNDI, 2021; LIDANI et al., 2019). Diante do caracter
impactante e debilitante supracitado, uma parcela significativa dos individuos
infectados perde a sua capacidade produtiva, causando fortes impactos sociais e
econdmicos. A identificacdo e tratamento de pacientes nos estagios iniciais resulta em
um custo-beneficio cumulativo de US$ 7.273 a US$224.981 no custo atual de
identificacdo e tratamento (BARTSCH et al., 2018).

8600

o <900 [1Sem dados diponiveis
@ 900 - 89.999 [ Niio aplicavel 4
a @ 90.000 - 399.999 /
. . = 900.000 (lelmero estimado de casos de infect;a"m)

Figura 1- Distribuicdo global da doenca de Chagas, baseada em estimativas oficiais,
no periodo de 2006-2015 (Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020).

1.1.2. Ciclo Biologico
O T. cruzi apresenta trés formas durante o seu ciclo bioldgico: amastigota,
epimastigota e tripomastigota (Figura 3) (ORTEGA-BARRIA, 2008).



23

Triatomnineo realiza Tripomastigotas
® repasto sanguineo PN n'l_e_laI:|cI_||cc|!s Den'lilral'il'ld
i i N varias células nolocal da
T gé?;:?;;sgljgsﬂltiairados & \‘-1.\ ~ Picada. Dentro das células,
P ﬁé —3 eles se diferenciam em
R nas fezes entram pela “_~_ Jamastigotas.

=, ferida ou mucosas).
3

@ T|'ipﬂ|;11r;srigc>1as no \ ¢ P " Q
intestino posterior. el )
/ %

g . B Amastigotas se
Epimastigotas se " 0 g ,".’-‘*ﬁ }\ © multiplicam por
@ multiplicam no - ] fissdo bindria

intestine médio. Estag|os no -I;'O%Oenr:‘a;tf'\g&[:? nas celulas de
inseto vetor ou;ras célL]Ias e se tecido infectado.
iferenciar em
amastigotas
intracelulares em Amastigotas
. Epimastigotas no novos locais de intracelulcares se
as interior médio do vetor, ) infecg@o. diferenciam em
=y _ e @ tripomastigotas,
- Triatomineo rompem as
@realiza o repasto ad’ — células e entram
sanguineo - ™. nacorente
(tripomastigotas N @ = sanguinea.
580 ingeridos). e T
TS

Figura 2 - Ciclo biol6gico de Trypanosoma cruzi. (1) O inseto triatomineo realiza
repasto sanguineo e libera tripomastigotas metaciclicas nas fezes, os quais adentram o
hospedeiro vertebrado através de abertura no local da picada ou mucosas intactas; (2)
dentro do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas invadem células e se diferenciam
em amastigotas intracelulares; (3) As amastigotas se multiplicam dentro das células;
(4) Em seguida, as amastigotas intracelulares se diferenciam em tripomastigotas,
rompem as células e sdo liberadas na corrente sanguinea, podendo adentrar novas
células, se diferenciar novamente em amastigotas, e se replicarem; (5) O triatomineo,
ao realizar repasto sanguineo, ingere tripomastigotas circulantes; (6) As
tripomastigotas ingeridos se diferenciam em epimastigotas no intestino médio do
vetor; (7) as epimastigotas se multiplicam no intestino médio do vetor; (8) Ao final
deste processo, as epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas no
intestino posterior (Adaptado de (CDC, 2021).

A Figura 2 apresenta o ciclo bioloégico de T. cruzi. A contaminacdo do
hospedeiro vertebrado geralmente através da contaminacdo de mucosas ou lesdo
gerada durante o repasto sanguineo por triatomineos hematofagos por fezes contendo
as formas tripomastigotas metaciclicas infectantes. Dentro do hospedeiro vertebrado,
os parasitos infectam diferentes tipos celulares, apos se diferenciarem em amastigotas,
se multiplicam no ambiente intracelular (KIRCHHOFF, 2011; ROBERTS; JAVONY,
2009). A forma amastigota (Figura 3-a) é a forma replicativa intracelular encontrada
nos tecidos do hospedeiro vertebrado. Ela apresenta formato oval ou esférico e um
flagelo pequeno, localizado dentro de uma bolsa (ORTEGA-BARRIA, 2008). Apos se
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multiplicarem dentro das células hospedeiras, as amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas e, em seguida, rompem as células. A forma tripomastigota (Figura 3-
c) é encontrada no sangue e apresenta formato alongado. Ela apresenta aspecto
fusiforme, com o cinetoplasto localizado na sua porg¢éo anterior, préximo do nucleo.
Além disso apresenta um flagelo na forma uma pequena membrana ondulante
(BOGITSH; CARTER; OELTMANN, 2013; CASTRO, 2019). As tripomastigotas
liberadas invadem tecidos adjacentes e se espalham hematogénicamente para diversos
locais, nos quais eles iniciam novos ciclos assincronos de multiplicacéo intracelular,
mantendo assim a parasitemia em niveis suficientes para infectar novos triatomineos
(4 — 8 semanas durante a fase aguda) (FRANCO-PAREDES, 2014; PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018). O triatomineo se infecta ao ingerir sangue de mamiferos que
apresentam tripomastigotas circulantes, que sdo formas infectantes e ndo replicativas.
No intestino médio do vetor, os parasitos se diferenciam em epimastigotas, os quais se
multiplicam no ambiente extracelular. A forma epimastigota (Figura 3-b) é a forma
replicativa encontrada em triatomineos hematdfagos e nao infectante para hospedeiros
vertebrados (humanos). ApGs migrarem para o intestino posterior, as epimastigotas se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicas (formas nédo replicativas e infectantes),
0s quais sdo liberados junto as fezes do vetor durante o préximo repasto sanguineo
(KIRCHHOFF, 2011).
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Figura 3 - Formas morfolégicas do T. cruzi. Forma amastigota (a), epimastigota (b),

tripomastigota circulante (c) e tripomastigota metaciclica (d) (FIOCRUZ, 2017).
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Figura 4 — Organelas celulares das formas Amastigota (a), epimastigota (b) e
tripomastigota (c) (TEIXEIRA et al., 2012).

1.1.3. Tratamento farmacoldgico

Atualmente, apenas o farmaco benznidazol (BZN, 1) esta disponivel para o
tratamento da doenca de Chagas no Brasil. O BZN (Figura 4) é um composto
nitroaromatico absorvido por via oral, sendo uma absorc¢éo rapida e praticamente total,
sendo excretado através das fezes e urina. Quando empregado adequadamente durante
a fase aguda da doenca, 0 BZN apresenta elevada eficacia, com taxas de cura em torno
de 76% (CANCADO, 1999). Por outro lado, o farmaco apresenta baixa eficacia na
fase cronica, sendo de 60-93% em criancas até 13 anos (PORCEL et al., 1998;
SGAMBATTI DE ANDRADE et al., 1996; YUN et al., 2009), e nos adultos, essa taxa
varia de 2-40% (CANCADO, 1999; FABBRO et al., 2007; VIOTTI et al., 2006).

N
Figura 5 - Estrutura quimica do farmaco benznidazol (1), utilizado no tratamento da

doenca de Chagas.

O mecanismo de acdo do BZN é dependente de metabolizacdo enzimatica
(reducdo do grupo nitro) por nitroredutases tripanossémicas tipo | (NTR), uma classe
de enzimas insensiveis ao oxigénio presentes em varios protozoarios parasitas, para 0s
quais ndo ha homoélogo mamifero (KEENAN; CHAPLIN, 2015; PATTERSON;
WYLLIE, 2014). Depois de varias reagdes, 0 BZN é reduzido a uma hidroxilamina,
que € convertida através de varias transformagfes ndo enzimaticas em dialdeido
glioxal (HALL; WILKINSON, 2012; WILKINSON; KELLY, 2009). Este altamente
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reativo metabolito se liga a proteinas, lipidios, DNA/RNA e pequenas moléculas,
como glutationa, bloqueando a sintese de novas fitas de DNA e inibindo sistema
antioxidante do T. cruzi, tornando o parasito altamente suscetivel ao dano oxidativo
(CALDAS; SANTOS; NOVAES, 2019; MULLER KRATZ et al., 2018;
PATTERSON; WYLLIE, 2014). O metabolismo do BZN também produz derivados
do anion do radical nitro, que causam efeitos citotoxicos contra o parasito (CALDAS;
SANTOS; NOVAES, 2019; RAJAO et al., 2014). No entanto, outros mecanismos
potenciais tém sido sugeridas uma vez que o BZN é capaz de inibir proteinas, DNA e
sintese de RNA em T. cruzi (HALL; WILKINSON, 2012; WILKINSON; KELLY,
2009). O farmaco também possui propriedades imunomoduladoras, induzindo a
atividade fagocitica de macrofagos e células dendriticas, 0 que pode aumentar a
depuracéo do parasito (CALDAS; SANTOS; NOVAES, 2019; MAYA et al., 2007).
Nas Ultimas décadas, preocupacdes associadas ao perfil toxicoldgico de BZN
tém sido levantadas diante de seu potencial carcinogénico, teratogénico, genotoxico e
toxicidade reprodutiva (DE TORANZO; MASANA; CASTRO, 1984; FERREIRA,;
FERREIRA, 1986; GORLA; CASTRO, 1985; TEIXEIRA; CALIXTO; TEIXEIRA,
1994). Esses resultados estdo de acordo com os achados de outros farmacos
nitroimidazoélicas usadas na clinica, como o0 metronidazol. Esses efeitos toxicos podem
ser parcialmente impulsionados por espécies reativas de oxigénio decorrentes da
reducdo do grupo nitro a um grupo amino por NTRs tipo Il (sensiveis ao oxigénio),
que estdo presentes em organismos mamiferos (PATTERSON; WYLLIE, 2014;
TROCHINE et al., 2014). Diante do exposto, considera-se que é extremamente
necessario desenvolver novos farmacos mais eficazes, seguros, com e adequados para

sistemas de satde com recursos financeiros limitados (FIELD et al., 2017).
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1.2. Alvos moleculares para o planejamento de novos farmacos

Diante dos avancos obtidos no campo da gendmica, transcriptbmica e
protedmica (ATWOOD et al., 2005), diversas vias metabdlicas de T. cruzi até entéo
desconhecidas puderam ser estudadas como potenciais alvos bioldgicos para o

planejamento de farmacos tripanocidas ou tripanostaticos (Figura 6).
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Figura 6 — Representacdo esquematica do modo de acdo dos principais farmacos com
atividade tripanocida. As caixas verdes representam farmacos atualmente usados para
tratamento (exceto Nifurtimox), as caixas amarelas representam medicamentos em
ensaios clinicos e as caixas vermelhas representam medicamentos experimentais. (a)
Os bifosfonatos inibem a farnesil pirofosfato sintase, que reduz os niveis de esterdis e
outros compostos poliissoprenoides essenciais, afetando a viabilidade das células. (b)
Nirfurtimox (NFX) e benznidazol (BZN) sé&o reduzidos pela nitrorredutase do parasito,
resultando na producdo de espécies de oxigénio reativo (ROS), que danificam
diretamente as células do parasito. A tripanotiona redutase ajuda a aliviar o estresse
oxidativo, e os inibidores dessas enzimas, como a tioridazina e a sulfoximina
butionina, aumentam a quantidade de ROS no espaco intracelular. (c) O ergosteral
biossintético é essencial para a sobrevivéncia do parasito. O bloqueio dessa via leva a

perda da viabilidade celular por meio da deplecao de esterois essenciais e acumulo de
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intermediarios toxicos. Inibidores de ergosterol e analogos de fenarimol tém como alvo
a lonosterol C14 demetilase, e amiodarona e dronedarona parcialmente inibe a
oxidosqualeno ciclase. Os inibidores de fosfolipidios bloqueiam a sintese de esterois,
inibem a sintese de novo de fosfolipidios pela via de Greenberg e inibem enzimas de
transducdo de sinal como a fosfatidilinositol fosfolipase C. (d) Amiodarona e
dronedarona liberam Ca2+ das mitocondrias e acidocalcisomas, 0 que aumenta 0S
niveis de Ca2+ no espaco citoplasmatico e compromete a sobrevivéncia celular. (e)
Cruzipaina (CZ) é tipicamente localizada no complexo de Golgi, bolsa flagelar e
glicosomas e € uma cisteino protease essencial envolvida na diferenciagéo do parasito,
invasdo celular, multiplicagdo e evasdo imune. Os inibidores da cruzipaina alteram o
complexo de Golgi, devido ao acimulo de precursores da cruzipaina (SALES JUNIOR
etal., 2017).

As proteases sdo uma classe de proteinas capazes de quebrar ligacdes
peptidicas entre os aminoacidos de macromoléculas (BARRETT; RAWLINGS;
O’BRIEN, 2001). As proteases sdo potenciais alvos farmacolégicos devido as suas
fungdes utilizada por protozoarios que inclui: invaséo de células hospedeiras e tecidos,
degradacédo de mediadores da resposta imune e na hidrélise de proteinas do hospedeiro
(KLEMBA; GOLDBERG, 2002; MCKERROW et al., 1993; ROSENTHAL, 1999).

Vérias proteases presentes em tripanossomatideos (Trypanosoma cruzi e
Trypanosoma brucei) e leishmania spp foram purificadas e caracterizadas
bioquimicamente. Essas peptidases pertencem a 5 classes diferentes de proteases:
cisteino-proteases, serino-proteases, treonino-proteases, aspartico-proteases e metalo-
proteases, sendo cada protease identificada no minimo em um estagio de seu ciclo
bioldgico em pelo menos uma espécie de tripanossomatideo (ALVAREZ et al., 2021).
Ao todo, mais de 40 familias de proteases de tripanossomatideos ja foram descritas,
abrindo um leque de possiveis alvos farmacoldgicos (ALVAREZ et al., 2021).

As cisteino-proteases sdo antigamente conhecidas como tiol proteases, devido
a presenca do grupo tiol que atua como nucleéfilo por estar localizado proximo a
histidina do sitio ativo, que atua como préton (SAJID; MCKERROW, 2002;
WILKESMAN, 2017). Essa classe requer a presenca de uma cisteina essencial, tendo
sua triade formada por cisteina-histidina-aspartato (MURI, 2014), desempenhando
funcBes no metabolismo, diferenciacdo, evasao da resposta imune e invasédo de células
(CAZZULO; STOKA; TURK V, 1997; FRANKE DE CAZZULO et al., 1994,
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MEIRELLES et al., 1992). As principais cisteino-proteases encontradas em T. cruzi
sdo: cruzipaina e catepsina B-like, sendo a cruzipaina um alvo ja estudado para o
tratamento da doenca de Chagas (SIQUEIRA-NETO et al., 2018).

As treonino-proteases sao caracterizadas pela presenca de uma treonina em sua
triade catalitica. O proteassoma é o complexo enzimatico mais estudado nos
tripanossomatideos (ALVAREZ et al., 2021). A estrutura e propriedades bioquimicas
s&0 bem caracterizadas desde seu primeiro estudo (GONZALEZ et al., 1996; HUA et
al., 1996). O proteasssoma €& fundamental na degradacdo de proteinas ubiquitina-
dependente, cujo papel é desempenhado por vérias subunidades com atividade de
treonino-proteases (GOLDBERG; ROCK, 1992). Essas proteases ja mostraram sua
participacdo na diferenciacdo celular do parasito (CAZZULO, 2002; GONZALEZ et
al., 1996), tornando essa classe susceptivel a quimioterapia.

As aspértico-proteases sdo caracterizadas pela presenca de um par de residuos
de &cido aspartico e essa classe possui preferéncia em clivar ligages peptidicas entre
aminoacidos hidrofébicos (DAVIES, 1990; RAWLINGS; BARRETT, 1995). Um
aspartico-protease encontrada em T. cruzi é a DDil-like, que é formada por trés
dominios: dominio N-terminal semelhante a ubiquitina, dominio semelhante a
protease retroviral e um dominio C-terminal associado a ubiquitina (ALVAREZ et al.,
2021). Estudos mostraram que a inibi¢do da DDil-like de T.cruzi é capaz de inibir o
crescimento de epimastigotas.

As metalo-proteases sdo amplamente encontradas em procariotos e eucariotos,
possuem um cétion bivalente, normalmente célcio ou zinco, encontrado no sitio ativo
que pode direcionar a ligacao peptidica a ser clivada, estabilizando a propria proteina.
Essas proteases foram descritas em T. cruzi pela primeira vez em 1996, onde foi
detectado a expressdo de um complexo arranjo de metalo-proteases, aparentemente
ligado a membrana (LOWNDES et al., 1996). Logo apds, varios estudos surgiram para
tentar identificar e agrupar essas proteases (GRANDGENETT et al., 2000; MA et al.,
2011). Varias metalo-proteases como a GP63, leucil aminopeptidases e entre outras ja
sdo alvos validados para tratamento de doencas como a doenga de Chagas,
Leishmanioses e outras (ALVAREZ et al., 2021).

Dentro da familia das proteases, as serino-proteases desempenham papéis
criticos em muitos processos fisioldgicos e patoldgicos e sdo alvos diagnosticos e
terapéuticos comprovados em uma série de indicagdes clinicas. A supressdo das

atividades proteoliticas aberrantes dessas proteases tem sido usada clinicamente para
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o tratamento de doencas relevantes. Os polipeptideos com 10-20 residuos sdo de
grande interesse como moduladores medicinais de serina proteases, porque esses
peptideos demonstram as caracteristicas de farmacos de moléculas pequenas e
farmacos macromoleculares (XU; HUANG, 2020).

Um grupo de serina peptidases, a familia prolil oligopeptidase, ndo pode
hidrolisar peptideos contendo mais de cerca de 30 residuos. Este grupo ndo estd
relacionado com as familias classicas de tripsina e subtilisina, e inclui dipeptidil
peptidase IV, acilaminoacil peptidase e oligopeptidase B, além do protétipo prolil
oligopeptidase (POLGAR, 2002).

Prolil oligopeptidases foram investigados como potenciais alvos terapéuticos,
bem como agentes terapéuticos. Desde a atividade dessas enzimas, especialmente no
soro, foi correlacionado a disturbios neuroldégicos, como depressdo, mania,
esquizofrenia, ansiedade, anorexia e bulimia nervosa (MAES, 1998; MAES et al.,
1995, 2001), esforcos estdo sendo feitos para a busca ativa por inibidores especificos

de prolil oligopeptidase.

1.2.1. Prolil oligopeptidase 80 de T. cruzi

Entre as proteases de T. cruzi, a prolil oligopeptidase 80 (POPTc80) destaca-se
como um alvo promissor. A POPTc80 é uma serino-protease da familia S9 (EC
3.4.21.26), ou seja, um grupo de enzimas que cliva a extremidade carboxila da prolina
(BASTOS et al.,, 2005; GRELLIER et al., 2001). Esta oligopeptidase de 80 kDa
secretada por tripomastigotas infectantes esta envolvida na degradacao especifica de
coladgenos humanos purificados de tipo | e IV e a hidrolise nativa de colageno tipo |
no mesentério de ratos a pH fisiologico (MARTINS SANTANA et al., 1997).

Mecanisticamente, o sucesso da infeccdo por T. cruzi depende da sua
capacidade de degradar a matriz extracelular (ME) para ter acesso a célula hospedeira.
Para isso, as tripomastigotas possuem na sua superficie proteinas (membros da familia
Tc-85) capazes de se ligarem a fibronectina/laminina, que sdo elementos da ME
(GIORDANO et al., 1994, 1999). Em termos da degradacdo da ME, a POPTc80 ja é
consolidada para fazé-la (BASTOS et al., 2010), pois é secretada por formas
tripomastigotas e hidrolisa coldgenos dos tipos | e IV e fibronectina em vérios sitios
pos prolina (BASTOS et al., 2005; MARTINS SANTANA et al., 1997). Esta atividade

colagenolitica foi demonstrada in situ sobre o mesentério de rato (tecido rico em



31

colageno do tipo 1) sendo comparavel a colagenase de Clostridium histolyticum,
bactéria altamente invasiva (MARTINS SANTANA et al., 1997).

Nas ultimas déecadas, diversos inibidores seletivos de POPTc80 (Figura 6)
foram investigados in vitro para avaliar o possivel papel da enzima na infeccédo de
células hospedeiras ndo fagociticas (BAL et al., 2003; JOYEAU et al., 2000;
VENDEVILLE et al., 1999a). Essas moléculas inibem, in vitro, a entrada de
tripomastigotas em diferentes tipos de células ndo fagociticas, de forma dose
dependente (BASTOS et al., 2005; GRELLIER et al., 2001), demonstrando que a
POPTCc80 pode estar envolvida na degradacdo de colagenos da matriz extracelular da
celula infectada (DE ALMEIDA et al., 2016).
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Figura 7 — Compostos com atividade inibitoria para POPTc80 (BAL et al., 2003;
JOYEAU et al., 2000; VENDEVILLE et al., 1999a).

Além disso, a POPTc80 é um alvo validado pelo nocaute de genes (knockout).
Ambos os alelos dessa proteina (Non-Esmeraldo Like POPTc80 e Esmeraldo-Like
POPTc80) foram nocauteados tanto por metodologia classica quanto usando o sistema
CRISPR/Cas9 (SILVA, 2018). A delecdo dos dois alelos da POPTc80 indica que esse
gene é essencial a viabilidade do parasito, devido a ndo sobrevivéncia da cultura em
que foi realizado o duplo nocaute. J& a delecdo de apenas um alelo, o parasito apresenta
um crescimento lento e a sua diferenciacdo é afetada (SILVA, 2018). Esses achados
reforcaram a importancia da POPTc80 como um potencial alvo terapéutico para o
planejamento de novos farmacos tripanostaticos.

Para complementar ainda mais a POPTc80 como um alvo promissor, esta
enzima ja foi encontrada em trés diferentes cepas: Tulahuen, Y e Berenice
(GRELLIER et al., 2001). Outro estudo recente demonstrou que as vacinas a base de
POPTCc80 sdo capazes de conferir protecdo contra a infeccdo por T. cruzi, e esta
imunoprotecéo foi extensiva a diferentes cepas (CL Brener, Tulahuen, SylvioX10/1 e
Dm28c) pertencentes a diferentes DTUs (do inglés, discrete typing units) (BIVONA

et al., 2018). Diante desses fatos, a POPTc80 demonstra diversos sinais sobre sua
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importancia no ciclo biol6gico do parasito e sua importancia para o sucesso de
infeccéo celular.

A POPTc80, assim como outras POPs apresentam dois dominios (Figura 8):
dominio B-propeller composto de sete pas (folhas [ coloridas em azul claro); e dominio
o/P hidrolase formado por hélices a e folhas B (representado na colorag¢ao salmao). O
dominio catalitico ¢ a interface entre os dois dominios (a/p hidrolase e B-propeller).
Formado pela por¢do N- e C-terminal, tem o arranjo classico de o/p hidrolase,
enquanto o dominio B-propeller as folhas B estdo dobradas e arranjadas radialmente
em volta de um tanel central, no entanto, este tunel é estabilizado por ligacGes
hidrofdbicas entre a primeira e tltima pa (FULOP; SZELTNER; POLGAR, 2000).

A triade catalitica (Ser548, Asp631, His667) esta localizada em uma grande
cavidade na interface entre os dois dominios (FULOP; BOCSKEI; POLGAR, 1998),
e sua funcdo catalitica, mostrado na Figura 6, apresenta o buraco de oxiénio formado
pelas serinas 548 e 546. A serina ataca o plano trigonal carbono carbonilico cindivel
(Figura 7a), formando um oxianion intermediario tetraédrico (Figura 7b). O
intermedidrio tetraédrico colapsa, o que é seguido pela perda do peptideo C-terminal.
Isso gera uma enzima acil intermediério (Figura 7c¢). O intermediario acil é entdo
atacado por uma molécula de &gua ativada, dando origem ao segundo intermediario
tetraédrico (Figura 7d). Este intermediario entdo colapsa levando a liberacdo do
peptideo N-terminal (EKICI; PAETZEL; DALBEY, 2008). A Serina € encontrada na
ponta de uma curva muito acentuada, referida como cotovelo nucletfilo, que é
caracteristico das hidrolases do tipo a/p (OLLIS et al., 1992). Consequentemente, 0
grupamento hidroxila da serina esta bem exposto e facilmente acessivel ao grupo do
imidazol catalitico de um lado e ao substrato do outro. A Histidina é encontrada no
meio de um loop. Um dos dtomos de oxigénio do Aspartato estd no plano do anel
imidazol da Histidina, proporcionando a posicao ideal para a formagéo da ligagéo de
hidrogénio, e também é ligada por hidrogénio a uma molécula de 4gua bem ordenada
(POLGAR, 2002).
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Figura 8 - O mecanismo proteolitico utilizado pelas serina proteases “classicas”
Ser/His/Asp. As etapas do mecanismo catalitico de protease de serina Ser/His/Asp
"classico™ incluem: complexo de Michaelis (a), intermediario tetraédrico 1 (b),
intermediario acil-enzima (c) e intermediario tetraédrico 2 (d)(EKICI; PAETZEL,;
DALBEY, 2008).

A POPTc80 possui dois tipos de conformacéo: fechada e aberta (Figura 8). A
conformacdo de qualquer proteina é importante para a sua fungdo bioldgica. As
proteinas possuem uma conformacdo ativa, que é a conformacéo de menor energia (ou
minimo global), correspondendo a conformacao em que a proteina desempenha a sua
funcdo bioldgica (VERLI, 2014). Para uma proteina interagir com um ligante, é
importante: i) alto nivel de complementariedade estérica, ou seja, a proteina e o ligante
possuem uma alta porcentagem de contatos moleculares, definidas pelos raios de van
der Waals atbmicos, em contato proximo; ii) alta complementaridade de propriedades
associadas as superficies de contato moleculares (esta complementaridade pode ser
tanto eletrostatica, onde grupos polares/carregados do ligante ficam perto de grupos da
proteina  com  polaridade/carga  complementar, quanto relacionada a
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complementaridade de regides hidrofdbicas); iii) o ligante geralmente se liga em uma
conformacdo energeticamente favoravel, e iv) interagfes repulsivas entre ligante e

proteinas sdao minimizadas (VERLI, 2014).

Figura 9 - Modelos estruturais de Prolil Oligopeptidase. Modelo estrutural da
POPTc80 (a) gerado pelo AlphaFold, a POPTc80 ¢ dividida em um dominio o/f
hidrolase catalitico (salmdo) composto por a-hélices e folhas B, ¢ um dominio B-
propeller (azul claro) formado somente por formado somente por folhas . Estrutura
da POP de Sphingomonas capsulata aberta (b)(SHAN; MATHEWS; KHOSLA,
2005).

1.3. Planejamento e descoberta de novos farmacos

A pesquisa e desenvolvimento (P&D) de farmacos constitui um processo
complexo, competitivo, que demanda tempo, elevado investimento financeiro e
integracdo de diversas areas estratégicas como inovacao, tecnologia, gerenciamento,
etc (DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2015; LOMBARDINO; LOWE, 2004).
Todo este processo leva em média 12 anos e normalmente custa 2,6 bilhdes de dolares
(CHAN et al., 2019). A figura 9 apresenta as principais etapas envolvidas no processo
de P&D de farmacos.
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Figura 10 — Etapas envolvidas na pesquisa e desenvolvimento de farmacos (Cortesia

do Prof. Dr. Bruno Junior Neves).

O processo de descoberta de farmacos pode ser dividida em trés grandes etapas:
descoberta, pré-clinica e clinica (ELEBRING; GILL; PLOWRIGHT, 2012;
LOMBARDINO; LOWE, 2004).

A etapa de descoberta se inicia com a identificagdo de um potencial alvo
bioldgico relacionado a determinado quadro clinico ou doenca e, no caso de doencas
parasitarias, relacionado a sobrevivéncia do parasito e estabelecimento do mesmo no
organismo do hospedeiro. Em geral, o alvo bioldgico consiste em determinada proteina
(macromolécula), por exemplo, uma enzima, receptor ou transportador.
Preferencialmente, este alvo deve ser validado, ou seja, deve demonstrar um papel
importante no processo fisiopatologico estudado (GASHAW et al.,, 2011;
LOMBARDINO; LOWE, 2004; NWAKA,; RIDLEY, 2003). Diferentes técnicas
podem ser usadas na validacdo de alvos biolégicos, como técnicas que bloqueiam a
expressao de genes que codificam o alvo (gene knock out, por exemplo), observando
a influéncia desses genes no processo fisiopatologico (HUGHES et al., 2011). Em
doencas infecciosas e parasitarias, a validacdo do alvo consiste em se avaliar o
impacto, para o agente etiologico, da ndo expressdao de determinados genes que
codificam determinado alvo, evidenciando assim a importancia do mesmo para a
sobrevivéncia do parasito ou microrganismo (CROWTHER et al., 2010; NWAKA;
RIDLEY, 2003).

Apos eleicdo e validagdo do alvo biologico, milhares de moléculas sé&o
experimentalmente testadas utilizando ensaios in vitro com alta vazdo de dados (HTS,

do inglés, High Throughput Screening) ou triagem virtual (VS, do inglés, Virtual
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Screening) com o objetivo de identificar um subgrupo de compostos (~250) com
atividade biologica in vitro (hits). Duas abordagens amplas sdo usadas para a
descoberta de hits: (i) abordagens baseadas em alvos, ou seja, a identificacdo de
inibidores de um alvo bioquimico especifico; ou (ii) abordagens fenotipicas, as quais
envolvem a triagem de inibidores do crescimento do parasito estudado, geralmente
em culturas in vitro.

Durante a etapa pre-clinica, compostos lideres sdo estruturalmente planejados
e otimizados a partir dos hits para ter propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas,
farmacodindmicas e toxicoldgicas adequadas. Posteriormente, estes protétipos sdo
selecionados como novas entidades quimicas para prosseguir para a fase de
desenvolvimento clinico em seres humanos (HUGHES et al., 2011).

Os estudos clinicos sdo os testes feitos em seres humanos e podem ser divididos
em trés fases. Na fase I, os candidatos a farmacos, que foram bem sucedidos nos
estudos pré-clinicos, sdo testados em um pequeno grupo de voluntarios sadios (20-80
individuos). Essa fase tem como objetivo o estabelecimento de informacdes sobre a
dosagem segura e informacdes a respeito do perfil farmacocinético (ADMET) dos
compostos. Os estudos de fase Il sdo realizados em um grupo maior de individuos
portadores da doenga ou quadro clinico investigado (200-300 individuos). Nesta etapa,
o0s estudos sdo realizados para obter informac6es sobre seguranca e o perfil inicial de
efeitos adversos. Além disso, resultados preliminares de eficacia sdo analisados. Na
fase 111, os testes séo feitos em grande escala, testando o composto em mais de 1000
pacientes (1000-3000 pacientes). Nesse momento, a eficacia do candidato a farmaco é
estabelecida e os efeitos adversos menos comuns sdo observados. Assim que as
informac@es necessarias a respeito da poténcia e eficacia do composto séo elucidadas,
os resultados sdo submetidos a um 6rgdo regulador para que o novo farmaco seja
aprovado e comercializado (LOMBARDINO; LOWE, 2004; NICOLAOU, 2014).

Ultimamente, estima-se que sejam necessarios cerca de 8,3 anos para a
introdugdo de um Unico farmaco no mercado e um investimento orcamentario que pode
chegar a US$ 985 milhGes (WOUTERS; MCKEE; LUYTEN, 2020). O processo de
P&D também apresenta elevada taxa de insucesso, uma vez que apenas 20% dos
candidatos a farmacos em estudos de Fase 111 chegam ao mercado (HAY et al., 2014).
A competitividade e o potencial de investimento em P&D também estdo diretamente
relacionados com a descoberta de blockbusters (termo em inglés utilizado para

designar farmacos inovadores com vendas anuais superiores a US$ 1 bilho por ano)
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(DEBNATH; AL-MAWSAWI; NEAMATI, 2010; JA, 2013). Consequentemente, as
doengas tropicais negligenciadas tradicionalmente ndo integram este quadro de
investimento uma vez estando associadas a condi¢des de pobreza e sendo endémicas

apenas em paises subdesenvolvidos.

1.3.1. Planejamento de farmacos auxiliado por computador

A utilizagéo de ferramentas computacionais para a descoberta, planejamento e
otimizagdo novos prototipos de farmacos consiste em um campo de estudo em
constante expansdo denominado planejamento de farmacos auxiliado por computador
(CADD, do inglés Computer-Assisted Drug Design) (WERMUTH et al., 1998). Estas
ferramentas apresentam impacto significativo no processo de P&D, ao passo que 0s
projetos podem ser desenvolvidos com infraestrutura, tempo e investimentos
relativamente reduzidos. As entidades quimicas com propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e toxicoldgicas inadequadas também podem ser identificadas ou
estruturalmente otimizadas ainda nas etapas iniciais do estudo, evitando assim
fracassos durante os estudos clinicos.

A expansdo do uso do CADD se deve, principalmente, aos grandes avancos,
obtidos nas Ultimas décadas, nas areas de software e hardware. Aliado a esses avancos,
também se destaca o crescimento observado nas areas de genémica e protedmica, que
permitiu o acesso a um grande nimero de informacdes estruturais de alvos biolégicos
(BAJORATH, 2012; KAPETANOVIC, 2008; TALELE; KHEDKAR; RIGBY, 2010).
Consequentemente, os Gltimos 15 anos presenciaram um aumento significativo no
namero de estruturas de proteinas depositadas no PDB (do inglés, Protein Data Bank).
Atualmente, essa base de dados possui mais de 155 mil estruturas 3D
experimentalmente determinadas por cristalogréfica de raio-X, por ressonancia
magnética nuclear (NMR) e/ou microscopia (GOODSELL et al., 2020). Em paralelo,
gracas aos avangos em quimica combinatéria e HTS, houve também um aumento
consideravel no volume de dados de bioensaios. Atualmente, milhdes de compostos
com dados de bioatividade estdo depositados em bases de dados de dominio publico
como PubChem Bioassay (KIM et al., 2019) e ChEMBL (MENDEZ et al., 2019).
Consequentemente, esses dados podem ser utilizados como bases moleculares para

construcdo e validacdo de modelos computacionais (BRAGA et al., 2014).
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1.3.2. Predicéo de estruturas de proteinas

Gracgas aos avancos em biologia estrutural, o crescimento de dados estruturais
de alvos bioldgicos vem crescendo através da evolugdo dos métodos de predicdo das
estruturas 3D (SCHWEDE, 2013). Apesar disso, a cobertura do espaco bioldgico-
estrutural ainda é bastante pequena frente aos milhGes de proteinas. Atualmente, o
préprio T. cruzi possui apenas 268 estruturas 3D disponiveis no PDB
(WATERHOUSE et al., 2018). Consequentemente, métodos computacionais vém
sendo amplamente utilizados para predizer as estruturas 3D de potenciais alvos
terapéuticos de farmacos. Conforme descrito na Figura 10, as estruturas 3D de
proteinas podem ser preditas com base em trés tipos de abordagens:

(1) Modelagem por homologia ou modelagem comparativa: abordagem
baseada em molde (template) em que todos os membros de uma familia
de proteinas (identidade sequencial >25%) possuem o mesmo padrdo
estrutural ( WATERHOUSE et al., 2018);

(i)  Threading ou predicdo por enovelamento: abordagem baseada em
molde (template) que na busca por sequéncias de aminoacidos
(identidade sequencial >20%) consenso com elucidacdo experimental
que apresentam um padrdo estrutural (YANG; ZHANG, 2015);

(i) Ab initio: abordagem totalmente independente de template (estruturas
homologas), sem utilizacdo de perfis ou modelos para a sua predicao
(VERLLI, 2014).
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Figura 11 — Abordagens para predicdo de estrutura 3D. Modelagem por homologia,

Predicéo por enovelamento e Predigdo Ab initio.

Atualmente, os servidores SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al., 2018), I-
TASSER (YANG; ZHANG, 2015) e AlphaFold (JUMPER et al., 2021) estdo entre as
ferramentas mais populares de modelagem por homologia, threading e ab initio,
respectivamente, para predicdo de estruturas 3D de proteinas.

O servidor SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al., 2018) gera um modelo
3D de uma sequéncia alvo através da informacdo estrutural extrapolada de uma
estrutura de proteina relacionada a evolugéo, servindo como modelo. A predi¢do do
SWISS-MODEL consiste em cinco passos principais: dado de entrada, busca de
modelo, escolha de modelo, construcdo de modelo e qualidade estimada do modelo.
Na etapa do dado de entrada, a proteina alvo pode ser disponibilizada como sequéncia
de aminoécidos (FASTA ou cddigo UniProtkKB). Na busca de modelo, o dado
fornecido na primeira etapa serve como query para a busca de estruturas de proteinas
relacionadas a biblioteca de modelos do SWISS-MODEL, e isso é realizado utilizando
0 método de alinhamento BLAST e o HHblits, que adiciona sensibilidade no caso de
homologia remota. Na etapa de selecdo do modelo, os modelos sdo classificados de
acordo com a qualidade esperada dos modelos resultantes, conforme estimado pelo
Modelo Global de Qualidade Estimada (GMQE) e Estimativa de Qualidade da
Estrutura Quaternaria (QSQE). Os modelos e alinhamentos mais bem classificados sdo

comparados para verificar se eles representam estados conformacionais alternativos
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ou cobrem diferentes regides da proteina alvo. Na etapa de construcdo do modelo, um
modelo de proteina 3D € gerado automaticamente pelas coordenadas do atomo
conservado do primeiro anel de transferéncia, conforme definido pelo alinhamento do
modelo alvo. Coordenadas de residuos correspondentes a insercdes/delecBes no
alinhamento séo geradas por modelagem de al¢a e um modelo de proteina de atomo
completo é obtido pela construcdo das cadeias laterais de aminoéacidos néo
conservados. Para quantificar erros de modelagem e fornecer estimativas sobre a
precisdo esperada do modelo, o SWISS-MODEL conta com a funcdo de pontuacgéo
QMEAN na etapa de qualidade estimada do modelo. QMEAN usa potenciais
estatisticos de forca média para gerar estimativas de qualidade globais e por residuo.
As estimativas de qualidade local sdo aprimoradas pela distancia entre pares que
representam informacdes de conjunto de todas as estruturas de modelo encontradas.

O servidor I-TASSER (YANG; ZHANG, 2015) é baseado no I-TASSER, um
método hierarquico baseado em modelo para a estrutura de proteinas e previsdes de
funcdo consistindo em trés etapas gerais. Para uma dada sequéncia de consulta, I-
TASSER primeiro identifica modelos estruturais ou estruturas secundarias da
biblioteca PDB usando LOMETS, um programa de meta-threading que consiste em
algoritmos de threading mdltiplos. A topologia dos modelos de comprimento total é
entdo construida remontando as estruturas de fragmento alinhadas continuamente
excisadas dos modelos, onde as estruturas das regides ndo alinhadas sdo construidas
do zero por desdobramento ab initio com base em simulag6es de Monte Carlo de troca
de réplicas. As trajetdrias da estrutura sdo agrupadas por SPICKER para identificar
estados de baixa energia livre. A partir do SPICKER clusters, uma segunda rodada de
remontagem da estrutura é conduzida para refinar os modelos estruturais. As
conformac@es de baixa energia livre sdo posteriormente refinadas por simulacfes
atdmicas completas usando FG-MD e ModRefiner. Finalmente, os insights funcionais
da proteina de consulta sdo obtidos combinando o modelo estrutural com proteinas na
biblioteca de funcbes BioLiP por meio de comparagdo de estrutura e perfil de
sequéncia (YANG; ZHANG, 2015).

A ferramenta AlphaFold (JUMPER et al., 2021) melhora muito a preciséo da
predicdo estrutural ao incorporar uma abordagem baseada em inteligéncia artificial
(redes neurais profundas ou Deep Learning) que promete desempenho superior na

precisdo de predicdo. A rede AlphaFold prevé diretamente as coordenadas 3D de todos
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0s atomos pesados para uma determinada proteina usando a sequéncia de aminoacidos
priméria e sequéncias alinhadas de homdélogos como entradas (JUMPER et al., 2021).

A rede compreende duas etapas principais. Primeiro, o tronco da rede processa
as entradas por meio de camadas repetidas de um novo bloco de rede neural que
chamamos de Evoformer para produzir uma matriz Nseq x Nres (Nseq, nimero de
sequéncias; Nres, numero de residuos) que representa pares de residuos. A
representacdo MAS ¢ inicializada como o MAS bruto. As principais inovacfes no
bloco Evoformer sdo novos mecanismos de troca de informacdes dentro do MAS e
representacdes de pares que permitem raciocinio direto sobre as relacfes espaciais e
evolutivas. O tronco da rede é seguido pelo médulo de estrutura que introduz uma
estrutura 3D explicita na forma de rotacdo e traducdo para cada residuo da proteina.
Essas representaces sdo inicializadas em um estado trivial com todas as rotacdes
definidas para a identidade e todas as posi¢cdes definidas para a origem, mas
rapidamente se desenvolvem e refinam uma estrutura altamente precisa com detalhes
atdbmicos precisos. As principais inovacdes nesta secdo da rede incluem quebrar a
estrutura da cadeia para permitir o refinamento local simultaneo de todas as partes da
estrutura, um novo transformador equivariante para permitir que a rede raciocine
implicitamente sobre os 4tomos da cadeia lateral ndo representados e um termo de
perda que coloca um peso substancial na correcdo da orientacdo dos residuos. O
refinamento iterativo usando toda a rede (que ¢ chamado de ‘reciclagem’ e esta
relacionado a abordagens em visdo computacional) contribui significativamente para

a precisao com pouco tempo extra de treinamento (JUMPER et al., 2021).

1.3.3. Ancoramento molecular

O ancoramento molecular é uma abordagem de SBDD que tem como objetivo
predizer a posi¢do, orientacdo (também chamada de pose) e afinidade (energias de
pontuacdo) de ligacdo de ligantes no sitio ativo de alvos macromoleculares (SLEDZ;
CAFLISCH, 2018; TORRES et al., 2019).

As principais etapas envolvidas no ancoramento molecular estdo representadas
na Figura 11. O processo de ancoramento se inicia com a escolha de um alvo que tenha
sua estrutura 3D determinada, seja por métodos experimentais como cristalografia de
raio-X ou ressonancia magnetica nuclear (RMN), ou por métodos computacionais
como modelagem por homologia (LIMA et al., 2016). Em seguida, uma caixa 3D

conhecida popularmente como grid é inserida nas coordenadas do sitio ativo para
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delimitar o espaco de investigacéo de complementaridade molecular (YOUNG, 2009).
Na etapa seguinte, um algoritmo de busca exploratéria explora diferentes orientagdes
e conformacdes (poses) de um ou mais ligantes, separadamente, dentro do grid. Em

paralelo, uma funcdo de pontuacéo (score) estima a afinidade de cada uma das poses
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Figura 12 — Fluxograma de um tipico ancoramento molecular.

Os algoritmos de busca exploratéria podem ser classificados em trés grupos
(KITCHEN et al., 2004; VERLLI, 2014).

(1) Métodos sistematicos: estes métodos exploram todos os graus de liberdade do
ligante por meio de construcdo incremental, busca conformacional, ou por
bancos de dados. A construcdo incremental pode ser feita de varias maneiras,
acoplando fragmentos da regido do sitio e crescendo-os através de ligacoes
covalentes ou dividindo os fragmentos em uma parte rigida (fragmento de
nucleo) e uma parte flexivel (cadeia lateral) e inserindo um ndcleo rigido no
sitio de ligacdo e gradualmente adicionando cadeias laterais (DESJARLAIS et
al., 1986; YOUNG, 2009). A busca conformacional é feita para encontrar o
ligante com o conférmero com menor energia global, que corresponde a
conformacdo nativa (GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE, 2014).
Outro método de pesquisa sistematica é o uso de uma biblioteca de
conformac0es pré-geradas (LEACH; KUNTZ, 1992; YOUNG, 2009);

(2) Métodos estocasticos: estes métodos modificam randomicamente o grau de

liberdade do ligante (translacional, rotacional e conformacional) e, a cada
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passo, geram uma diversidade de solugdes. Cada pose do ligante recém-obtida

é avaliada com base em uma fungéo de probabilidade predefinida que verifica

se a nova pose é melhor que a anterior e se irda manté-la ou descarta-la

(GOODSELL et al., 1993; HART; READ, 1992). Os métodos populares sdo:

Algoritmos Genéticos (GA-Genetic Algorithms), Evolucdo Diferencial (DE-

Differential Evolution), Algoritmos Meméticos (MA-Memetic Algorithms),

Optimizacdo por Enxame de Particulas (OEP), Arrefecimento Simulado (SA-

Simulating annealing), Algoritmo de Coldnia de Formigas, entre outros

(KITCHEN et al., 2004);

(3) Métodos deterministicos: esta abordagem utiliza métodos de minimizacao de
energia e dinamica molecular. Essas metodologias unem-se de ferramentas
como o gradiente (direcdo de maior crescimento de uma superficie, por
exemplo) e a movimentacdo do sistema ao longo do tempo, respectivamente.
Portanto, garantem sempre convergéncia para um minimo de energia. Nesses
métodos, o estado atual do sistema determina as alteracfes a serem realizadas
guiando para o proximo estado (GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE,
2014). Contudo, esses métodos exigem um alto custo computacional e muitas
vezes leva a selecdo indesejada das conformacGes para energia minima local
(BROOIJMANS; KUNTZ, 2003).

Por outro lado, as fun¢des de pontuacdo podem ser classificadas em quatro

grandes grupos (RASHID et al., 2013);

(1) Funcoes baseadas em campo de forca: séo derivadas de campo de forca
classico, que consiste no somatério dos termos de energia exponencial
(&tomos ligados e ndo ligados) de um sistema (complexo ligante-
macromolécula). Esse tipo de funcdo considera a energia de interacdo do
complexo receptor-ligante, e a energia interna do ligante (dos termos
ligados e ndo ligados). O principal problema dessa classe € a forte repulséo
atbmica em pequenas distancias, derivada da aproximacgdo cléssica
intrinseca ao campo de forca (KITCHEN et al., 2004);

(2) Funcdes de pontuagdo empiricas: sdo baseadas na energia de interagéo e
nas informagdes estruturais, os coeficientes destes varios termos podem ser
obtidos por meio de andlise de regressdo. Por conseguinte, através da soma
dos termos individuais é possivel realizar a aproximacgdo da energia de
ligacéo (ELDRIDGE et al., 1997);



44

(3) Funcdes baseadas em conhecimento (knowledge-based): As fungdes de
pontuacdo baseadas em conhecimento visam reproduzir a estrutura
experimental em vez de energias de ligacdo. Nessas fungdes os complexos
proteina-ligantes sdo modelados através da energia potencial de pares de
ligacOes atdmicos. Essas interacOes sdo definidas de acordo com um
ambiente molecular em que os atomos se encontram dependendo do seu
tipo atbmico (MUEGGE, 2000). Portanto, como os métodos empiricos, as
funcbes de pontuacdo baseadas em conhecimento tentam capturar
implicitamente os efeitos de ligacdo que sdo dificeis de modelar
explicitamente (YOUNG, 2009);

(4) Funcdes baseadas em aprendizado de maquina: Desde 2010, varias
funcbes de pontuacdo baseadas em aprendizado de maquina (Machine
learning) foram introduzidas com sucesso em estudos de ancoramento
molecular para aprender a partir da dependéncia ndo linear do complexo
proteina-ligante e, consequentemente, dar uma previsdo mais precisa da
afinidade de ligacdo (KHAMIS; GOMAA; AHMED, 2015; SHEN et al.,
2020). O aprendizado de maquina € visto como um subcampo da
inteligéncia artificial que usa técnicas estatisticas para construir modelos
matematicos de varios tipos de dados. Uma vez desenvolvido, o modelo de
aprendizado de maquina pode ser usado para fazer previsfes ou decisbes
sem ser explicitamente programado para isso (EKINS et al., 2019).

Desde sua primeira utilizacdo na década de 1980 (KUNTZ et al., 1982), o
ancoramento molecular se popularizou como a ferramenta de CADD mais utilizada
em projetos de P&D de farmacos, seja na industria ou na academia (MORRIS; LIM-
WILBY, 2008). Esta ferramenta apresenta varias vantagens estratégicas, tais como:
baixo custo computacional, velocidade de processamento, além da variedade de
algoritmos utilizados no ancoramento molecular. Por outro lado, o ancoramento
molecular apresenta as seguintes limitacdes: baixa acuracia das func¢Ges de pontuacdo
em relacdo ao valores de afinidade experimental, efeito aditivo das fungdes de
pontuacdo, flexibilidade conformagdes limitada apenas aos ligantes ou alguns
aminoacidos no sitio ativo (GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULO, 2008; MENG et al.,
2011).
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1.3.4. Modelos de forma e volume molecular

O modelo de forma e volume molecular (do inglés, shape-based) é uma técnica
de LBDD baseada no principio de que moléculas com forma e volume semelhantes
podem apresentar propriedades bioldgicas semelhantes. Conforme descrito na Figura
12, o processo de geracdo desse tipo de modelo envolve o alinhamento de estruturas
3D de moléculas & uma query (composto bioativo conhecido), através de um processo
de otimizacdo de corpo sélido que maximiza o volume de sobreposicdo entre elas.
Durante esta etapa, apenas atomos pesados de um ligante sdo considerados, ou seja,
todos os hidrogénios sdo ignorados (SWANN et al., 2011). Em seguida, uma funcao
gaussiana suave € utilizada para representar o volume molecular, de modo que seja
possivel minimizar rotineiramente para a melhor correspondéncia global (GRANT;
GALLARDO; PICKUP, 1996; HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007).
Caracteristicas como doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio, grupos ou &tomos
carregados positivamente (cations) e negativamente (&nions), anéis aromaticos e
grupos hidrofébicos podem ser utilizadas para maximizar a sobreposi¢do que leve a
melhor correspondéncia global (SWANN et al., 2011).

Sobreposi¢ao dos centros de massa

Molécula de Molécula do
referéncia (Template) conjunto de dados
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Figura 13 - Representacdo da geracdo de modelos baseados na forma e volume
molecular no programa ROCS (OPENEYE SCIENTIFIC SOFTWARE, 2020).
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1.3.5. Triagem Virtual

A triagem virtual (VS) (Figura 13) é uma estratégia de CADD poderosa para
orientar a identificagdo de um subconjunto de hits virtuais (10 — 102 estruturas
quimicas) com potencial atividade biologica a partir de grandes bibliotecas virtuais de
compostos (10° — 10° estruturas quimicas) utilizando filtros computacionais
(SCHNEIDER, 2010). Duas abordagens de VS sdo comumente empregadas: as
baseadas em alvos (SBVS, do inglés Structure-Based Virtual Screening) e as
baseadas em ligantes (LBVS, do inglés Ligand Based Virtual Screening). Na SBVS,
métodos de SBDD como ancoramento molecular sdo utilizados como filtros
computacionais para a priorizacao de hits virtuais, ao passo que na LBVS métodos
de LBDD como modelos shape-based sdo utilizados para orientar a selecdo de
compostos (BADRINARAYAN; NARAHARI SASTRY, 2011; BRAGA;
ANDRADE, 2013; RASHID et al., 2013; SCIOR et al., 2012; SHOICHET, 2004;
WOLBER; LANGER, 2005).
Uma vez conduzida com o devido cuidado, as taxas de acerto de VS geralmente
chegam a 40%, enquanto as taxas de recuperacao de hits em triagens experimentais
randomicas, tais como HTS, variam entre 0,01% e 0,1%. Apesar disso, a expectativa
de que a abordagem de VS possa substituir completamente 0s ensaios experimentais
in vitro e in vivo € excessivamente otimista. Portanto, a avaliacdo experimental in
vitro dos hits virtuais priorizados deve ser considerada como a etapa final e mais
importante de qualquer estudo VS (POSNER; XI; MILLS, 2009).

model

MedChem
mspectlon

Figura 14 — Etapas envolvidas em uma tipica triagem virtual.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que essa doenca foi descoberta ha mais de um século e, apesar

disso, o Unico farmaco aprovado no Brasil apresenta baixa eficacia e perfil

toxicoldgico perigoso. Diante disso, a descoberta de novos farmacos com mecanismos

de acdo inovadores para tratamento da doenca de Chagas é eminente. Gracas aos

avancgos no conhecimento dos mecanismos envolvidos na relagdo parasito-hospedeiro,

diversos alvos biologicos essenciais para manutencdo do processo fisiopatoldgico e

infeccdo foram identificados. Entre eles, a POPTc80 destaca-se como um alvo

estratégico para rompimento da matriz extracelular, impedindo a disseminagdo e

infeccdo das formas tripomastigotas. Diante do exposto, o planejamento e

identificacdo de inibidores da POPTc80 explorado nesta dissertacéo justifica-se pelas

seguintes razdes:

A POPTc80 é um alvo de T. cruzi validado geneticamente de pelo
nocaute de gene (SILVA, 2018). Além disso, ensaios fenotipicos
demonstraram que com inibidores seletivos de POPs a entrada de
tripomastigotas em diferentes tipos de células ndo fagociticas, de forma
dose dependente (GRELLIER et al., 2001).

A estrutura 3D de POPTc80 predita por métodos computacionais, tais
como modelagem por homologia, threading e modelagem ab initio,
pode servir como “base estrutural” para o planejamento e descoberta de
inibidores de POPTc80. Nesse contexto, as propriedades eletrnicas,
estéricas e volume molecular do sitio ativo da estrutura 3D POPTc80
podem ser utilizados para explorar a complementaridade ligante-
macromolécula;

As abordagens de CADD exploradas nesta dissertagdo representam
ferramentas custo-efetivas para identificar novos inibidores de
POPTc80 com investimentos de infra-estrutura, tempo e orgamento
reduzido;

A descoberta de novos inibidores de POPTc80 capazes de bloguear a
infeccéo celular representa um bom ponto de partida para o hit-to-lead
e otimizacdo de compostos lideres com atividade tripanostatica. Além
disso, tal descoberta abre novas possibilidades para associagdo com o

farmaco benznidazol.



48

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral desta dissertacdo é identificar novos inibidores da enzima
POPTc80 através da integracdo metodos computacionais baseados na estrutura do alvo

de do ligante.

3.2.  Obijetivos especificos

Os objetivos especificos dessa proposta séo:

a) Predizer a estrutura 3D da proteina POPTc80 utilizando modelagem por
homologia, threading e modelagem ab initio;

b) Construir e validar estatisticamente protocolos de ancoramento molecular a
partir da estrutura 3D de POPTc80 e um conjunto de inibidores (ativos) e
decoys;

c) Investigar a influéncia de diferentes conformacdes de POPTc80 na taxa de
enriquecimento dos protocolos ancoramento molecular, com vistas a
determinar a conformacéo bioativa da enzima;

d) Construir e validar modelos baseados em forma e volume molecular
utilizando como queries um conjunto de inibidores de POPTc80 disponiveis
na literatura cientifica;

e) Realizar uma VS da biblioteca comerciais ChemBridge (1,3 milhdes de
compostos) utilizando os modelos computacionais gerados, a fim de
selecionar um subconjunto de potenciais inibidores de POTc80 com
atividade tripanostatica;

f) Realizar a avaliagdo experimental dos compostos priorizados através de

ensaios enzimaticos.
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4. METODOS

4.1. Métodos computacionais

4.1.1. Predicdo da estrutura 3D

Considerando a auséncia de estruturas POPTc80 resolvidas e disponibilizadas
na base de dados Protein Data Bank (PDB), sua estrutura 3D foi predita
computacionalmente. Inicialmente, a sequéncia FASTA de aminoacidos da POPTc80
(Codigo de identificacdo: TcCLB.506247.230) foi extraida da base de dados
TriTrypDB (ASLETT et al., 2009) e submetida como arquivo de entrada (input) para
predicdo estrutural nos servidores SWISS-MODEL (BORDOLI et al., 2009), I-
TASSER (YANG; ZHANG, 2015) e AlphaFold (JUMPER et al., 2021).

4.1.2. Refinamento estrutural e validacédo da POPTc80

Os modelos 3D de POPTc80 preditas anteriormente foram entdo refinados
estruturalmente utilizando o servidor GalaxyREFINE (KO et al., 2012). O
GalaxyREFINE realiza uma otimizacao iterativa com varios operadores geométricos
e em seguida promove o relaxamento da estrutura 3D utilizando dindmica molecular
para melhorar a qualidade geométrica estrutural (KO et al., 2012). Ao final deste
processo, a qualidade dos angulos phi (¢) e psi () de cadeia principal (anélise de
Ramachandran) e angulos chi (x) dos rotameros de cadeia lateral foi investigada
utilizando o servidor MolProbity (CHEN; POHLHAUS, 2010; HINTZE et al., 2016).

4.1.3. Anélise estrutural da POPTc80

Ao final da validagéo estrutural, a melhor estrutura de POPTc80 foi submetida
ao processo de geracdo de conformacdes utilizando um modelo de rede anisotropico
(ANM, do inglés Anisotropic Network Model) (LI et al., 2017), disponivel no servidor
DynOmics (LI et al., 2017). A ANM é uma ferramenta de NMA (do inglés, Normal
Mode Analysis) que permite a andlise de movimentos vibracionais e a flexibilidade da
proteica em sistemas moleculares. Ela utiliza uma rede elastica (EN, do inglés, Elastic
Network) que representa a proteina como um grafo, no qual os carbonos alfas (Ca) dos
aminoéacidos sdo representados como nos conectados por molas e o potencial geral é
simplesmente a soma dos potenciais harménicos entre os nds em interacdo. A EN
inclui todas as interacdes dentro de uma distancia de corte. As informacGes sobre a
orientagdo de cada interacdo em relacdo ao sistema de coordenadas global s&o

consideradas dentro da matriz da constante de forga e permitem a previséo de
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movimentos anisotrépicos (LI et al., 2017). A geracdo de conformacdes foi realizada
utilizando o médulo padréo (default) do servidor DynOmics, como a distancia de corte
(7,3A), fator de escala constante da mola (1), expoente de escala de distancia para
constante de mola (0).

Em seguida, as 29 conformaces obtidas a partir da ANM foram submetidas a
andlise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis)
(RINGNER, 2008), disponivel no pacote Bio3D (GRANT; SKJAERVEN; YAO,
2021), implementado em linguagem de programacdo R v.4.1.2 (CHAN, 2018). APCA
transforma as varidveis originais (combinacdo linear das varidveis originais) em
variaveis latentes com dimensionalidade reduzida, denominadas componentes
principais (PCs, do inglés Principal Components). Este método é particularmente util
para destacar padrbes conformacionais na estrutura 3D de POPTCc80.
Consequentemente, € possivel revelar movimentos estruturais coletivos capturados
pelos melhores PCs e determinar como estes estdo frequentemente relacionados a
funcdo da proteina (GRANT; SKJAERVEN; YAO, 2021).

4.1.4. Predicao dos sitios de ligagdo na POPTc80

As conformacgdes de POPTc80 selecionadas previamente foram entdo
submetidas a predi¢do dos sitios de ligacdo no servidor FTSite (KOZAKOV et al.,
2015). Este servidor utiliza um conjunto de 16 sondas moleculares diferentes com
tamanho e polaridade variados (Tabela 1) em uma grade densa ao redor da estrutura
3D da proteina. Através das sondas é possivel identificar os potenciais bolsos de
interacdo usando funcBes empiricas de energia livre. Em seguida, as sondas
individuais (Tabela 1) sdo agrupadas e os agrupamentos sao classificados com base na
energia livre média. Os agrupamentos de consenso sdo classificados com base no

namero total de interac6es intermoleculares (KOZAKOV et al., 2015).

Tabela 1 - Conjunto de sondas moleculares utilizadas pelo FTSite.

Molécula-sonda Caracteristicas fisico-quimicas
Acetamida (ACD) Polar, doadora e aceptora de ligagéo de
hidrogénio
Acetonitrila (ACN) Polar, aceptora de ligagdo de hidrogénio

Acetona (ACT) Polar, aceptora de ligacao de hidrogénio
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Acetaldeido (ADY) Polar, aceptora de ligacdo de hidrogénio
Metanamina (AMN) Polar, doadora e aceptora de ligagéo de
hidrogénio
Benzaldeido (BDY) Polar, aromatica, aceptora de ligacéo de
hidrogénio
Benzeno (BEN) Hidrofobica, aromatica
tert-butanol (BUT) Hidrofdbica, aromatica
Ciclohexano (CHX) Polar, doadora e aceptora de ligacéo de
hidrogénio
N,N-dimetilformamida (DFO) Polar, aceptora de ligacdo de hidrogénio
Dimetil éter (DME) Polar, aceptora de ligacao de hidrogénio
Etanol (EOL) Polar, doadora e aceptora de ligacéo de
hidrogénio
Etano (ETH) Hidrofdbica
Fenol (PHN) Polar, aromatica, doadora e aceptora de

ligacdo de hidrogénio
Isopropanol (THS) Polar, aceptora de ligagédo de hidrogénio
Ureia (URE) Polar, positiva doadora e aceptora de

ligacdo de hidrogénio

4.1.5. Avaliacao do nivel de conservagdo dos aminoacidos da POPTc80

O servidor ConSurf (ASHKENAZY et al., 2016) foi utilizado para realizar a
andlise de avaliacdo do nivel de conservacao dos aminoacidos da POPTc80. O servidor
ConSurf estima a conservacdo evolutiva de posi¢cdes de aminoacidos em uma proteina
com base nas relacdes filogenéticas entre sequéncias homdlogas. Na presente
dissertacdo, o grau de conservacao dos aminoacidos da POPTc80 foi estimado usando
150 homologos de outros organismos identificados na base de dados UNIREF-90
(SUZEK et al., 2015) (esta base de dados agrupa sequéncias e subfragmentos com 11
ou mais residuos que pelo menos 90% de identidade de sequéncia entre si (de qualquer
organismo) em uma unica entrada UniRef, exibindo a sequéncia de um representante
através do algoritmo de busca HMMER (ASHKENAZY et al., 2016). As sequéncias
foram agrupadas e aquelas apresentando similaridade de sequéncia alta (>95%) foram
excluidas usando o algoritmo CD-HIT para filtrar sequéncias redundantes
(ASHKENAZY et al., 2016). Da mesma forma, as sequéncias com identidade
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sequencial <35% ou >95% foram ignoradas. Um alinhamento de sequéncia multipla
(MSA\) das sequéncias homdlogas foi construido usando o método MAFFT-L-INS-I,
e a arvore filogenética foi construida usando o algoritmo Rate4Site (PUPKO et al.,
2002). As pontuacdes de conservacao especificas da posicdo foram calculadas usando
0 método empirico Bayesiano (ASHKENAZY et al., 2016).

4.1.6. Compilamento e preparo do conjunto de validacéo

Um conjunto de 31 compostos com dados de atividade inibitoria sobre a
POPTc80 com compilado a partir da literatura cientifica (BAL et al., 2003; DE
ALMEIDA etal., 2016; GRELLIER et al., 2001; VENDEVILLE etal., 1999a, 1999b).
Em seguida, um limiar de atividade de 10 uM foi considerado para categorizar 0s
compostos em ativos e inativos. Consequentemente, 24 compostos foram
categorizados em ativos (ICso ou Kj <10 uM) e 7 como inativos (ICso ou Kj >10 pM).
Considerando a proporcao artificial entre ativos e inativos, 36 decoys para cada
composto ativo foram introduzidos no conjunto de dados. Decoys s&0 compostos
assumidamente inativos, embora ndo tenham sido testados experimentalmente. Eles
possuem propriedades fisico-quimicas semelhantes as dos compostos ativos, de forma
que a taxa de enriquecimento na validacdo de modelos computacionais ndo seja apenas
uma separacgdo superotimistica baseada em propriedades irrelevantes. Por outro lado,
0 decoys devem ser estruturalmente dissimilares dos compostos ativos, de modo que
sejam provavelmente inativos (BRAGA et al., 2014; BRAGA; ANDRADE, 2013;
NEVES et al., 2021).

Na presente dissertacdo, 864 decoys foram selecionados a partir do conjunto
de dados DrugNow (16.647.845 compostos), disponivel na base de dados ZINC15
(STERLING; IRWIN, 2015), utilizando fluxo de trabalho in house desenvolvido em
workspace KNIME v. 4.3.3. (BERTHOLD et al., 2009). Os decoys sdo compostos
assumidamente inativos, que deve se assemelhar as propriedades fisicas dos ligantes
ativos, porém, os decoys também devem possuir propriedades quimicas distintas dos
compostos ativos (HUANG; SHOICHET; IRWIN, 2006). A selecdo de decoys
obedeceram as seguintes regras de similaridade fisico-quimica em relacdo ao espaco
quimico de 24 compostos ativos: massa molecular (x25 Da), numero de ligagdes
rotacionaveis (x1), numero de doadores de ligacdo de hidrogénio (+1), nimero de
aceptores de ligacdo de hidrogénio (x2) e coeficiente de particdo 6leo-agua (logP £1).

Além disso, os decoys obrigatoriamente apresentaram coeficiente de Tanimoto (cT)
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<0,75 (fingerprints ECFP4) com os compostos ativos e ¢T <0,9 entre 0s proprios
decoys. Esse fluxo de selecéo foi baseado no protocolo padronizado para geracao de
decoys disponivel na DUD (do inglés, directory of useful decoys) (HUANG;
SHOICHET; IRWIN, 2006).

4.1.7. Preparo do conjunto de validacéo

As estruturas quimicas dos compostos ativos e decoys foram importadas para
a plataforma Maestro v. 11.5 (Schrddinger, LLC, New York, NY, 2016) e preparadas
utilizando o programa LigPrep (Schrddinger, LLC). O estado de protonacao foi
calculado de acordo com pH fisiologico (7,4 £ 0,5) utilizado o programa Epik v. 4.3
(SCHRODINGER, 2009; SHELLEY et al., 2007), e a geometria molecular otimizada
usando o campo de forga OPLS3 (HARDER et al., 2016).

4.1.8. Preparo da proteina

As estruturas 3D da POPTc80 foram importadas para a plataforma Maestro v.
11.5 (Schrodinger, LLC) e preparadas utilizando o modulo Protein Preparation
Wizard (MADHAVI SASTRY et al., 2013). Para o preparo da proteina, &tomos de
hidrogénio foram adicionados, a ordem de ligagéo e carga formais foram ajustadas. Os
estados de protonacdo dos aminoacidos polares foram preditos em pH neutro (7.4 +
0.5) utilizando o programa Epik v. 4.3 (SHELLEY et al., 2007) para representar as
mesmas condi¢des experimentais do ensaio enzimatico. Além disso, a estrutura foi
submetida a otimizacdo das orientacdes de hidrogénio com pH 7.4, utilizando o
programa PROPKA.

4.1.9. Ancoramento molecular

Estudos de ancoramento molecular foram realizados utilizando os mddulos
HTVS (do inglés, High-throughput Virtual Screening), SP (do inglés, Standard
Precision) e XP (do inglés, Extra Precision) do programa Glide v. 7.8 (FRIESNER et
al., 2004, 2006), disponivel na plataforma Maestro v. 11.2 (Schrddinger, LLC).
Previamente ao ancoramento, grids virtuais foram gerados para trés conformacdes
diferentes de POPTc80 geradas previamente e considerando as nas coordenadas X, y e

z de dois potenciais sitios de ligacdo, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Coordenadas dos grids construidos para a POPtc80 em ambos 0s sitios.

Conformacéo da Coordenadas x,y e z
POPTCc80 Sitio A Sitio B
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Conformagéo 09 21,83A; 22,4A; 21,60A  27,67A; 46,67A; 43,00A
Conformacio 15 23,33A; 23,33A; 23,00A  27,69A; 46,67A,; 43,42A
Conformacao 20 22,26A; 21,92A; 21,65A  27,97A; 46,84A; 43,05A

O ancoramento molecular foi realizado considerando os ligantes flexiveis e a
proteina na forma rigida. As poses de ancoramento foram ranqueadas utilizando trés
funcBes de pontuacdo: Docking Score, Glide Energy e Glide Emodel. O Docking Score
(ou GlideScore) € uma funcéo de pontuacdo empirica baseado no ChemScore, mas
inclui um termo de conflito estérico, adiciona termos polares concebidos pela
Schrodinger para penalizar as incompatibilidades eletrostaticas, e tem modificacdes
em outros termos: O Glide Emodel combina o score de energia do grid e a afinidade
de ligacdo predita pelo GlideScore (FRIESNER et al., 2004). Ja o Glide Energy utiliza
a energia de interagdo de Coulumb-van der Waals modificada (SCHRODINGER,
2009).

4.1.10. Modelos shape-based

Inicialmente, 500 conformacdes foram geradas para cada composto do
conjunto de validacdo utilizando o programa OMEGA v.3.1.0.3 (Openeye Scientific
Software, Santa Fe, NM, http://www.eyesopen.com) (HAWKINS et al., 2010). Em
seguida, cargas atbmicas parciais AM1-BCC (JAKALIAN; JACK; BAYLY, 2002)
foram calculadas para cada conformacéo utilizando o programa QUACPAC v.2.0.0.3
(Openeye Scientific Software, Santa Fe, NM, http://www.eyesopen.com).

Em seguida, modelos shape-based foram desenvolvidos para predicdo de
inibicdo de POPTc80 utilizando apenas as informacdes de forma e volume molecular.
Nesta etapa, as poses de ancoramento de 6 compostos ativos (Tabela 3), assumidas

como conformacdes potencialmente bioativas, foram carregadas no programa vVROCS

v. 3.4.2.1 (OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM. http://www.eyesopen.com)
(SWANN et al., 2011) e utilizadas como queries (moldes) para definicdo das formas
e volumes moleculares. Os pardmetros utilizados para a geracdo do modelo shape-
based, foi a selecdo do campo de forca ExplicitMillsDean (MILLS; DEAN, 1996).
Este campo de forca leva em consideracao os estados de protonagéo e carga do arquivo
de entrada de inibidores e ndo-inibidores. Para o ranqueamento dos modelos
compostos, foi utilizada a fungdo RefTverskyCombo (KEARNES; PANDE, 2016),
com a aleatoriedade, do inglés “Random”, de 50, permanecendo as configuragdes

adicionais de fabrica do programa. A funcdo RefTverskyCombo é uma combinagéo
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das fungdes RefTversky (compara as moléculas de acordo com a melhor sobreposicao
do volume molecular) e RefColorTversky (relacionada a sobreposi¢do apropriada de
gruposde cores, representada que apresentam caracteristicass como doadores e
aceptores de ligacdo de hidrogénio, hidrofobicos, cations, anions e anéis). O valor de
RefTverskyCombo pode variar de 0 a 2, sendo que valores mais proximos a 2 indicam
uma boa sobreposicao das moléculas (MCGAUGHEY et al., 2007).

Tabela 3 — Compostos utilizados para a criagdo de modelos Shape-based.

Composto

(query)

O/N Q\U\“Q
Query 1 @)Q/\ ’ o/\%o Ki = 0,00021 pM (BAL et al., 2003)

hjjvy% (DE ALMEIDA et

Estrutura 2D Dado de atividade Fonte

Query 2 Ki=1,009 uM
al., 2016)
N VENDEVILLE et
@ al., 1999a)
““WAV”\i;[:I:j (VENDEVILLE et
Query 4 ’ ° ICs0 = 0,025 UM

! al., 1999b)

= (LAWANDI et al.,

) =
Query 5 @\TQ\O Ki = 0,00021 uM
b 2010)
¢K%:I:j R (GRELLIER et al.,
b 1Cs0 = 0, MM
T ¥ 2001)

Query 6
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4.1.11. Validagéo estatistica dos modelos gerados

A fim de avaliar a taxa de enriquecimento dos protocolos de ancoramento
molecular e modelos shape-based gerados, as seguintes métricas foram calculas: area
sob a curva ROC (AUC), o fator de enriquecimento (EF) e a discriminacdo aprimorada
de Boltzmann (BEDROC). Todos os parametros foram analisados em um workflow
desenvolvido in house e implementado na plataforma KNIME verséo 3.7.

A andlise ROC (do inglés, receiver operating characteristic) € um método de
avaliacdo de modelos amplamente utilizado, uma vez que fornece um resultado visual
e numérico (Figura 14). A curva obtida nessa analise, conhecida como curva ROC, ¢
construida a partir da variacdo de limiares (thresholds), apresentando no eixo y 0s
valores de sensibilidade (taxa de verdadeiros positivos) e no eixo x as taxas de falsos
positivos (1- especificidade), correspondentes a cada limiar (SONEGO; KOCSOR,;
PONGOR, 2008).
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Figura 15 - Diagrama esquematico relacionando o desempenho do acoplamento
molecular a curva ROC. A classificacdo a taxa na curva a € melhor do que b, c e e,
respectivamente. A curva ROC para um encaixe aleatorio a classificacdo €

representada como uma li linha pontilhada em d (Adaptado de NEVES et al., 2021).

AUC é a probabilidade de um modelo classificar aleatoriamente uma molécula
ativa primeiramente em relagéo a uma molécula inativa (NEVES et al., 2021). A AUC
¢ classificada de acordo com seus resultados, sendo: AUC < 0.5 é uma falha; 0.5 <
AUC < 0.7 é uma AUC ruim; 0.7 < AUC < 0.8 ¢ aceitavel; 0.8 <AUC < 0.9 é bom; e
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0.9 <AUC <1 é excelente. A AUC ¢ calculada conforme a equagdo 1, representada a
sequir:

AUC = = ¥%,(1- f) (Eq.1)
em que f1 é a fracdo de decoys com classificagao superior aos ith ativos.

O fator de enriquecimento (EF) indica o qudo melhor é o modelo em ordenar
0s compostos (ativos e decoys) quando comparado a uma lista ordenada
aleatoriamente. O calculo é feito a partir da fracdo de compostos ativos encontrados
no topo da lista ordenada na sele¢do de x% do conjunto de dados, a qual é comparada
com a fracdo de compostos ativos encontrados na lista ordenada contendo todos os
compostos (ativos e inativos) (HECKER et al., 2002; JACOBSSON et al., 2003) O
calculo do EF pode ser definido pela equacéo 2:

nx"o/Nxoo
EFyy, = W (Ea. 2)

Em que o n representa o nimero total de ativos, N representa o nimero total de
compostos (ativos e decoys) no banco de dados, nx% representa o0 nimero de ativos, e
Nx% representa o numero total de compostos na lista ordenada de x%, respectivamente
(NEVES et al., 2021). No top 1% da lista, o valor madximo de EF é 100, no top 5% o
maximo ¢ 20, e no top 10% o valor méaximo é 10.

A discriminacdo aprimorada de Boltzmann da curva ROC (BEDROC, do
inglés, Boltzmann-Enhanced Discrimination of ROC) (Eg. 4) é uma forma
generalizada da AUC com decréscimo exponencial de uma funcdo ponderada que foca
em como 0s compostos ativos sdo ordenados no inicio da lista. Em outras palavras, a
BEDROC pode ser interpretada como a probabilidade de selecionar um composto
ativo antes daqueles provenientes da selecdo aleatdria de compostos exponencialmente
distribuidos para valores de « (TRUCHON; BAYLY, 2007).

aien e

RIE = ®==—— (Eq.3)
()

a
n\ e-—1
en

Rg sinh(g) 1
cosh(g)—cosh(g— aRa) + 1-exp(a(1-Ry))

BEDROC = RIE x (Eq. 4)

A BEDROC ¢ calculada a partir do RIE (Eqg. 3), em que RIE corresponde ao
enriquecimento inicial robusto, Ra a fracdo de ativos e o ao parametro que controla a
distribuicdo exponencial (BRAGA; ANDRADE, 2013).
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4.1.12. Triagem Virtual

Os melhores protocolos e modelos, constatados apos avaliacdo das taxas de
enriquecimento, foram incorporados como filtros moleculares na VS de ~1,3 milhdes
de  compostos  disponiveis no banco de dados  ChemBridge

(https://www.chembridge.com/).

Com o objetivo de priorizar compostos com maior potencial de inibi¢do contra
a POPTc80, inicialmente, todos os compostos (1.360.966) disponibilizados pela
ChemBridge foram preparados da mesma forma que os compostos do conjunto de
validacdo (ativos e decoys). Em seguida, os compostos foram submetidos
sequencialmente a filtragem utilizando o melhor modelo shape-based e melhor
protocolo de ancoramento molecular (mddulos HTVS, SP e XP), respectivamente,
desenvolvidos neste trabalho. Ao final desta etapa, os melhores hits virtuais foram
ainda submetidos a analise e remocdo de agregadores (IRWIN et al., 2015) e PAINS
(do inglés, Pan-Assay Interference Compounds) (BAELL; HOLLOWAY, 2010),
utilizando a ferramenta SwisSADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Como
etapa final de filtragem, uma inspecédo visual foi realizada considerando a sobreposi¢éo
dos hits virtuais ao modelo shape-based, poses de ancoramento molecular, assim como

propriedades fisico-quimicas (LogP <5).

4.2. Métodos experimentais
4.2.1. Ensaios enzimaticos

Os hits virtuais mais promissores identificados a partir da VS seréo adquiridos
e submetidos a validacdo experimental in vitro para determinacdo do potencial de
inibicdo de POPTc80. Os ensaios experimentais serdo conduzidos em colaboracao
com a Dra. lzabela Marques Dourado Bastos Charneau Departamento de Biologia
Celular da Universidade de Brasilia. O ensaio serd realizado utilizando o substrato
fluorescente N-Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC. A POPTc80 sera incubada por 15
min com concentragOes seriadas do composto e em seguida a atividade remanescente
sera obtida pela hidrolise do substrato em placa de 96 pocos. A liberacdo de AMC do
substrato sera detectada sob 420nmex/460nmem na fungdo cinética (GRELLIER et al.,
2001) em espectrofluorimetro (SpectraMax mb5, Molecular Devices Inc.). Os

resultados serdo representados por valores de I1Csp e/ou Ki.


https://www.chembridge.com/
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5. RESULTADOS

5.1. Predicéo da estrutura 3D da POPTc80

Face a auséncia de estruturas 3D resolvidas experimentalmente e depositadas
na base de dados PDB, a estrutura POPTc80 (TcCLB.506247.230) foi predita
utilizando trés métodos diferentes: modelagem por homologia (SWISS-MODEL),
threading (I-TASSER) e modelagem ab initio baseada em inteligéncia artificial
(AlphaFold). A estrutura predita utilizando o servidor SWISS-MODEL foi predita
utilizando como molde a estrutura Prolil oligopeptidase do organismo Sus scrofa
(codigo PDB: 4AMY, resolucdo 2,0 A, identidade sequencial 42,3%) (KASZUBA et
al., 2012). As estruturas 3D geradas pelos servidores I-TASSER e AlphaFold foram
utilizadas utilizando abordagens de threading e modelagem ab initio, respectivamente,
as quais séo independentes de moldes. As estruturas 3D dos modelos iniciais gerados
estdo representadas na Figura 15.

LB T
Figura 16 — Estrutura 3D da POPTc80 gerada pelos servidores SWISS-MODEL (a),
I-TASSER (b) e Alphafold (c¢). Dominio o/f hidrolase e dominio [B-propeller

representado em salmao e azul claro, respectivamente.

Em seguida, um conjunto de parametros geométricos (qualidade dos angulos,
rotameros e ligacdes, regibes Ramachandran favoraveis e desfavoraveis) e escores
(Clashscore e MolProbity score) foram calculados no servidor MolProbity
(WILLIAMS et al., 2018) com intuito de estimar a qualidade estrutural dos modelos
de POPTc80 (Tabela 4). Todas as estruturas apresentaram Clashscore entre 5,52 —
0,92, MolProbity score entre 2,81 — 0,89, além de 81,58% a 97,4% dos angulos de
torgao ¢ (phi) e y (psi) dentro de regides favoraveis de Ramachandran.

De acordo com a Tabela 4, a estrutura 3D de POPTc80 predita pelo AlphaFold
apresentou os melhores resultados (MolProbity score 0,89; Clashscore 0,92; Regides

Ramachandran favoraveis 97,4%; Regifes Ramachandran desfavoraveis 0,43%). O
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gréafico de Ramachandran é um grafico que expressa todas as combinacgdes de angulos
diedros de aminoacidos de uma macromolécula, permitindo determinar a provavel
estrutura secundaria da biomolécula e a conformacéo da proteina. O Clashscore é o
numero de choques a cada 1000 atomos. Ja o MolProbity escore fornece um nimero
que representa estatisticamente a qualidade da proteina, combinando o Clashscore,
porcentagem de Ramachandran favorecido e ndo favorecido, e porcentagem de
rotameros laterais ruins, fornecendo um numero a resolucédo cristalografica na qual

esses valores seriam esperados (WILLIAMS et al., 2018).

Tabela 4 — Validacdo dos modelos 3D gerados pelo SWISS-MODEL, I-TASSER e
Alphafold, respectivamente.

. L SWISS-
Parametros de validacao I-TASSER AlphaFold
MODEL
Clashscore 2,04 5,52 0,92
MolProbity score 1,44 2,81 0,89
Rotémeros ruins 7 (1,18%) 67 (11,15%) 4 (0,67%)
Regibes desfavoraveis
12 (1,74%) 39 (5,61%) 3(0,43%)
(Ramachandram)
Regibes favoraveis
646 (93,12%) 567 (81,58%) 677 (97,4%)
(Ramachandram)
Ligacdes ruins 3 (0,05%) 3 (0,05%) 0 (0,00%)
Angulos ruins 49 (0,64%) 100 (1,3%) 14 (0,18%)

Especificaches para a obtencdo de estruturas de qualidade: Rotdmeros ruins (<1%), Regibes
desfavoréveis (<0,05%), Regies favoraveis (>98%), Ligacdes ruins (0%) e Angulos ruins (<0,1%).
Com o intuito de promover a otimizacdo estrutural dos modelos iniciais
gerados, as estruturas 3D de POPTc80 foram refinadas no servidor GalaxyWEB (KO
et al., 2012). Os parametros geométricos dos modelos refinados, calculados no

servidor MolProbity, estdo disponiveis na Tabela 4 e 5.

Tabela 5 - Validacdo dos modelos 3D gerados pelo SWISS-MODEL, I-TASSER e

AlphaFold ap6s o refinamento no servidor GalaxyWEB.

) SWISS-
Pardmetros de validagéo I-TASSER AlphaFold
MODEL
Clashscore 8,63 9,74 5,74
MolProbity score 1,61 1,97 1,32

Rotameros ruins 2 (0,34%) 6 (1,00%) 5 (0,83%)
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Regides desfavoraveis

1 (0,15%) 10 (1,44%) 0 (0%)
(Ramachandram)
Regides favoraveis
670 (97,2%) 645 (92,8%) 683 (98,27%)
(Ramachandram)
Ligagdes ruins 14 (0,25%) 21 (0,37%) 18 (0,32%)
Angulos ruins 87 (1,14%) 97 (1,26%) 68 (0,88%)

EspecificacBes para a obtencdo de estruturas de qualidade: Rotdmeros ruins (<1%), RegiGes
desfavoraveis (<0,05%), Regides favoraveis (>98%), Ligacdes ruins (0%) e Angulos ruins (<0,1%).
De acordo com a Tabela 5, o refinamento estrutural resultou em melhoras
significativas na qualidade geométrica das estruturas obtidas nos servidores SWISS-
MODEL (regies Ramachandran favoraveis = 14,08 %; regides Ramachandran
desfavoraveis = 11,59%; MolProbity score = 1,61; Clashscore = 8,63) e I-TASSER
(regides Ramachandran favoraveis = 111,22%; regides Ramachandran desfavoraveis
=14,17%; MolProbity score = 1,97; Clashscore = 9,74). Por outro lado, o refinamento
estrutural ndo resultou em melhorias significativas na qualidade estrutural do modelo
obtido no AlphaFold. Diante destes resultados, a estrutura 3D gerada pelo AlphaFold,
sem refinamento estrutural, foi considerada como melhor modelo e, portanto, foi

utilizada nas analises descritas nas se¢@es abaixo.
5.2. Analise estrutural da POPTc80

O melhor modelo 3D de POPTc80 foi submetido ao processo de geracao de
conformacgdes no servidor DynOmics utilizando a técnica de Elastic Network Models
(ENM). Através desta abordagem, foram geradas 29 conformacgdes POPTc80. Em
seguida, trés conformacbes de POPTc80 representativas (Conformacdo 09,15 e 20)
foram selecionadas através de uma PCA (Figura 16 a - ¢) e predicdo de bolsos de

interacdo no servidor FTSite (Figuras 17 - 19).
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Figura 17 — Andlise de PCA da POPTc80 e suas flutuagdes. Analise de PCA do
modelo gerado pelo AlphaFold. Comparacédo entre PC1 e PC2 (a); PC1 e PC3 (b) e a
proporcdo da variancia relacionada a classificacdo de autovalor (c) e grafico de
flutuacGes (d). Cada ponto representa uma estrutura e a cor do ponto indica o ID de

cluster de um cluster conformacional.

De acordo com a Figura 16d, as conformaces 1,2 e 3 de POPTc80 apresentam
baixa flutuacdo, com valores de RMSD <1,0 A nas regides correspondentes ao bolso
de ligacdo de substratos peptidicos (Residuos: 115-160, 170-190, 240-290, 460-490,
540-595, 630-685, aproximadamente). Por outro lado, a analise de hotspots para
predicdo dos bolsos de interacdo (Figura 18) demonstrou que estas flutuacdes
conformacionais podem afetar significativamente a ligacdo de inibidores ao sitio ativo
de POPTc80.

Conforme descrito na Figura 18, dois hotspots de ligacdo foram preditos em
regides adjacentes a0 dominio o/f hidrolase da conformagdo 9. Por outro lado, a
conformagdo Conformacéo 15 apresenta um hotspot localizado em regiéo isolada do
dominio B-propeller. A conformacdo 20 por sua vez apresenta hotspots 1 e 2 em
regides adjacentes ao dominio o/f hidrolase, enquanto que um terceiro hotspot foi

identificado proximo ao hotspot 2.
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Figura 18 — Predicdo de sitios de ligacdo nas conformagdes Conf09, Confl5 e Conf20
de POPTc80 utilizando os servidores FTSite (a) e analise de conservacdo dos residuos

de aminoéacido baseada no servidor ConSurf (b).

Apds predicdo dos sitios de ligacdo, a estrutura 3D de POPTc80 foi submetida
ao servidor ConSurf (ASHKENAZY et al.,, 2016) com vistas a avaliar o grau de
importancia estrutural dos aminoacidos préximos aos hotspots. O servidor Consurf
realiza uma analise que permite revelar regides funcionais em macromoléculas por
meio da analise da dindmica evolutiva das substituicGes de aminoacidos entre
sequéncias homologas (ASHKENAZY et al., 2016).

A andlise ConSurf demonstrou que os residuos 11e66, GIn70, Tyr465, Ser479,
Ser480, Ser481, Arg482, Met545, GIn571, Gly668, Lys671, Lys675, 11e676, Leu677,
Glu679, Ala680, Arg682, 11e683, Tyr684, proximos ao hotspot 1 das conformacdes
09, 15 e 20 apresentam baixo grau de conservacgéo estrutural. Por outro lado, a regido
correspondente ao hotspot 2 possui residuos de aminoacidos (Tyr467, Phe470, Ser548,
Asn549, Val574, Trp589, Tyr593, Arg633, Val634, His667) altamente conservados.
Notoriamente, os residuos Ser548, Asp631 e His667 conservados, proximos ao hotspot
2, correspondem aos aminoacidos da triade catalitica (BASTOS et al., 2005). Nesta
mesma regido, também foi identificado que os residuos conservados Trp589 e Arg633
correspondem aos residuos responsaveis pela interacdo com inibidores competitivos
(co-cristalizados) (6S)-1-chloro-3-[(4-fluorobenzyl)oxy]-6-(pyrrolidin-1-
ylcarbonyl)pyrrolo[1,2-a]pyrazin-4(6H)-one (2); 1-[(2R,5S)-2-terc-butil-5-({(2S)-2-
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[(1R)-1,2-dihidroxietil]pirrolidin-1-il}carbonil)pirrolidin-1-il]-4-fenilbutan-1-ona (3);
1-[4-oxidanil-2-(1,3-tiazolidin-3-ilcarbonil)pirrolidin-1-il]-4-[2-[(~{E})-2-
feniletenil]fenoxi]butan-1- 1 (4); disponiveis nas estruturas de POP de Homo sapiens,
Sus scrofa e Haliotis discus hannai (com os cédigos PDBs: 3DDU, 4AMY e 6JCI,
respectivamente) (Figura 19). Estes resultados indicam que os residuos conservados
Trp589 e Arg633, proximos ao hotspot 2, podem desempenhar um papel funcional
evolutivo essencial para modulagéo da atividade catalitica ou promocéo de inibicao da
POPTc80.

a) b) c)

PDB: 6JCl; Organismo: Haliotis

PDB: 3DDU; Organismo: Homo PDB: 4AMY; Organismo: Sus scrofa; discus hannai. ICso: N3o reportado.

sapiens; |Cso: 0,04 pM. Ki: 0,00001 pM.
Figura 19 — Estrutura 2D dos inibidores co-cristalizados de prolil oligopeptidases e

seus valores de inibicao bioldgico.

Diante destes resultados, foi proposto um sitio de ligacdo preferencial
considerando a analise de hotspots e grau de conservacao dos residuos de aminoacido
na conformacdo 20. Um modelo hipotético do modo de ligagdo de inibidores de
POPTCc80 esta representado na Figura 20, onde as interacdes com os residuos Arg633
e Trp589 sdo essenciais para que ocorra um alto grau de interacdo entre o ligante e a
proteina. Além disso, as intera¢des hidrofobicas nos bolsos S1°, S1, S2 e S3 também

sdo importantes (KUMAR et al., 2017).
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Figura 20 — Modelo hipotético do modo de ligacdo de inibidores de POPTc80 (a) e o

posicionamento da Query 4 em relagdo ao sitio da POPTc80 (b).
5.3. Validacédo do ancoramento molecular

Estudos de ancoramento molecular foram realizados para as conformacdes 09,
15 e 20 de POPTc80 utilizando os médulos HTVS, SP e XP do programa Glide e as
funcgdes de pontuacdo Docking Score, Glide Emodel e o Glide Energy. As analises de
ancoramento molecular foram conduzidas em dois sitios de ligacdo independentes
(sitios 1 e 2) identificados na interface dos dominios o/f hidrolase e 3-propeller. Os
resultados estatisticos de validagdo dos protocolos de ancoramento molecular estdo
disponiveis nas Tabela 6-11.

Conforme apontado nas Tabelas 6-7, o ranqueamento do conjunto de validagéo
(ativos e decoys) utilizando a funcdo de pontuacdo empirica Docking Score nédo

resultou em taxas de enriquecimento satisfatdrias (EF ~0,0) e BEDROCs ~0,0). Diante
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destes resultados, considerou-se que o ranqueamento de ativos e decoys explorado

nesse protocolo foi aleatorio.

Tabela 6 — Resultado da validacdo dos protocolos de ancoramento molecular no sitio

1 da enzima POPTc80 utilizando a funcéo de pontuacdo Docking score.

Top 1% Top 5% Top 10%
Conformagéo AUC
EF BEDROC EF BEDROC EF BEDROC
Moédulo HTVS

09 0,49 3,70 0,05 2,72 0,09 1,85 0,13
15 0,55 0,00 0,02 2,96 0,10 1,85 0,15
20 0,54 0,00 0,00 0,00 0,01 0,38 0,04

Médulo SP
09 0,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
20 0,61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,38 0,02

Médulo XP
09 0,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,37 0,02
15 0,72 0,00 0,00 0,00 0,01 0,37 0,02
20 0,63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

AUC: érea sob a curva ROC; EF: fator de enriquecimento; BEDROC: discriminacéo aprimorada de Boltzmann da

curva ROC; Top x% hits: métricas calculadas para os primeiros x% compostos da lista ordenada pelo score

Reference Tversky Combo. HTVS: modo de triagem virtual de alto rendimento; SP: modo de precisdo padréo: XP:

modo de precisdo extra. O melhor modelo esté destacado em negrito.

Tabela 7 — Resultado da validacdo dos protocolos de ancoramento molecular no sitio

2 da enzima POPTc80 utilizando a funcao de pontuacdo Docking score.

Top 1% Top 5% Top 10%
Conformagao AUC
EF BEDROC EF BEDROC EF BEDROC
Modulo HTVS
09 0,62 0,00 0,00 0,00 0,01 0,37 0,03
15 0,73 0,00 0,00 0,00 0,00 0,37 0,01
20 0,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Médulo SP
09 0,85 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20 0,84 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Moédulo XP
09 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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20 0,81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

AUC: érea sob a curva ROC; EF: fator de enriquecimento; BEDROC: discriminagdo aprimorada de Boltzmann da

curva ROC; Top x% hits: métricas calculadas para os primeiros x% compostos da lista ordenada pelo score
Reference Tversky Combo. HTVS: modo de triagem virtual de alto rendimento; SP: modo de precisdo padrdo: XP:
modo de precisdo extra.

Considerando a classificacdo aleatdria de ativos e decoys utilizando a funcédo de
pontuacdo Docking Score, outras duas funcbes de pontuacdo (Glide Emodel e Glide
Energy) baseadas nos termos de energia do escore do grid, afinidade de ligacéo predita
pelo GlideScore e energia de interagédo de Coulomb-van der Waals modificada foram
exploradas nos estudos de ancoramento molecular. De acordo com a Tabela 8, 0s
protocolos de ancoramento molecular no sitio 1 utilizando a funcédo de pontuacdo Glide
Emodel levaram a taxas de enriquecimento satisfatorias nos modulos SP (AUC = 0,71
—0,73, EF1% = 18,5 -26,9 e BEDROC19% = 0,29 — 0,43) e XP (AUC =0,74-0,77, EF1%
= 19,2-25,9 e BEDROC 1% = 0,34-0,39). Apesar disso, ndo foi possivel identificar a
partir desta analise qual seria a conformacao preferencial para a ligacdo de compostos

ativos.

Tabela 8 - Resultado da validacdo dos protocolos de ancoramento molecular no sitio

1 da enzima POPTc80 utilizando a funcéo de pontuacdo Glide Emodel.

Top 1% Top 5% Top 10%

Conformacéao AUC
EF BEDROC EF BEDROC EF BEDROC

Moédulo HTVS
09 0,63 149 0,33 5,93 0,29 444 0,33
15 0,66 222 042 5093 0,33 3,70 0,34
20 0,63 23,1 039 6,92 0,33 385 0,35
Moédulo SP
09 0,72 259 040 8,15 0,39 456 0,42
15 0,73 185 0,29 8,15 0,36 481 041
20 0,71 269 043 9,23 0,39 4,62 0,44
Modulo XP
09 0,77 222 034 8,89 0,39 556 0,45
15 0,74 259 039 8,15 0,38 481 0,43
20 0,74 192 0,37 7,69 0,38 500 0,43

AUC: érea sob a curva ROC; EF: fator de enriquecimento; BEDROC: discriminacéo aprimorada de Boltzmann da
curva ROC; Top x% hits: métricas calculadas para os primeiros x% compostos da lista ordenada pelo score
Reference Tversky Combo. HTVS: modo de triagem virtual de alto rendimento; SP: modo de preciséo padréo: XP:
modo de precisdo extra. O melhor modelo esta destacado em negrito.
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Por outro lado, o protocolo de ancoramento molecular no sitio 2 utilizando a
funcdo de pontuacdo Glide Emodel (Tabela 9) apresentou taxas de enriquecimento
superiores aquelas demonstradas anteriormente para o sitio 1. De acordo com a Tabela
7 0s protocolos de ancoramento na conformacao 20 resultaram nas melhores taxas de
enriquecimento nos médulos HTVS (AUC = 0,82, EF1% = 26,9 e BEDROC 1% = 0,53),
SP (AUC = 0,84, EF1% = 30,8 e BEDROC1% = 0,51) e XP (AUC = 0,84, EF1% = 26,9
e BEDROC1% = 0,52). Apesar disso, ndo foi possivel identificar a partir desta analise
qual seria a conformacédo preferencial para a ligacdo de compostos ativos. Estes
resultados corroboram com as analises estruturais exploradas nas se¢fes anteriores,
demonstrando que o sitio 2 é potencialmente o bolso de interacdo preferencial para
inibidores de POPTc80.

Tabela 9 — Resultado da validacdo dos protocolos de ancoramento molecular no sitio

2 da enzima POPTc80 utilizando a funcdo de pontuacdo Glide Emodel.

Top 1% Top 5% Top 10%
Conformacéo AUC

EF BEDROC EF BEDROC EF BEDROC

Modulo HTVS
09 0,68 222 045 519 0,32 370 0,34
15 0,76 22,2 045 5,93 0,31 4,44 0,36
20 0,82 26,9 0,53 10,8 0,48 577 0,52
Mddulo SP
09 0,89 259 051 104 0,47 556 0,52
15 0,92 29,6 0,55 11,1 0,49 6,67 0,56
20 0,91 30,8 0,51 115 0,50 6,54 0,57
Modulo XP
09 0,82 259 046 8,15 0,41 519 0,47
15 0,83 29,6 0,47 7,41 0,41 541 0,47
20 0,84 26,9 0,52 9,23 0,44 5,38 0,49

AUC: érea sob a curva ROC; EF: fator de enriquecimento; BEDROC: discriminagao aprimorada de Boltzmann da
curva ROC; Top x% hits: métricas calculadas para os primeiros x% compostos da lista ordenada pelo score
Reference Tversky Combo. HTVS: modo de triagem virtual de alto rendimento; SP: modo de precisdo padréo: XP:

modo de precisdo extra. Os melhores protocolos gerados estdo destacados em negrito.

Parametros de validacdo estatistica semelhantes aqueles obtidos para a fungéo
de pontuacdo Glide Emodel (Tabelas 8 e 9) também foram obtidos para a fungéo de
pontuacdo Glide Energy. De acordo com a Tabela 11, o ancoramento molecular na

conformacdo 20 resultou nas melhores taxas de enriquecimento para 0os modulos
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HTVS (AUC = 0,88, EF1% = 23,1 e BEDROC14 = 0,48) e XP (AUC = 0,86, EF1% =
26,9 e BEDROC% = 0,56), enquanto que o ancoramento na conformacéo 15 resultou
na melhor taxa de enriquecimento para 0 modulo SP (AUC = 0,87, EF1% = 27,2 €
BEDROC1% = 0,56).

Tabela 10 — Resultado da validac&o dos protocolos de ancoramento molecular no sitio
1 da enzima POPTc80 utilizando a funcdo de pontuacdo Glide Energy.

Top 1% Top 5% Top 10%

Conformacao AUC
EF BEDROC EF BEDROC EF BEDROC

Modulo HTVS
09 0,65 18,5 0,36 7,41 0,34 4,44 0,39
15 0,61 22,2 0,42 7,41 0,35 4,07 0,37
20 0,69 23,1 038 6,15 0,33 4,23 0,37
Mddulo SP
09 0,73 29,6 045 8,89 0,42 4,81 0,45
15 0,73 25,9 0,36 8,15 0,40 5,19 0,45
20 0,73 308 045 9,23 0,44 538 0,48
Modulo XP
09 0,78 18,5 0,35 8,89 0,39 5,56 0,46
15 0,77 22,2 0,40 10,4 0,43 5,93 0,49
20 0,75 28,2 045 10,0 0,47 577 051

AUC: érea sob a curva ROC; EF: fator de enriquecimento; BEDROC: discriminagao aprimorada de Boltzmann da
curva ROC; Top x% hits: métricas calculadas para os primeiros x% compostos da lista ordenada pelo score
Reference Tversky Combo. HTVS: modo de triagem virtual de alto rendimento; SP: modo de preciséo padréo: XP:

modo de precisdo extra.

Tabela 11 — Resultado da validagdo dos protocolos de ancoramento molecular no sitio
2 da enzima POPTc80 utilizando a funcdo de pontuacdo Glide Energy.

Top 1% Top 5% Top 10%

Conformacao AUC
EF BEDROC EF BEDROC EF BEDROC

Modulo HTVS
09 0,69 222 041 741 0,32 444 0,36
15 0,77 185 042 8,89 0,36 519 042
20 0,81 23,1 053 10,0 0,47 577 052
Modulo SP
09 0,87 27,2 053 9,63 0,47 55 0,51

15 0,90 259 050 8,15 0,42 6,15 0,49
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20 0,88 23,1 048 10,0 0,45 538 0,50
Modulo XP

09 0,85 259 049 8,89 0,44 556 0,49

15 0,88 185 0,39 741 0,35 519 0,43

20 0,86 269 056 8,46 0,46 500 0,49

AUC: érea sob a curva ROC; EF: fator de enriquecimento; BEDROC: discriminagéo aprimorada de Boltzmann da
curva ROC; Top x% hits: métricas calculadas para os primeiros x% compostos da lista ordenada pelo score
Reference Tversky Combo. HTVS: modo de triagem virtual de alto rendimento; SP: modo de precisdo padrdo: XP:

modo de precisdo extra. Os melhores protocolos gerados estdo destacados em negrito.

5.4. Modelos Shape-Based

Modelos de forma e molecular foram construidos para distinguir compostos
potencialmente ativos para a POPTc80 utilizando como arquivos de entrada a poses

de ancoramento de 6 inibidores conhecidos (queries, conferir Tabela 6) no sitio 1 da
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conformacédo 20 de POPTc80. Os diagramas de interacdo 2D e modelos de forma e
volume molecular gerados estdo destacados na Figuras 21 e 22.
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Figura 21 — Diagrama 3D das queries 1, 2 e 3 dos modelos Shape-based, sendo as
cores: doador (azul tracejado), aceitador (vermelho tracejado) e anel (verde).
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A maior parte das queries faz ligacdo de hidrogénio com os aminoacidos
Arg633 e Trp569, assim como interacBes de van der Waals com os residuos de
aminoacidos: Ser548 (bolso S17); Phe70, Asn549, Val574, Trp589, Tyr593, Val634
(bolso S1); Arg633 (bolso S2); e Phel73, Asn235, Cys255, 11585, Ala588 (bolso S3).
Este padréo de interagdo intermolecular foi considerado como base estrutural para
definicdo das cores (caracteristicas farmacoféricas) utilizadas nos modelos de forma e
volume molecular.

Conforme observado na Tabela 12, todos os modelos de forma e volume
molecular desenvolvidos apresentaram valores de AUC entre 0,78 — 0,92. O modelo
gerado com a query 4 apresento o melhor desempenho estatistico superior, com valores
de EF de 48,1, 13,3, e 7,04; e valores de BEDROC de 0,80, 0,71, e 0,72 nos top 1%,
5% e 10% da lista de classificacdo, respectivamente. Este modelo foi gerado com as
seguintes cores: doador (azul tracejado), aceitador (vermelho tracejado) e anel (verde).
A cor “doador” representa regides onde ha a presenca de receptores de hidrogénio,
como grupamentos amina. A cor “aceitador” representa regioes onde hé a presenca de
aceptores de hidrogénio, como atomos de oxigénio. A cor “anel” representa a presenca

de anéis de 5 ou 6 membros.
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Figura 22 — Diagrama 3D das queries 4, 5 e 6 dos modelos Shape-based, sendo as

cores: aceitador (vermelho tracejado) e anel (verde).
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Tabela 12 - Desempenho estatistico dos modelos de Shape-Based desenvolvidos neste

trabalho.

Top 1% Top 5% Top 10%

Modelos AUC
EF BEDROC EF BEDROC EF BEDROC

Query 1 0,91 250 044 126 0,51 8,15 0,61
Query 2 0,78 222 041 6,67 0,31 4,07 0,36
Query 3 0,92 333 042 118 0,53 7,01 0,62
Query 4 0,92 48,1 082 133 0,71 7,04 0,72
Query 5 0,91 398 0,71 13,3 0,68 8,15 0,72
Query 6 0,90 250 0,37 11,8 0,51 7,78 0,61

AUC: érea sob a curva ROC; EF: fator de enriquecimento; BEDROC: discriminacéo aprimorada de Boltzmann da
curva ROC; Top x% hits: métricas calculadas para os primeiros x% compostos da lista ordenada pelo score
Reference Tversky Combo. O melhor modelo shape-based est destacado em negrito.

5.5. Triagem Virtual

Primeiramente, todos os compostos (1.360.966) disponibilizados pela
ChemBridge foram preparados da mesma forma que os compostos da validagéo. Os
compostos, j& preparados, passaram pelo filtro do melhor modelo Shape-Based
(modelo 4), afim de encontrar novos inibidores da POPTc80 de T. cruzi. Em seguida,
foi feito um ancoramento molecular com as Top 1% moléculas (13.608) que passaram
pelo primeiro filtro. O primeiro ancoramento molecular foi feito no Glide utilizando o
modo HTVS, e foi selecionado as melhores 50% das moléculas (6.707) com o0s
melhores resultados do Glide. Logo em seguida, essas moléculas passaram por um
novo ancoramento molecular, agora na funcao SP, e foi retido as melhores 10% das
moléculas (672). Depois da funcdo SP, as moléculas passaram pela funcdo XP, que
apos os calculos, foi retido também as melhores moléculas no Top 10%, restando 67
moléculas. Por fim, as moléculas passaram por um filtro de agregadores e também um
filtro de PAINS, restando 64 moléculas.
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Para a selecdo destas moléculas, foi feita uma inspecdo visual, levando em
consideracdo o seu modo de ligacdo, Glide Emodel, RefTverskyCombo, solubilidade e
entre outros. Ao final da triagem virtual (Figura 23), os 15 hits virtuais foram

adquiridos e submetidos a avaliagdo experimental.

CHEM BRIDGE

1.3 million compounds

té_hgpe-bagéa{
7 model

13.608 compounds - >
e e— e § H /
~ LA/

Docking

67 compounds e

MedChem
_jnspection’_

15 virtual hits

Figura 23 — Etapas de filtragem exploradas na VS de novos inibidores de POPTc80
utilizando a base de dados ChemBridge.

As estruturas quimicas dos 15 hits virtuais selecionados, assim como escores e
propriedades fisico-quimicas associadas estdo representadas na Tabela 13. Esses

compostos seguiram para a etapa de validacdo experimental.

Tabela 13 - Hits virtuais selecionados a partir da VS.

RefTversky Glide Peso
ID Estrutura LogP LogS
Combo Emodel Molecular
Qo f /
7898173 AT 2N 1,514 -96,112 555 359 -6,62
5634226 (\ 1,407 -88,947 585 3,77 -6,68

(continua)
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Tabela 13 - Hits virtuais selecionados a partir da VS.

RefTversky Glide Peso
ID Estrutura LogP LogS
Combo Emodel Molecular
T‘f IYes
7991224 O 1,282 -88,307 465 4,02 -6,02
AL -
7961087 e 1,299 -87,911 542 445  -6,95
7886969 1,264 -86,428 460 398 -596
5133499 | 5 (o 1,411 -86,11 565 2,7 -6,01
L
7960320 =S 1,305 -84,819 517 361 547
.fi'j/‘l
.,
r,/l"'w
k‘//# N
7863291 i\ 1,282 -83,183 482 469 -6,72
.)7'\_\‘
5187171 1,306 -82,973 548 2,55  -6,49
25088813 1,299 -81,824 516 41 5
60449174 1,34 -80,133 473 1,47 -6,44
o
7761043 Y 1,288 -80,01 530 2,04 516
Q

(continua)
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Tabela 13 - Hits virtuais selecionados a partir da VS.

RefTversky Glide Peso
ID Estrutura LogP LogS
Combo Emodel Molecular
A L
= I
7620188 L\/-vﬂ.,] 1,384 -79,717 589 481 -5,76
@
A
PG
7784618 E 1,297 -79,591 537 427 -6,76
/7\
O
spel
7691100 ,iTJ\j« 1,333 -79,503 578 488 -6,69
(K
J

(concluséo)

Os hits virtuais demonstram interagdes moleculares semelhantes com o0s
inibidores co-cristalizados de outras POPs. O hit 7898173 (Figura 24) demonstrou
interacdo com as regides do sitio (S1, S2 e S3), sendo interacdo de van der Waals com
a Asn235, Phe252, Phe470, Asn471, 1le472 e Val574, interacdo de empilhamento de
anéis com os residuos Trp589 e Phe470, ligacdo de hidrogénio com a Arg290, outra

ligacdo de hidrogénio com a Cys255, e ligacdo idbnica com a Arg633.
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Figura 24 — Interacdes moleculares do hit 7898173. Na esquerda (a), o diagrama de
interacd0 mostra as interagdes intermoleculares. Na direita (b), as interacbes de
hidrogénio estdo em azul, ligagéo ionica em tracejado amarelo e interagdes do tipo 7-
n stacking (empilhamento de anéis) tracejado em amarelo. A estrutura 2D teve seu

sitio foi mapeado conforme a descri¢do ja mencionada acima.

O hit 5634226 (Figura 25) mostra interacfes nas regies S1, S2 e S3 do sitio,
sendo interacdes eletrostatica com os residuos Phel73, Thrl75, Asn235, Phe252,
1le472, 11e585 e Ala588. Interacdo pi-cation com a Arg633, empilhamento de anéis
com o Phe470 e Phe252, e ligacbes de hidrogénio com os residuos Arg290, Trp589 e
Asn235.
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Figura 25 - Interagcdes moleculares do hit 5634226. Na esquerda (a), o diagrama de
interacdo0 mostra as interagdes intermoleculares. Na direita (b), as interagbes de
hidrogénio estdo em azul, ligacéo i6nica em tracejado amarelo e interagdes do tipo n-
n stacking (empilhamento de anéis) tracejado em amarelo. A estrutura 2D teve seu
sitio foi mapeado conforme a descri¢do ja mencionada acima.

O hit 7991224 (Figura 26) também interage com as principais regides do sitio
ativo. Suas interacdes sdo interacfes van der Waals com os residuos Pro257, Asn471,
11e585, Ala588, Trp589, Arg633 e Val634. Ligacdes de hidrogénio realizadas pelos
residuos Cys255, Tyrd67, Arg633, Trp589 e Asn471. Interagcdes de empilhamento de
anéis pelos residuos Trp589 e Phe470.

Arg633 Asn471

Figura 26 - Interagcbes moleculares do hit 7991224. Na esquerda (a), o diagrama de
interacdo0 mostra as interagdes intermoleculares. Na direita (b), as interacOes de

hidrogénio estdo em azul, ligagéo ionica em tracejado amarelo e interagdes do tipo 7-



80

n stacking (empilhamento de anéis) tracejado em amarelo. A estrutura 2D teve seu

sitio foi mapeado conforme a descricéo j& mencionada acima.

Ja o hit 7961087 (Figura 27) mostrou interacdes hidrofobicas com os residuos
Phe252, Trp589, Arg633. As ligacdes de hidrogénio ocorreram com o0s residuos
Asn235, Arg290 e Trp589. Interagdes do tipo empilhamento de anéis foram
encontradas com os residuos Phe252, Phe470 e Trp589. Esse ligante também faz

interacdo do tipo m-cation com os residuos Arg290 Arg633.

SR e ASN b)
a ) 43 8 )
& VAL

Phe470

Arg290

Asn235

Arg633

Figura 27 - Interagcdes moleculares do hit 7961087. Na esquerda (a), o diagrama de
interacdo mostra as interagdes intermoleculares. Na direita (b), as interacGes de
hidrogénio estdo em azul, ligacéo i6nica em tracejado amarelo e interagdes do tipo n-
7 stacking (empilhamento de anéis) em verde tracejado, interagdes do tipo m-cation em
laranja tracejado. A estrutura 2D teve seu sitio foi mapeado conforme a descricdo ja

mencionada acima.

O hit 7886969 (Figura 28) realiza de interacdo de van der Waals com os residuos
Val334, Leu350, Phe470, 1le472, Val574, Trp589, Arg633 e Val634. O composto
também ligagBes de hidrogénio com os residuos Phe470 e Asn471. Os empilhamentos
de anéis foram apontados nos residuos Phe470 e Trp589. Além disso, uma interagéo
do tipo m-cétion foi encontrada com o residuo Lys312. E por fim, liga¢bes i6nicas

também foram encontradas com os residuos Arg290 e Arg633.
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Figura 28 - Interagcdes moleculares do hit 7886969. Na esquerda (a), o diagrama de
interacdo0 mostra as interagdes intermoleculares. Na direita (b), as interagbes de
hidrogénio estdo em azul, ligacéo i6nica em tracejado amarelo e interagdes do tipo n-
7 stacking (empilhamento de anéis) em verde tracejado, interagdes do tipo m-cation em
laranja tracejado. A estrutura 2D teve seu sitio foi mapeado conforme a descri¢éo ja

mencionada acima.

Os hits virtuais serdo avaliados experimentalmente em testes enzimaticos in
vitro contra T. cruzi, realizado em colaboracdo com a Dra. Izabela M. B. D. Charneau

(Departamento de Biologia Celular — UNB).
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DISCUSSAO

Devido ao perfil toxicolégico do benznidazol e a sua baixa eficacia no
tratamento da doenca de Chagas, € necessario a descoberta de novos alvos moleculares
e novos farmacos com novos mecanismos de acdo. A prolil oligopeptidase 80 é um
alvo promissor para a descoberta e desenvolvimento de novos candidatos a fa&rmacos
tripanostaticos, por estar envolvida na degradacédo especifica de colagenos humanos
purificados de tipo | e IV e a hidrolise nativa de colageno tipo I, e com a inibicdo dessa
enzima, é possivel prejudicar a entrada do parasito nas células hospedeiras (BASTOS
et al., 2005; GRELLIER et al., 2001). Esses achados reforcaram a importancia da
POPTc80 como um alvo bioguimico promissor para o planejamento de novos
farmacos tripanostaticos. Sendo assim, os estudos desta dissertacdo focaram na
identificacdo de inibidores de prolil oligopeptidase 80 de T. cruzi, ainda ausentes no
mercado.

Nesta dissertagdo, diversas ferramentas do CADD foram amplamente
utilizadas, com o intuito de reduzir tempo e custo no processo de descoberta de novos
candidatos a farmacos anti chagasico. A inddstria farmacéutica e a academia tém
utilizado as abordagens do CADD para reduzir inicialmente o niUmero de compostos
em ensaios experimentais (LEELANANDA,; LINDERT, 2016).

No estudo dessa dissertacdo, foi obtido trés estruturas 3D da prolil
oligopeptidase 80 de Trypanosoma cruzi. Essas estruturas foram comparadas e a
estrutura do AlphaFold demonstrou resultados mais promissores. O AlphaFold ja
demonstrou sua utilidade para a comunidade experimental (LEIPART et al., 2022),
tanto para substituicdo molecular quanto para interpretacdo de microscopia eletronica
criogénica. Além disso, o AlphaFold produz previsdes em minutos de unidade de
processamento grafico (GPU) a horas de GPU, dependendo do comprimento da
sequéncia da proteina (JUMPER et al., 2021).

Na analise da drogabilidade dessas estruturas, foi observado que existem dois
possiveis sitios de interacdo de ligantes, que foram chamados de sitio 1 e sitio 2. O
sitio 3, encontrado na conformacéo 15, representa um possivel sitio alostérico onde
essa regido néo foi explorada nos estudos de docking devido a rigidez do dominio -

propeller na POPTc80. Diante disso, foi realizado um ancoramento molecular em
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ambas as regides com potencial. Nota-se que os resultados do ancoramento molecular
no sitio 2 foram mais promissores.

Ao analisar a drogabilidade da POPTc80, tanto o sitio 1 quanto o sitio 2
aparentam ser promissores, e 0s compostos demonstram uma maior afinidade pelo sitio
1. Entretanto, as informagdes de homologos depositados no PDB (Protein Data Bank)
sdo0 mais confiaveis que os resultados de um ancoramento molecular. Diante do
exposto, esse estudo foi redirecionado para a busca de novos inibidores desta proteina,
através da interacdo na regido do sitio do co-cristal (sitio 2) das estruturas homdlogas.
Além disso, a anélise do servidor ConSurf confirma que os aminoacidos da regido do
ligante co-cristalizado confirmam que esses residuos se mantém conservados baseados
em estruturas homélogas dessa proteina. A presenca de aminoacidos conservados €
uma das formas de encontrar residuos que estejam envolvidos com a interacdo de
ligantes (CAPRA; SINGH, 2007).

De acordo com Katsuno e colaboradores (2015), apoiados nas defini¢coes feitas
em conjunto por autoridades do GHIT (Global Health Innovative Technology Fund) e
do DNDiI, o critério para a selecéo de hits para doenca de Chagas se baseia na obtencédo
de compostos com poténcia micromolar in vitro (< 10 uM) contra T. cruzi intracelular
e seletividade maior que 10 (KATSUNO et al., 2015). Considerando esse critério,
nesse trabalho, 24 compostos ativos e 7 inativos foram encontrados na literatura.

Os métodos baseados na forma e volume moleculares ndo se limitam somente
na sobreposicao de grupos especificos (doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio,
hidrofébicos, etc.), mas também na inclusdo da sobreposicdo da forma e volume
moleculares (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007), e por esse diferencial em
relacdo a outros métodos, selecionamos essa abordagem LBDD para complementar o
trabalho. Os modelos shape-based construidos usando o programa ROCS tem se
mostrado eficientes no processo de VS. Manoharan e colaboradores desenvolveram
uma abordagem de triagem virtual baseada em fragmentos para identificacdo de
inibidores de BACEL (Beta-Secretase 1). Nesta VS foram usados modelos baseados
na forma identificando quatro hits (MANOHARAN; GHOSHAL, 2018). A
combinacéo dessas duas sobreposicdes (sobreposicdo de grupos e da forma e volume
moleculares) ja demonstrou ser eficiente na identificagdo de compostos ativos, com
resultados comparaveis a métodos SBDD (MCGAUGHEY et al., 2007). Esta
estratégia permitiu a selecdo de compostos com boa sobreposi¢cdo a inibidores ja

conhecidos da POPTc80, tanto em termos de forma (shape) quanto de caracteristicas
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moleculares especificas. Em nosso trabalho, a partir da disponibilidade de dados de
inibicdo para a POPTc80, modelos shape-based foram gerados e validados com
sucesso para serem usados durante o processo de VS.

Na etapa de ancoramento molecular, a validacdo dos modelos avaliou 0s
resultados das funcdes de pontuacgdo: Docking score, Glide Emodel e Glide Energy.
Docking score é uma funcdo de pontuacdo empirica que aproxima a energia livre de
ligacdo do ligante. Ele tem muitos termos, incluindo contribuicdes de campo de forca
(eletrostatico, van der Waals) e termos recompensando ou penalizando interacGes
conhecidas por influenciar a ligagdo do ligante. Ele foi otimizado para precisdo de
encaixe, enriquecimento de banco de dados e previséo de afinidade de associacéo. O
GlideScore deve ser usado para classificar poses de diferentes ligantes, por exemplo,
em triagem virtual. Como simula uma energia livre de ligacéo, valores mais negativos
representam ligantes mais apertados (FRIESNER et al., 2004, 2006).

Glide Emodel tem uma ponderacdo mais significativa dos componentes do
campo de forca (energias eletrostaticas e van der Waals), o que o torna adequado para
comparar conférmeros, mas muito menos para comparar espécies quimicamente
distintas. Portanto, o Glide usa o Emodel para escolher a "melhor" pose de um ligante
(selecéo de pose) e, em seguida, classifica essas melhores poses umas contra as outras
com o GlideScore (FRIESNER et al., 2004, 2006).

O Glide classifica seus resultados por Docking score. Isso significa que, se 0
usuario salvar véarias poses por ligante, a classificacdo aparente das poses para um
determinado ligante (pelo Docking score) ndo refletird a classificacdo real do Glide
usada para a selecdo da pose. E sensato observar o valor das propriedades Emodel para
determinar a "melhor" pose para um ligante. Desta forma, foram selecionados
compostos melhor classificados pelo Glide Emodel com potencial de apresentarem boa
afinidade ao sitio 2 da prolil oligopeptidase 80 de Trypanosoma cruzi. Apesar do
potencial oferecido por este método, esfor¢os crescentes tém sido direcionados para a
melhoria dos algoritmos de docking e superacdo de suas limita¢fes intrinsecas. Na
verdade, grandes limitagdes do docking inclui a acuracia das fungdes de pontuacéo e a
restricdo da amostragem de conformacdes de macromoléculas e ligantes na predi¢ao
de pose (BENTHAM SCIENCE PUBLISHER, 2006; ELOKELY; DOERKSEN,
2013; PANTSAR; POSO, 2018). Essas fraquezas inerentes séo exacerbadas pela falta
de experiéncia do usuario ao realizar etapas importantes, como a preparacdo de

ligantes e proteinas, analise de enriquecimento, reclassificacao de poses e outros. Essa
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sequéncia de erros impacta negativamente as taxas de acerto nas triagens virtuais,
levando a selegdo aleatdria e aquisicdo de compostos para validagdo experimental
(NEVES et al., 2021).

A triagem virtual foi realizada utilizando tanto estratégias SBDD (structure-
based drug design), como o ancoramento molecular, e também estratégias LBDD
(ligand-based drug design). Na primeira etapa da triagem, 0s compostos da
ChemBridge passaram pelo modelo Shape-based, que ao final desta etapa, foram
selecionados apenas 1% do topo da lista, baseado nos melhores resultados do
RefTverskyCombo. Logo ap6s, 0os compostos selecionados passaram pelo modelo de
ancoramento molecular, restando 67 moléculas. E por fim, esses compostos passaram
por um filtro de agregadores e também de PAINS (pan-assay interference
compounds), além de uma inspecao visual e andlise de caracteristicas fisico-quimicas,
restando 15 hits virtuais ao final da triagem virtual.

O modo de interagdo desses hits se assemelha aos compostos inibidores da POP
humana (PDB: 3DDU), sendo que o sitio ativo pode ser dividido em S1°, S1, S2 e S3.
O sitio S1’ se caracteriza pelas interagdes com a Ser548, que faz parte da triade
catalitica da POPTc80. A regido S1 é caracterizada por interacfes com o Trp589 e
outros amino&cidos da regido, formando uma regido hidrofébica para o facil ajuste do
substrato prolina ou dos anéis aromaticos inibidores. A regido S2 é caracterizada por
interacdes com o residuo Arg633, sendo normalmente uma interacdo de hidrogénio.
Por fim, a regido S3 é formado por varios aminoacidos ndo polares, como a Cys255,
criando uma grande cavidade hidrofébica (KUMAR et al., 2017).

Os hits virtuais dessa pesquisa interagem de maneira diferente dos hits
encontrados por Almeida e colaboradores (2016). Apesar dos ligantes apresentarem
uma estrutura quimica semelhante aos hits desse trabalho, os aminoacidos envolvidos
nas interagdes quimicas sdo encontrados no sitio 1 descrito anteriormente nesse estudo.
Entretanto, mesmo esses ligantes apresentarem atividade in vitro, os testes enzimaticos
sdo incapazes de confirmar com quais residuos esses compostos interagem. Em
contrapartida, os inibidores co-cristalizados de estruturas homoélogas a POPTc80
confirmam que os ligantes interagem no sitio 2. Diante do exposto, é possivel assumir
que o sitio 2 tem maior relevancia e também melhores resultados estatisticos na
validagéo do docking molecular.

Estes modelos validados também podem ser uma op¢éo para a descoberta de
possiveis inibidores de outras POPs, tais como, POP de T. brucei (POPTb) e POP de
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Leishmania infantum (POPLI). Estes organismos possuem elevada semelhanga de
genes e podem ser alvos para busca de novos compostos inibidores de POP utilizando
esses modelos validados de docking e shape-based. Uma outra possivel aplicacdo para
0 modelo shape-based é a POP humana (PBD: EDDU), que € uma protease bastante
relevante conforme j& mencionado neste trabalho. Esse modelo shape-based
especifico para POP é uma inovagdo, possibilitando a reducdo do tempo de pesquisa e

desenvolvimento de novos modelos.
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CONCLUSOES

No presente trabalho, um protocolo computacional foi desenvolvido para a
triagem virtual de novos inibidores da POPTc80. Este protocolo, baseado em docking
molecular e modelos shape-based apresentou elevada taxa de enriquecimento nos
estudos de validacdo estatistica, demonstrando desta forma sua capacidade de (i)
identificar corretamente o sitio mais provavel para ligacdo de inibidores de POPTc80;
(ii) predizer a conformacao potencialmente bioativa dos aminoacidos dos sitio ativo;
e (iii) aumentar as taxas de recuperacdo de compostos inativos em triagens virtuais.
Através desta abordagem, um conjunto de hits putativos foi priorizado e adquirido para
avaliacdo experimental in vitro na POPTc80 e ensaios fenotipicos com T. cruzi. Uma
vez apresentando atividade, estes poderdo servir como bases moleculares para o
planejamento inibidores de entrada celular para profilaxia e tratamento da doenca de
Chagas.
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