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Resumo

O SARS-CoV-2 ¢ o virus responsavel pela doenga respiratoria denominada COVID-19, que
desencadeou uma grave crise de saude publica global. Desde 2020 a comunidade cientifica tem
empreendido um esfor¢o significativo no desenvolvimento de agentes profilaticos e
terapéuticos seguros e eficazes contra esta doenca. Neste contexto, os peptideos surgiram como
alternativa para a inibi¢ao do agente causador. No entanto, projetar peptideos que se liguem
eficientemente ainda ¢ um desafio em aberto. Neste trabalho, apresenta-se um algoritmo para
engenharia de peptideos. Nossa estratégia consiste em partir de um peptideo cuja estrutura ¢
semelhante a regido de interagdo da proteina ACE2 humana com a proteina Spike, interagao
fundamental para a infec¢do por SARS-CoV-2. Nossa metodologia ¢ baseada em um algoritmo
genético que realiza etapas sistematicas de mutacdo aleatéria, docking proteina-peptideo
(usando a biblioteca PyRosetta) e selegao dos peptideos mais otimizados com base nos contatos
feitos entre a interface peptideo-proteina. Realizam-se trés estudos de caso para avaliar os
parametros do algoritmo POTTER e os resultados foram comparados com propostas
apresentadas na literatura, indicando que os peptideos gerados pelo POTTER, como o peptideo
HO do Estudo de Caso 1, apresentaram uma energia livre de Gibbs (AG) mais favoréavel (-13.6
kcal/mol) em comparacao com o peptideo inicial (-9.8 kcal/mol).. Além disso, realizaram-se
simulagdes de dindmica molecular (MD) (trés sistemas, 200ns cada) para investigar se nossos
peptideos sugeridos poderiam interagir de forma estdvel com a proteina Spike. Nossos
resultados sugerem que nossa metodologia pode ser uma estratégia promissora para a

engenharia de peptideos.

Palavras-chave: COVID-19; SARS-CoV-2; peptideos; docking; interagdes proteina-peptideo;

POTTER; simulagdes de dindmica molecular.



Abstract

SARS-CoV-2 is the virus responsible for the respiratory disease known as COVID-19, which
has triggered a serious global public health crisis. Since 2020, the scientific community has
undertaken a significant effort in developing safe and effective prophylactic and therapeutic
agents against this disease. In this context, peptides have emerged as an alternative for
inhibiting the causative agent. However, designing peptides that bind efficiently remains an
open challenge. This work presents an algorithm for peptide engineering. Our strategy consists
of starting with a peptide whose structure is similar to the interaction region of the human
ACE?2 protein with the Spike protein, a fundamental interaction for SARS-CoV-2 infection. Our
methodology is based on a genetic algorithm that performs systematic steps of random
mutation, protein-peptide docking (using the PyRosetta library), and selection of the most
optimized peptides based on the contacts made between the peptide-protein interface. Three
case studies were conducted to evaluate the parameters of the POTTER algorithm, and the
results were compared with proposals presented in the literature, indicating that the peptides
generated by POTTER, such as the HO peptide from Case Study 1, presented a more favorable
Gibbs free energy (AG) (-13.6 kcal/mol) compared to the initial peptide (-9.8 kcal/mol).
Furthermore, molecular dynamics (MD) simulations (three systems, 200ns each) were
performed to investigate whether our suggested peptides could interact stably with the Spike
protein. Our results suggest that our methodology may be a promising strategy for peptide

engineering.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; peptides; docking, protein-peptide interactions;

POTTER; molecular dynamics simulations.
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1. Introducao

No inicio de 2020, um surto do virus SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratoria Aguda Grave do
Coronavirus 2), responsavel por uma doenga respiratoria chamada COVID-19, devastou a
satude publica global. Até o final de 2023, mais de 6,9 milhdes de mortes e 771 milhdes de casos
foram registrados em todo o mundo (OMS) [1]. A sua rapida propagagao internacional exigiu
o desenvolvimento de agentes profilaticos e terapéuticos seguros e eficazes contra a infec¢ao
do seu agente causador. O primeiro passo foi compreender o mecanismo da infecgao viral para
desenvolver estratégias de intervencao contra o novo coronavirus [2].

O SARS-CoV-2 ¢ um coronavirus pertencente a familia Coronaviridae. Seu genoma
compreende uma molécula de RNA de fita simples (+ssRNA) contendo aproximadamente 30
kb [3,4]. Os principais genes em seu genoma incluem aqueles que codificam proteinas
estruturais, como a proteina Spike (S), bem como proteinas de envelope (E), membrana (M) e
nucleocapsideo (N) [5,6]. Em destaque estd a proteina S, uma glicoproteina transmembranar
que contém a subunidade S1 e a subunidade S2 e que se liga a uma protease transmembrana
Serina Protease 2 (TMPRSS2), presente na membrana do hospedeiro [7,8]. Tal como acontece
com outras proteinas de fusao de membrana de classe I, a proteina Spike ¢é clivada pds-tradugao,
neste caso pela acdo da furina, nos componentes S1 e S2 que permanecem associados apds a
clivagem. A subunidade S1, que contém o dominio de ligacdo ao receptor (RBD), capaz de se
dobrar funcionalmente de forma independente, pode se ligar & enzima conversora de
angiotensina II (ACE2) [9,10]. A subunidade S2, composta pelos dominios de repeti¢ao do
peptideo de fusdo (FP), heptal 1 (HR1) e heptal 2 (HR2), dominio transmembranar (TM) e
dominio citoplasmatico (CP), ¢ responsavel por mediar a fusdo e a entrada viral [8,10].

A glicoproteina Spike do SARS-CoV-2 liga-se ao homodimero ACE2, o que facilita a
entrada do virus nas células hospedeiras, formando a interacdo SARS-CoV-2-RBD/ACE2
[11,12]. A ACE2 ¢ uma enzima metalocarboxipeptidase transmembrana tipo I de passagem
unica responsavel pela matura¢do do hormdnio peptidico angiotensina (Ang), que por sua vez
regula a vasoconstricdo e a pressao arterial. Esta presente nas células epiteliais alveolares tipo
II e também € expresso em varios tecidos extrapulmonares, incluindo coragdo, rim e intestino
[2]. Sua estrutura ¢ formada por dois dominios principais - o PD N-terminal ¢ o dominio
semelhante a coletrina (CLD) na extremidade C-terminal. Apos se ligar ao receptor da enzima
ACE2, a particula viral usa receptores e endossomos da célula hospedeira para entrar nas

células. A protease hospedeira, TMPRSS?2, facilita a entrada na célula através da proteina S.
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Uma vez dentro da célula, sdo sintetizadas poliproteinas virais que codificam o complexo
replicase-transcriptase. O virus, por sua vez, sintetiza RNA através de sua RNA polimerase
dependente de RNA. Proteinas estruturais sdo sintetizadas, levando a conclusao da montagem
e liberagdo das particulas virais [12,13]. Portanto, a glicoproteina Spike desempenha as fungdes
de ligacdo, fusdo e entrada viral e pode ser utilizada como alvo para desenvolvimento de
anticorpos, inibidores de entrada e vacinas.

Neste contexto, os peptideos surgiram como alternativa para inibicdo desse agente
causador. Peptideos sao moléculas compostas por residuos de aminoacidos em sequéncia de 2
a 50 mondmeros, ligados por ligagdes peptidicas [14,15]. Eles desempenham papéis cruciais
nos seres vivos, incluindo sinalizag¢do celular e modulagdo imunoldgica [16,17]. Na terapéutica,
os peptideos apresentam diversas caracteristicas promissoras em compara¢do com pequenas
moléculas e proteinas terapéuticas, incluindo alta compatibilidade estrutural com proteinas alvo
e a capacidade de romper interfaces proteina-proteina. Eles também sdo altamente seletivos e
eficazes, a0 mesmo tempo que permanecem relativamente seguros e bem tolerados. Por esses
motivos, eles t€ém sido utilizados em estudos de vacinas baseadas em peptideos com diversas
aplicagdes, como cancer, HIV e numeros menores para doengas virais infecciosas [10,17].
Portanto, poderiam ser uma alternativa para propor vacinas ou medicamentos para mitigar
pandemias globais, como a recente pandemia de COVID-19. No entanto, o planejamento

racional de peptideos que se liguem eficientemente ainda € um desafio em aberto.

1.1 Proposta

Neste estudo, ¢ apresentada uma abordagem para a engenharia de peptideos com potencial para
aplicacdes farmacoldgicas, partindo-se de um alvo previamente definido. A essa abordagem,
foi dado o nome POTTER (Peptide optimization tool for enhanced receptor-binding). O
objetivo principal deste trabalho ¢ detectar peptideos que possam interagir com a glicoproteina
Spike (S), impedindo-a de se ligar a enzima conversora de angiotensina humana 2 (ACE2).
Sabe-se que as interagdes mediadas por peptideos estdo ganhando cada vez mais atencdo devido
aos seus papéis predominantes nos diversos processos regulatorios que envolvem interagdes
dindmicas entre proteinas. As estruturas de tais interacdes fornecem um excelente ponto de
partida para sua caracterizacdo e manipulagdo e podem fornecer pistas para o projeto de

inibidores direcionados.
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2. Fundamentacao Tedrica

2.1 Proteinas, Peptideos e aminoacidos

As proteinas controlam praticamente todos os processos que ocorrem em uma célula, exibindo
uma quase infinita diversidade de func¢des [18]. As proteinas sio macromoléculas em que suas
unidades monoméricas sdo residuos de aminodcidos [18]. Elas sdo diferenciadas por sua
sequéncia de aminodacidos e por sua estrutura tridimensional, sendo essa ultima o determinante

das funcionalidades da célula.

As proteinas tém a capacidade de adotar quatro diferentes niveis estruturais distintos
(Figura 1). A estrutura primdria consiste em uma sequéncia linear de aminoédcidos. Em
contraste, a estrutura secundaria refere-se a organizagdo local da proteina e ¢
predominantemente composta por hélices a e folhas B. Na hélice a, a estrutura se torce,
assumindo a forma de um bastido condensado, onde ocorre a interacdo por meio de ligacdes de
hidrogénio entre o grupo CO de cada residuo e o grupo NH, localizado quatro residuos adiante
na sequéncia de aminodacidos. As folhas  s3o formadas por duas ou mais cadeias polipeptidicas,
chamadas de fitas B. Ao contrario das hélices a, as fitas [} apresentam estruturas praticamente
estendidas, onde a ligagdo entre duas ou mais fitas  ocorre por meio de ligagdes de hidrogénio
entre os grupos CO e NH de cada fita [18,19]. A estrutura tercidria ¢ definida como o arranjo
tridimensional da proteina. Por fim, a estrutura quaternaria ¢ formada pela unido de duas ou

mais estruturas terciarias.

J

PRIMARIA SECUNDARIA TERCIARIA QUATERNARIA

Figura 1. Niveis estruturais de representacdo de estruturas de proteinas: estruturas primaria, secundaria,
tercidria e quaternaria de proteinas. Fonte: Diego Mariano | Wikimedia Commons (CC-BY 4.0)

As cadeias polipeptidicas sdo aminoacidos organizados de forma sequencial e linear
(Figura 2). Cada residuo de aminoécido ¢ unido ao proximo por um tipo especifico de ligacao

covalente. O termo residuo refere-se a perda de uma molécula de 4gua quando o grupo a-amino
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de um aminoécido atua como nucledfilo para deslocar o grupo hidroxila de outro aminoacido,

formando assim a ligagdo peptidica [18].

A

Figura 2 A. Estrutura comum a todos os a-aminoacidos, exceto um (a prolina aminoacido ciclico). O
grupo R ou cadeia lateral ligado ao carbono a ¢ diferente em cada aminoacido. B. Ligagdes peptidicas entre dois
aminoacidos. Apos a ligagdo peptidica, uma molécula de agua ¢ liberada. Cada circulo representa um atomo (H:
hidrogénio; C: carbono; O: oxigénio; N; nitrogénio). O quadrado com R indica a cadeia lateral e pode variar em
um dos 20 tipos de aminoacidos Formagdo de uma ligacdo peptidica (pontilhado vermelho) por condensagdo. A
ligacdo encontra-se entre o grupo amino (sombreado em amarelo) € o grupo carboxila (sombreado em azul), e
libera 4gua (H>O) durante seu processo de formacao.

Todos os 20 aminoacidos comuns sdo a-aminoacidos que possuem uma estrutura basica
comum, denominada cadeia principal [19]. Ao mesmo carbono a estd ligado um grupo
carboxila, um grupo amino e uma cadeia lateral. O que possibilita as caracteristicas e

propriedades quimicas especificas de cada aminoacido e a sua classificagdo de acordo com suas
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propriedades fisico-quimicas, tais como, cargas, hidrofobicidade, polaridade, etc. [19]. Na

Tabela 1 sdo apresentados os aminoacidos mais comuns aos seres vivos.

Tabela 1. Aminoacidos mais comumente encontrados nos seres vivos e suas abreviagdes com 3 e 1 letra.
TUPACI20].

Aminoacidos Simbolo de 3 letras Abreviacao
Alanina ALA A
Arginina ARG R

Asparagina ASN N
Aspartato (Acido aspartico) ASP D
Cisteina CYS C
Fenilalanina PHE F
Glicina GLY G
Glutamato (Acido glutdmico) GLU E
Glutamina GLN Q
Histidina HIS H
Isoleucina ILE I

Lisina LYS K

Leucina LEU L
Metionina MET M

Prolina PRO P

Serina SER S

Treonina THR T

Valina VAL A"
Triptofano TRP W
Tirosina TYR Y

Peptideos e proteinas possuem um grande potencial como agentes terapéuticos devido
a sua marcante especificidade, alta eficacia, capacidade direcionada e menor toxicidade em
comparagdo com os medicamentos quimicos convencionais. Os peptideos sdo estruturas
polipeptidicas de 2-50 aminoacidos [19]. Nos ultimos anos, o mercado de medicamentos
peptidicos e proteicos obteve um crescimento exponencial, com uma taxa anual de expansao de

20%, superando significativamente a taxa de crescimento anual do mercado farmacéutico em
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geral, estimada em 9%. Estima-se que o mercado alcance a marca de US$ 388 bilhoes até 2024

[21].

2.2 Interacoes intermoleculares

A complementaridade geométrica e quimica ¢ responsavel pela especificidade no
reconhecimento molecular, enquanto as interagdes entre residuos distintos sdo frequentemente
mediadas por pares especificos de atomos [22]. Diferentes tipos de interagdes ndo covalentes
estabilizam as estruturas proteicas e as interacdes entre moléculas, cujas energias de contato
podem ser vistas na Tabela 3. As ligagdes de hidrogénio exemplificam a ligagdo entre atomos
doadores e receptores de hidrogénio. Por contraste, as interagdes hidrofobicas sdo especificas
para atomos classificados como hidrofobicos, onde moléculas apolares se agrupam para
minimizar o contato com a d4gua (REF FASSIO, 2015). Em residuos de aminoacidos, esse efeito
¢ especialmente observado em grupos de 4&tomos de carbono. Diz-se que um contato hidrofébico
¢ observado quando um par de atomos de diferentes residuos, que sejam classificados como
hidrofébicos, estio a uma distincia de até 4 A [23]. O efeito hidrofobico é especialmente
encontrado em um outro tipo de interacao existente entre aminoacidos com anéis aromaticos.
As interagdes aromaticas, também conhecidas como pi-stacking ou empilhamento 7—=, se
restringem aos atomos caracterizados como aromaticos, com anéis aromaticos que apresentam
ligacdo dupla e ressonancia [24]. Existem trés arranjos principais para essa interagdo: em
formato de sanduiche, em formato de T e paralelamente deslocado (Figura 4). Por fim, as
interacdes i0nicas ocorrem entre 4tomos com cargas positivas e negativas, enquanto as
interacoes repulsivas se limitam a &tomos com cargas semelhantes, em uma distancia especifica.
A Erro! Fonte de referéncia nao encontrada. apresenta a classificagdo de cada atomo ¢

onforme o tipo de contato que podem realizar.
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Tabela 2. Classificacdo de cada atomo de cada tipo de aminoacido de acordo com o tipo de contato que

podem realizar. Fonte: [24].

Tipo de atomo

Atomos classificados em um certo tipo

Aceptores

ALA (0), ARG (0), ASN (O, OD1), ASP (O, OD1, OD2), CYS(O), GLN (O,
OE1), GLU (O, OE, OE2), GLY (O), HIS (O), ILE(0), LEU (0), LYS (O), MET
(0), PHE (O), PRO (O), SER (O), THR (0), TRP (0), TYR (O), VAL (O)

Aromaticos

HIS (CD2, CEl, CG, NDI1, NE2), PHE (CD1, CD2, CEl, CE2, CG, CZ), TRP
(CD1, CD2, CE2, CE3, CG, CH2, CZ2, CZ3,NEl), TYR (CD1, CD2, CE1, CE2,
CG, CZ)

Doadores

ALA (N), ARG (N, NE, NHI, NH2), ASN (N, ND2, OD1), ASP(N), CYS (N),
GLN (N), GLU (N), GLY (N), HIS (N, ND1, NE2), ILE (N), LEU (N), LYS (N,
NZ), MET (N), PHE (N), PRO (N), SER (N, OG), THR (N, OG1), TRP (N, NE1),
TYR (N, OH), VAL(N)

Hidrofobicos

ALA (CB), ARG (CB, CD, CG, CZ), ASN (CB, CG), ASP (CB,CG), CYS (CB),
GLN (CB, CD, CG), GLU (CB, CD, CG), HIS(CB, CD2, CE1, CG), ILE (CB,
CDI1,CG1, CG2), LEU (CB, CD1,CD2, CG), LYS (CB, CD, CE, CG), MET (CB,
CE, CG, SD), PHE(CB, CD1, CD2, CEl, CE2, CG, CZ), PRO (CB, CD, CG),
SER(CB), THR (CB, CG2), TRP (CB, CDI, CD2, CE2, CE3, CG,CH2, CZ2,
CZ3), TYR (CB, CD1, CD2, CE1, CE2, CG, CZ), VAL(CB, CG1, CG2)

Negativos

ASP (OD1, OD2), GLU (OE1, OE2)

Positivos

ARG (NHI1, NH2), HIS (ND1, NE2) e LYS (NZ)

A funcdo de uma proteina ¢ majoritariamente definida por sua conformagado [18]. As

ligagdes covalentes sdo estabelecidas através do compartilhamento de elétrons entre pares de

atomos [19]. As interagdes que ocorrem entre os &tomos na cadeia principal de um aminoécido

sdo classificadas como ligagdes covalentes, as quais possuem uma estabilidade intrinseca. No

entanto, as interagcdes que conferem a estrutura tridimensional da proteina sdo geralmente de

natureza mais fraca. Enquanto uma intera¢ao covalente pode ter uma energia de ligagdo em

torno de 1000 KJ/mol, uma ligacdo ndo covalente tende a ser cerca de 40 KJ/mol [18]. As

interagdes ndo covalentes sdo principalmente determinadas pelos 4tomos presentes nas cadeias
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laterais dos aminoécidos. O contato entre os residuos na estrutura proteica também ¢ conhecido

como interacao [25].

As interagdes de van der Waals, por exemplo, derivam da distribuicao assimétrica da
carga eletronica em um atomo. Os elétrons se localizam em seus orbitais moleculares do nucleo
criam dipolos momentaneos, induzindo cargas opostas em outros atomos e resultando em

atracdo até uma distancia minima determinada pelos raios de van der Waals de cada atomo [25].

As interagdes do tipo ligacdes de hidrogénio constituem um tipo crucial de interagdo,
ocorrendo tanto intra quanto intermolecularmente entre um atomo doador de ligagdo de
hidrogénio e um 4atomo aceptor. Tipicamente, essas ligagdes envolvem atomos altamente
eletronegativos, como oxigénio e nitrogénio, sendo estes frequentemente presentes em residuos
de aminoacidos (Figura 3). Nesse arranjo, um atomo de hidrogénio ligado a um atomo
eletronegativo (conhecido como doador) ¢ atraido por outro 4&tomo ainda mais eletronegativo
(denominado aceptor). Estudos na literatura tém consistentemente destacado que a distancia
euclidiana e angulos entre atomos sdo métricas eficazes para identificar a presenca de ligagdes
de hidrogénio [26]. Em geral, considera-se que uma ligacdo de hidrogénio ocorre quando os

4tomos aceptor e doador estdo separados por uma distancia de até 3,9 A [24].

Figura 3. Interagdo do tipo Liga¢do de hidrogénio entre uma serina e uma valina. Fonte:[27] (PAIXAO

etal., 2023)

O fendmeno do efeito hidrofobico ocorre quando moléculas apolares sdo inseridas em
meio aquoso, resultando na formacao de um “bolsdao” ao redor do soluto, a fim de minimizar o

contato com as moléculas de agua [24]. Nos residuos de aminoacidos, esse efeito ¢
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particularmente perceptivel nos grupos de atomos de carbono. Define-se um contato
hidrofébico quando um par de atomos de diferentes residuos, ambos classificados como

hidrofdbicos, estdo a uma distancia de até 4 A [28].

Além disso, o efeito hidrofobico ¢ proeminente em outro tipo de interagdo observada
entre aminodcidos com anéis aromaticos, denominada empilhamento aromatico ou
empilhamento n—m [24]. Nesse contexto, as nuvens eletroestaticas dos anéis se alinham,
formando uma ligagao estavel e ndo covalente, favorecida especialmente pelas partes apolares
das moléculas. Existem trés principais arranjos em que essa interagdo pode ocorrer: (i) em
formato de sanduiche, quando um anel se sobrepde ao outro, (i) em formato de T, quando uma
molécula esta em um angulo de 90° em relagdo a outra, e (iii) paralelamente deslocado, quando

as estruturas dos anéis se sobrepdem com uma leve inclinacdo (Figura 4).

Figura 4.Interagdes aromaticas também conhecidos como pi-stacking ou empilhamento 7.
Empilhamento em sanduiche (esquerda), forma de T (centro) e paralelamente deslocado (direita). Fonte: adaptado
de Wikimedia Commons / Emily ricq (CC BY-3.0). Disponivel em
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Benzene

No contexto de estruturas polipeptidicas, essas ligacdes sdo estabelecidas pelos
aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano [24]. O critério de distancia também pode ser
aplicado para detectar esse tipo de interacao, com uma distancia maxima entre 4tomos nos anéis

de 4 A ou 4,5 A (Figura 5).
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" PDB ID: 4MDP

Figura 5. Interagdes aromadtica entre aminoacidos tirosina com anéis aromaticos, formato sanduiche.
Fonte: Diego Mariano | Wikimedia Commons (CC-BY 4.0). Disponivel:
<https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0>, via Wikimedia Commons

Aminoéacidos polares carregados t€ém a capacidade de estabelecer interagdes atrativas
(do tipo idnicas) quando os pares de aminodcidos possuem cargas opostas, ou repulsivas,
quando as cargas sdo idénticas [24]. Trés aminoacidos podem adquirir carga positiva (cation):
lisina, arginina e histidina, enquanto aspartato e glutamato podem se tornar negativamente
carregados (anions). O critério de distancia, com uma separacio de até 6 A entre os 4tomos
carregados, ¢ utilizado para identificar essas intera¢des. Pares de aminoacidos com cargas
opostas podem simultaneamente formar interagdes idnicas e ligagdes de hidrogénio, resultando

em uma intera¢do mais robusta, conhecida como pontes salinas ou ligagdes salinas.

Outro tipo especial de interagdao ¢ a ligagdo dissulfeto, também chamada de ponte
dissulfeto, que ocorre entre cadeias polipeptidicas. Essa ligacdo ¢ formada por uma ligacao
covalente entre dtomos de enxofre presentes nas cadeias laterais de cisteinas. A energia
associada as ligacoes dissulfeto € significativamente maior do que outros tipos de interagoes,
devido a sua natureza covalente (envolvendo o compartilhamento de elétrons), enquanto as
outras interacdes sdo consideradas ndo covalentes. A Erro! Fonte de referéncia nio e

ncontrada.3 apresenta a energia de contato entre os diferentes tipos.
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Tabela 3. Energia de contato. Fonte: adaptado de [22].

Tipo de Contato Energia do contato (Kcal/mol)
van der Waals 0,08

Interagdo hidrofobica 0,6

Empilhamento aromatico 1,5

Ligacdo de hidrogénio 2,6

Ponte salina 10

Ligac¢ao dissulfeto 85,0

2.3 O coronavirus SARS-CoV-2 e suas Proteinas Estruturais

Uma primeira versao do genoma do SARS-CoV-2 foi divulgada em 10 de janeiro de 2020,
seguida por genomas adicionais recolhidos de diferentes pacientes. Os dados foram depositados
no banco de dados da Iniciativa Global sobre Compartilhamento de Todos os Dados da Gripe
(GISAID), que ¢ usado principalmente para compartilhar dados sobre virus da gripe [29].
Através da disponibilidade dos dados e de analises genéticas de evolucdo, foi possivel realizar

sua classificagao.

Os coronavirus (CoVs) s@o um grupo de virus envelopados com um unico genoma de
RNA de fita positiva, sendo geneticamente classificados em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus [9] (Figura 6). Sendo um dos
maiores virus de RNA identificados até agora, os coronavirus (CoVs), pertencentes a familia
Coronaviridae, sao divididos em 4 géneros, a-, -, 8- e y-coronavirus, enquanto os [-
coronavirus sao divididos em linhagens A, B, C e D. Os sete CoVs que podem infectar humanos
(HCoVs) incluem HCoV-229E ¢ HCoV-NL63 nos a-coronavirus, HCoV-OC43 ¢ HCoV-
HKUI na linhagem A de B-coronavirus, SARS-CoV e SARS-CoV-2 no B-coronavirus da
linhagem B (B-B coronavirus) e MERS-CoV na linhagem B-coronavirus C [30].
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Coronavirus Humano Coronavirus Aviarios

Alphacoronavirus Betacoronavirus Gammacoronavirus Deltacoronavirus

e HCoV-0OC43
e HCoV-HKU1

« HCoV-229E « SARS-CoV

e HCoV-NLG63 « SARS-CoV-2 * SW1 « BuCoV-HKU11
* MERS-CoV

Figura 6. Taxonomia de Coronaviridae. HCoV, coronavirus humano; MERS-CoV, coronavirus da
sindrome respiratoria do Oriente Médio; SARS-CoV, coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave; SARS-
CoV-2, sindrome respiratoria aguda grave coronavirus-2; SW1, coronavirus da baleia beluga; e BuCoV-HKUI11,
coronavirus bulbul HKU11.Fonte:[7].

O genoma do SARS-CoV-2 pode ser composto por 10 a 12 quadros de leitura aberta
(ORFs) putativos que codificam proteinas nao estruturais e proteinas estruturais. As proteinas
ndo estruturais (nsps) estdo envolvidas no processamento e replicagdo do virus, enquanto as
proteinas estruturais auxiliam na montagem e liberagdo de novas copias virais. As quatro
proteinas estruturais significativas sdo: proteina Spike (S), proteina do envelope (E), proteina
de membrana (M) e proteina do nucleocapsideo (N) [6,7]. As suas respectivas funcdes sdo: a
proteina M atua como organizadora central na montagem e formacdo do envelope viral,
interagindo com outras proteinas estruturais, se ligando as proteinas S e N para completar novas
montagens virais. A proteina E ¢ abundantemente expressa no ciclo de replicagdao nas células
infectadas, embora uma pequena por¢do dela seja incorporada ao envelope viral e contribui
principalmente para a montagem e brotamento viral. A proteina N exibe suas fung¢des por
interacdo com a cadeia positiva de RNA do genoma viral, formando assim um complexo
helicoidal de ribonucleocapsideo. Também interage com outras proteinas estruturais da

membrana durante a montagem dos virions. Durante a infec¢do, a proteina S em sua forma
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trimérica € clivada nas subunidades S1 (“cabega”) e S2 (“caule”). S1 € responsavel pela ligagao

ao receptor, enquanto S2 ¢ responsavel pela fusdo da membrana [31].

2.4 A Proteina Spike (S) como alvo Principal

A proteina S, uma glicoproteina transmembrana, contém a subunidade S1 e a subunidade S2 e
que se liga a uma protease Transmembrana Serina Protease 2 (TMPRSS2) presentes na
membrana do hospedeiro, semelhante ao SARS-CoV. A TMPRSS2 ¢ uma protease semelhante
a furina que contém um Unico dominio transmembranar € um unico dominio para os dominios
SR TRYPSIN e LDLA que pode clivar a proteina S em S1 e S2 e aumentar a capacidade de
fusdo viral com a membrana da célula hospedeira [7]. A subunidade S1, que contém o dominio
de ligacdo ao receptor, capaz de dobrar funcionalmente de forma independente, possui a
capacidade de se ligar a enzima conversora de angiotensina II [32].A subunidade S2, composta
por peptideo de fusdo (FP), dominios de repeti¢do do heptad 1 (HR1) e heptad 2 (HR2),
dominio transmembranar (TM) e fusdo do dominio citoplasmatico (CP), ¢ responsavel por

mediar a fusdo e entrada viral (Figura 7 e Figura 8).

SARS-COV-2 o Fusado de Membrana

Ligacao ao

¢ Receptor )
- => Proteinas ™

" Protefna s

Sl ac ﬂ
* 9 HR2&HRT v
Corte HR1 | x |
AC_E? Furina e { m Ncleo de fusao
FP N
) 7 7
Membrana Viral Fus&o de

Membrana

Membrana Celular

Figura 7. Representagdo do virus SARS-CoV-2 com destaque para a proteina Spike (S) que esta
envolvida no processo de ligagdo ao receptor na célula hospedeira. A proteina S do virus SARS-CoV-2 liga-se ao
receptor ACE2 presente na membrana celular da célula hospedeira. O corte pela enzima Furina é um passo
necessario para ativar a proteina S e permitir a fusdo das membranas. O processo de fusdo ¢ detalhado, mostrando
as subunidades S1 e S2 da proteina S e os objetivos de transi¢ao da fusdo. TM (dominio transmembranar), HR1
(dominios de repeticdo do heptad 1), HR2 (dominios de repeticdo do heptad 2), e FP (peptideo de fusdo) sdo
componentes chave nesse processo. A fusdo das membranas virais e celulares culmina na entrada do material
genético viral na célula hospedeira, permitindo a infec¢do. A membrana viral é representada em amarelo claro e a
membrana celular em amarelo escuro. Fonte: [10]
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Durante a infec¢do pelo coronavirus, o FP da subunidade S2 ¢ inserido na membrana
da célula alvo, expondo o dominio HR1 e HR2 e permitindo que o dominio HR1 e HR2 formem
um feixe de 6 hélices que aproxima as bicamadas lipidicas celulares e virais, iniciando o
processo de fusdo da membrana. Durante esse processo, a proteina S apresenta trés estados
conformacionais: um estado nativo de pré-fusdo, um estado intermediario pré-grampo e um
estado estavel em grampo pds-fusdo. Antes de se ligar ao receptor, a proteina S sai em estado
nativo de pré-fusao. Quando a proteina S se liga ao receptor, a subunidade S1 serd degradada e
serd exposta a unidade S2. A proteina S esta no estado intermediario pré-grampo. Em seguida,
trés pares de HR1 e HR2 formam uma estrutura de feixe de seis hélices, e o nticleo de fusao
toma forma [32]. Abaixo temos a representacdo esquematica do genoma e dominio funcional

da proteina S do SARS-CoV-2 (Figura 8).

_ Proteinas nao estruturais (NSPs) _ Proteinas estruturais s

> €

.{-.aa E M6 7am s u%a'

Subunidade S1 (Ligacao ao receptor) Subunidade $2 (Fusao) >
Furina TMPRSS2
$1/s2  §2
‘. ............... .
RBD

Glicoproteina Spike (S)

Figura 8. Representagdo esquematica do genoma e dominio funcional da proteina S do SARS-CoV-2.
A. O SARS-CoV-2 é um virus de RNA conhecido com uma estrutura de 5'-cap e 3’-poli-A e possui 14 supostos
quadros de leitura abertos (ORFs) que codificam 27 proteinas. O virion possui quatro proteinas estruturais,
conhecidas como proteinas S, Spike; E, envelope; M, membrana; e N, nucleocapsideo. B. As proteinas Spike
contém subunidades S1 e S2 e os locais de clivagem para Furina e TMPRSS2. As proteinas Spike medeiam a
ligacdo viral as células hospedeiras apds ativagdo pela enzima TMPRSS2. SP, peptideo sinal; NTD, dominio N-
terminal; RBD, dominio de ligagdo ao receptor, contém RBM, motivo de ligagdo central no subdominio externo;
FP, peptideo de fusdo; HR1, dominios de repeti¢ao do heptal 1 e heptal 2 HR2; TM, dominio transmembrana; CP,
dominio do citoplasma.
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2.5 A Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2) como Receptor Viral

Responsavel pela maturagao do hormonio peptidico angiotensina (Ang), que por sua vez regula
a vasoconstrigdo e a pressdo arterial, a ACE2 ¢ uma enzima metalocarboxipeptidase
transmembrana tipo I de passagem unica. Ela esta presente em células epiteliais alveolares tipo
IT e também ¢ expressa em diversos tecidos extrapulmonares, incluindo coracao, rim e intestino
[18]. Sua estrutura é formada por dois dominios principais - o N-terminal PD e o dominio
semelhante a colectrina (CLD) na extremidade C-terminal. A proteina S do SARS-CoV-2 se
liga ao homodimero de ACE2, o que facilita a entrada do virus nas células hospedeiras,
formando a interagdo SARS-CoV-2-RBD/ACE2 [33]. Apds a ligacdo ao receptor da enzima
ACE2, a particula do virus usa receptores e endossomos da célula hospedeira para entrar nas
células. A protease do hospedeiro, TMPRSS2, facilita a entrada na célula através da proteina S.
Uma vez dentro da célula, sdo sintetizadas poliproteinas virais que codificam o complexo
replicase-transcriptase. O virus por sua vez sintetiza RNA por meio de sua RNA polimerase
dependente de RNA (Figura 9). As proteinas estruturais sdo sintetizadas levando a conclusao

da montagem e liberacdo de particulas virais [13].

SARS-CoV-2

Furina TMPRSS2

~
Ligagdo ao receptor S1/82 S2' Membrana de fusio

S1 < S2 =

< SR

Célula hospedeira

Figura 9. Entrada do SARS-CoV-2 na célula: interacdo entre a proteina S e a membrana ACE2.A
proteina S do SARS-CoV-2 possui duas unidades funcionais, S1 e S2. A S1 se liga ao receptor ACE2, resultando
na exposicdo do sitio de clivagem S1/S2. A proteina é entdo clivada pela furina e pela TMPRSS2, o que provoca
mudangas conformacionais que permitem a fusdo da membrana, facilitando a inser¢do do peptideo de fusdo S2.
Isso leva a liberagdo do RNA viral, que apds ser internalizado, resulta na replicacdo e tradugdo do virus. Novos
virus sdo montados e liberados da célula, iniciando um novo ciclo de infec¢do. Fonte: [34]
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2.6 As Interacoes Moleculares na interface RBD-ACE2

Utilizando o alinhamento de sequéncias entre os RBDs do SARS-CoV-2 e do SARS-CoV
(~75% de identidade de sequéncia) com o RBD do MERS-CoV (~24% de identidade de
sequéncia) revelaram diferencas nas sequéncias de aminoacidos primarios que levam a
diferentes receptores do hospedeiro, ou seja, ACE2 para SARS-CoV-2 ¢ SARS-CoV e
dipeptidil peptidase 4 para MERS-CoV [12].

Acredita-se que ligantes a base de peptideos t€ém potencial para impedir a entrada do
virus nas células humanas por possivelmente bloquear a interacao entre a proteina S ¢ ACE2,
oferecendo uma nova oportunidade para intervencao terapéutica. Logo, o foco era o
desenvolvimento de peptideos inibidores baseados no complexo SARS-CoV-2 RBD/hACE?2.

Para esse objetivo, utilizou-se a estrutura 6MO0Jpara o modelo do projeto.

Através do uso de cristalografia de raio X com uma resolucio de 2,45 A, foram
descritas as interagdes do SARS-CoV-2 RBD e ACE2 [2]. O RBD ¢ caracterizado por uma
folha B antiparalela de cinco fitas torcidas com uma longa insercdo entre as fitas f4 e f7. A
maioria das interagdes com o dominio peptidase N-terminal (PD) da ACE2 sao mediadas
através desta longa inser¢do. O ACE2 PD N-terminal possui dois 16bulos, formando o sitio de
ligagdo do substrato peptidico entre eles. O RBM estendido no RBD do SARS-CoV-2 entra em
contato com o lado inferior do pequeno 16bulo do ACE2, com uma superficie externa concava
no RBM que acomoda a hélice N-terminal do ACE2. O RBD e o ACE2 contribuem com um
total de 17 e 20 residuos, respectivamente, na interface de ligacdo. Existem 14 residuos
partilhados pelos RBD do SARS-CoV e do SARS-CoV-2 durante a sua ligacdo ao ACE2, e

deles 8 sdo idénticos (Figura 10).
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Figura 10. Estrutura geral do RBD do SARS-CoV-2 ligado ao ACE2 a, Topologia geral do mondmero
Spike do SARS-CoV-2. FP, peptideo de fusdo; HR1, repeti¢do heptad 1; HR2, repeti¢do heptad 2; IC, dominio
intracelular; NTD, dominio N-terminal; SD1, subdominio 1; SD2, subdominio 2; TM, regido transmembrana. b,
Sequéncia e estruturas secundarias do RBD do SARS-CoV-2. A sequéncia RBM ¢é mostrada em vermelho. ¢,
Estrutura geral do RBD do SARS-CoV-2 ligado ao ACE2. O ACE2 ¢ mostrado em verde. O nucleo do RBD do
SARS-CoV-2 ¢ mostrado em ciano € 0 RBM em vermelho. As ligacdes dissulfeto no RBD do SARS-CoV-2 sdo
mostradas como bastdes e indicadas por setas. A hélice N-terminal do ACE2 responsavel pela ligagdo € rotulada.

Fonte: [2]
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2.7 Exemplos de alvos atuais contra SARS-CoV-2

Atualmente, as principais estratégias antivirais contra o SARS-CoV-2 podem ser amplamente
divididas em dois tipos: estratégias diretas que visam o virus e estratégias indiretas que
modulam o hospedeiro. Em ambas, hd medicamentos aprovados e candidatos experimentais em
ensaios clinicos. A descoberta de novos alvos celulares para o coronavirus levou a novas

estratégias clinicas que merecem investigacao na COVID-19 [35].

Entre os antivirais, destaca-se como exemplo o Remdesivir, aprovado pela FDA para
tratar pacientes com COVID-19 e pneumonia que apresentam escassez de oxigénio [35]. Sua
funcionalidade baseia-se na capacidade de inibir a replicacdo viral nas células epiteliais
associadas a respiragdo [36]. Estudos indicam que a combinagdo de Remdesivir com
Baricitinibe reduziu o tempo de recuperagao de pacientes hospitalizados com pneumonia por

COVID-19 [36].

Outra op¢do sdo alguns medicamentos anti-HIV, como Lopinavir e Ritonavir,
direcionados ao virus RNA, que atuam como inibidores de protease, mas nao demonstraram
beneficios significativos em pacientes gravemente afetados [37]. Recentemente, os anticorpos
monoclonais Tocilizumabe e Sarilumabe, inicialmente usados para tratar artrite reumatoide,
foram reaproveitados para tratar a liberacao da tempestade de citocinas em casos criticos de
COVID-19 [38]. Ensaios clinicos mostraram melhorias na taxa de sobrevivéncia quando

administrados dentro de 24 horas apds a entrada nas unidades de terapia intensiva (UTI) [39].

O Casirivimab em combina¢ao com Imdevimab, conhecido como REGEN-COV TM, ¢
um coquetel de anticorpos monoclonais eficaz contra o SARS-CoV-2, reduzindo
hospitalizagdes ou a mortes em pacientes nao hospitalizados em 70% [40]. Foi aprovado pelo
FDA para tratamento de casos leves a moderados em pacientes adultos e pediatricos com alto

risco de gravidade [30].

Outra opcao seria o Paxlovid, que se trata de uma formulagdo combinada que contém
nirmatrelvir, um inibidor de protease de segunda gerag¢do, e ritonavir, um modulador
farmacologico. O Paxlovid ¢ indicado no tratamento de infecgdes causadas pelo SARS-CoV-2.
A administragdo de Paxlovid ocorre por via oral, durante um periodo de cinco dias, e ¢
recomendada para pacientes que apresentam os primeiros sinais da infec¢do. Estudos ndo
demonstraram associagdo entre o uso de Paxlovid e elevacdes nos niveis de aminotransferases

séricas ou ocorréncia de lesdo hepatica de carater clinicamente aparente [41].
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Como modificadores imunologicos existem vacinas contra a COVID-19 com diferentes

mecanismos de funcionamento.

e Vacinas de DNA que tém por principio a clonagem do quadro de leitura aberta (ORF)
do pico SARS-CoV-2 em um DNA plasmidico.

e Vacinas de vetores virais, onde a proteina Spike ORF ¢ clonada no genoma do
adenovirus, formando um virus recombinante infeccioso. A AZDI1222 (Oxford-
AstraZeneca) ¢ uma vacina contra SARS-CoV-2 baseada em adenovirus recombinante
construida a partir do vetor de adenovirus de chimpanz¢ simio com deficiéncia de
replicacdo (ChAdOx2) que expressa a glicoproteina de pico SARS-COV-2 de
comprimento total [42].

e Vacina de mRNA, por meio de sintese quimica 0 mRNA do pico do SARS-CoV-2 ¢
sintetizado e depois envolvido com nanoparticulas lipidicas e posteriormente injetado
no corpo humano. Dentre elas, destacam-se a BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) e mRNA-
1273 (Moderna biotechnologies Inc.) [43].

e Vacina Proteica, podendo-se utilizar a parte total ou subunidade da proteina Spike com
um adjuvante especifico antes de ser injetada no sistema humano, como exemplo
podemos citar a NVX-CoV2373 (Novavax) [44].

e Vacina de Virus Inativado, na qual o virus SARS-CoV-2 ¢ quimicamente inativado,
misturado com adjuvante especifico e injetado por via intramuscular. Em destaque
temos Vacina COVID-19 (Vero Cell) Inativada (CoronaVac (anteriormente PiCoVacc))
desenvolvida pela Sinovac Biotech Ltd [45].

2.8 O uso de subsequéncias conservadas para o planejamento de Peptideos

O planejamento racional de peptideos terapéuticos frequentemente se baseia na
identificacdo de regides funcionais conservadas em proteinas-alvo. Um elevado grau de
conservagao de uma subsequéncia € importante em projetos como o desenvolvimento de vacina
peptidica sintética ou medicamentos terap€uticos. A razao para isso € que, ao longo do tempo
evolutivo, incluindo o surgimento de novas cepas virais, uma subsequéncia conservada
geralmente indica um motivo que tem uma fung¢do importante para a replicacdo e/ou
sobrevivéncia do virus, logo ela ndo sofre variagdo e ¢ mantida. Outro fator a ser considerado
¢ que, sob a pressdo seletiva de vacinas e medicamentos, a evolugdo de virus de RNA pode ser

acelerada, tornando essas estratégias terapéuticas obsoletas, talvez em um curto espago de
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tempo. Virus de RNA como o SARS-CoV-2 sdo caracterizados por altas taxas de mutagao,
ocorrendo tanto no RNA gendmico quanto no antigeno. A edi¢cdo de RNA dentro do hospedeiro
atua como uma fonte adicional de mutagdo além das mutagdes induzidas pela polimerase e pode

ter um impacto duradouro na evolugao de patdogenos virais [47].

Diante da necessidade de propor uma alternativa terapéutica utilizando peptideos, este
projeto baseou-se em substituicdes conservadoras, onde as substituicdes sugeridas fossem
selecionadas com base em residuos de aminoacidos de propriedades semelhantes, considerando
critérios evolutivos e propensdes da estrutura secundaria. Tais substituicdes fossem
consideradas mutagdes alternativas na engenharia de peptideos, isto ¢é, residuos de aminoacidos
com caracteristicas similares. Assim, para esse estudo foi considerado o estudo de Simon
French e Barry Robson [46], que forneceram uma base quantitativa para definir substitui¢des

conservativas.

Os autores determinaram, de forma objetiva e quantitativa, as propriedades que
influenciam as substitui¢des conservativas utilizando uma técnica de escala multidimensional.
O método permitiu a analise das relagdes evolutivas sem suposi¢cdes ou vieses iniciais,
oferecendo uma abordagem baseada em dados para compreender a conservagdo de
propriedades em sequéncias de proteinas. Foi utilizado dados extensivos de varias familias de
proteinas, visando calcular a média dos efeitos familiares especificos como conservagdo da
hidrofobicidade e do volume molecular dos residuos de aminoacidos, focando nas propriedades

geralmente conservadas nas proteinas, em vez de instancias especificas.

A matriz de similaridade de Dayhoff et al., [48] representou a propor¢do de duas
probabilidades: a probabilidade de que dois residuos de aminodcidos na mesma posicao em
duas proteinas compartilhassem uma ancestralidade comum versus a probabilidade de que sua
semelhanca tivesse ocorrido por acaso. Derivada da comparacgao de sequéncias dentro de varias
familias de proteinas, essa matriz forneceu informagdes sobre as pressoes seletivas atuantes
sobre as proteinas em geral. Ela serviu como uma ferramenta para avaliar as relagdes evolutivas
entre os aminoacidos com base em suas frequéncias de substitui¢do, indicando quais residuos

tinham maior probabilidade de serem conservados.
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2.9 Docking Molecular

O docking molecular, também conhecido como ancoragem molecular, ¢ um experimento
computacional que visa simular a interagcdo entre duas moléculas para formar complexos
estaveis, como os complexos proteina-proteina ou, neste caso proteina-peptideo [49]. Essa
técnica oferece informagdes sobre o comportamento das moléculas em nivel atdbmico dentro do
sitio ativo de uma proteina, descrevendo a conformagdo e orientagdo do ligante, bem como
estimando a afinidade de ligagdo (Figura 11). Identificar o local de ligacdo antes do processo
de encaixe aumenta muito a eficiéncia, sendo esta informacao geralmente conhecida antes que
os ligantes sejam ancorados [50]. O objetivo principal da pesquisa de docking ¢ gerar diversas
conformagdes de ligacdo ao ligante no sitio de ligagdo ao receptor e estimar a energia de ligacao
no complexo receptor-ligante [S1 e 53]. A energia da ligacao entre o ligante (peptideo) e o sitio
ativo da proteina ¢ determinada pelas interacdes nao covalentes, pelos termos entalpicos e
termos relacionados a dessolvatacdo dos compostos entre grupos funcionais na molécula

bioativa e no sitio ativo da proteina (receptor) [52].

Por meio do docking molecular, varias conformagdes espaciais do ligante sdo
produzidas, permitindo ao analista identificar a interacdo mais provavel no ligante alvo. Cada
conformagdo espacial produz energias livres de ligacdo (entre o ligante e o alvo), com a menor

energia sendo considerada a explicacao mais plausivel para a conformacao de interagdo [51].

A utilizagdo do docking molecular no exame da afinidade de moléculas
biologicamente ativas com seus receptores envolve dois elementos-chave: o algoritmo de busca
e a funcao de avaliagdo (ou scoring function). O algoritmo de busca € responsavel por explorar
o espaco conformacional e de orientacdo do peptideo dentro do sitio ativo da proteina alvo. A
funcao de avaliagdo, por sua vez, calcula uma pontuagdo (score) que estima a energia livre de
ligacdo (AG) para cada pose gerada, identificando os modos de ligacdo mais favoraveis,

caracterizados pela menor energia [54].
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Existem varios tipos de funcdes de avaliacdo disponiveis nos programas de docking

[53]. Elas podem ser classificadas em categorias principais:

e Fungdes baseadas em campo de forca: Utilizam parametros de mecanica molecular para

calcular as energias das interagcdes de van der Waals e eletrostaticas.

e Fungdes empiricas: Utilizam termos de energia ponderados, cujos coeficientes sao
ajustados a partir de dados experimentais de afinidade de ligacdo de complexos

conhecidos.

e Fungdes baseadas em conhecimento: Derivam potenciais estatisticos a partir da
frequéncia de interagdes atomicas observadas em um banco de dados de estruturas

cristalograficas.

e Funcdes baseadas em aprendizado de maquina (machine learning): Recentemente,
novas funcdes tém sido desenvolvidas utilizando inteligéncia artificial, que aprendem a
prever a afinidade de ligacdo a partir de um grande conjunto de dados de complexos

proteina-ligante, demonstrando alta precisdo.

Além de selecionar a fun¢do de avaliagdo, os pesquisadores também podem determinar
o nivel de flexibilidade no experimento. A metodologia permite diferentes configuracdes: o
mais simples considera ligante e proteina rigidos; abordagens mais complexas permitem a

flexibilidade do ligante com uma proteina rigida; ou a flexibilidade de ambos, 0 que aumenta



38

consideravelmente o custo computacional, mas representa de forma mais fiel a dindmica

bioldgica [57].

Target Ligand Complex
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Figura 11. Docking molecular, também conhecido como encaixe molecular ou ancoragem. Fonte: Diego

Mariano, CC BY-SA 4.0. Disponivel: <https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0>, via Wikimedia

Commons

2.10 Dinamica Molecular

A Simulacdo de Dindmica Molecular (DM) ¢ uma técnica computacional versatil, empregada
para o estudo do comportamento de macromoléculas bioldgicas. [58—60]. Os principios
fundamentais da Mecanica Classica sustentam a abordagem da DM, oferecendo informagdes
valiosas sobre os comportamentos dindmicos microscopicos e dependentes do tempo dos
atomos de um sistema [60,61]. Para deduzir as propriedades macroscopicas desejadas, a
utilizagdo da mecanica estatistica torna-se crucial, pois ela permite calcular atributos
macroscopicos observaveis (como pressdo, energia interna, volume, temperatura, entropia,
energia livre etc.) a partir de dados microscopicos. Essa técnica computacional envolve
essencialmente a determinagdo das posi¢des atdmicas de cada atomo do sistema em varios
pontos de tempo consecutivos, com intervalos tipicamente da ordem de femto segundos (1fs =
10715 segundos). A colecio de coordenadas do nucleo de cada 4tomo no sistema, junto com sua

progressao temporal, delineia a trajetoria do sistema.
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Baseada na Mecanica Classica, a dindmica molecular utiliza as equagdes do
movimento, inicialmente postuladas por Newton e posteriormente generalizadas por Hamilton
e Lagrange [49]. De acordo com a Segunda Lei de Newton, o movimento da i-ésima particula

dentro de um sistema, sujeito a uma forg¢a, ¢ delineado de acordo com a Equacao 1:

Fi(t) = ma; (1

Onde F; denota a for¢a atuando sobre a i-ésima particula de massa m; no sistema em
um instante de tempo especifico ¢, levando a aceleragdo a;. Em termos praticos, para cada atomo
dentro do sistema, calcula-se a forca vetorial resultante originada dos demais atomos.
Posteriormente, a aceleragdo instantdnea ¢ determinada, influenciando a nova posicao e
velocidade do atomo no préoximo incremento de tempo ¢ +8¢ Esse processo € repetido
iterativamente durante toda a simulagdo, gerando posicdes e velocidades atualizadas para

instancias de tempo ¢ +28¢, t +38¢ ... t +nét.

A Mecanica Molecular (MM) considera as moléculas como conjuntos de atomos
regidos por forcas newtonianas, visualizando-as como particulas conectadas por forcas
harmonicas ou elasticas. O conjunto de potenciais de interagdo entre as particulas ¢ denominado
como um campo de for¢a.[49,60]. A equacdo 2 ilustra um campo de forca padrdao, em que o
potencial total, V), surge do somatdrio resultante dos potenciais relacionados as interagdes

presentes no sistema.

V(T) =2 V(l) +2 V(H) +X V((p) +X V(vdW) +X V(elet) (2)

Os varios componentes que contribuem para esse potencial incluem V; para
alongamento de ligacdo, Vs para deformacdo angular, V, para potencial de tor¢ao, Viaw para

interagdes de van der Waals e V. para interagdes de Coulomb [49].

Ao empregar a aproximacdo do potencial harmodnico, os aspectos associados ao

alongamento da ligag@o e a deformacao angular sdo delineados por meio das Equacdes 3 e 4.

1
Vay =3 Kr (r —1p)? 3)

1
Vo) =5 Ko (8 —8)* 4)
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Onde r e © denotam o comprimento e o angulo da liga¢do, com ry e 6y denotando suas
respectivas posicdes de equilibrio. Os pardmetros K, ¢ Ko significam as constantes de forga
pertinentes ao sistema [54]. A inclusdo de interagdes entre particulas ndo ligadas ¢ facilitada

pelos potenciais de Lennard-Jones (Vyaw) € Coulomb (Verr), conforme as Equagdes 5 ¢ 6.

Viaw) = 4&; [ (?) 12 — (2) 6] (5)

ij Tij

qiqj
AT EQErT i

Vietety = (6)

Uma vez que o campo de forga € especificado, a fase subsequente envolve a integragao
numérica das equagdes de movimento. Inlimeros algoritmos sdo utilizados para esta finalidade,
entre os quais o algoritmo de Verlet e suas variantes (como o Leap-frog) tém importancia

significativa em simulagdes de DM [62].

2.11 Trabalhos Relacionados

Diversas abordagens computacionais foram propostas para o planejamento e a otimizagao de
peptideos com potencial terapéutico contra o SARS-CoV-2. A seguir, sdo descritos alguns
trabalhos que contextualizam a presente tese, seja por focarem em alvos semelhantes ou por

empregarem estratégias computacionais correlatas.

Rongsong Ling et al. [10], em seu estudo, propuseram o desenvolvimento de peptideos
antivirais direcionados ao nucleo de fusdo do SARS-CoV-2, com o intuito de evitar a fusdo da
membrana viral [10]. Os peptideos antivirais desenvolvidos tinham como alvo especifico o
nucleo de fusdo do SARS-CoV-2, concentrando-se nas regidoes HR1 e HR2. Estes peptideos
foram projetados para competir pela ligagdo a regido HR1, impedindo a formac¢do do ntcleo de
fusdo e, consequentemente, inibindo a fusdo da membrana, processo crucial para a entrada do
virus nas células hospedeiras [10]. A metodologia envolveu modelagem por homologia com o
software SWISS-MODEL, alinhamento de sequéncias para identificagdo dos dominios,
docking proteina-proteina com GRAMM-X e simula¢des de dindmica molecular para avaliacdao
da energia de ligacao [10]. O estudo ressaltou a importancia de direcionar o nucleo de fusdo

viral como uma nova estratégia no desenvolvimento de fairmacos antivirais.
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Em outro estudo B. Robson [67], investigou o desenvolvimento de uma vacina sintética
e um antagonista peptidomimético preventivo contra o virus SARS-CoV-2, destacando a
utilizacao de ferramentas de bioinformatica [67]. Ferramentas como o XTRACTOR foram
empregadas para gerar estruturas proteicas 3D preditivas do virus, constituindo um recurso

valioso nos esfor¢os de pesquisa para combater a COVID-19 [68,69].

A andlise do genoma utilizou a proteina de superficie do virus (isolado do mercado de
frutos do mar de Wuhan), bem como a identificacdo de sequéncias de aminoacidos conservadas
entre os coronavirus, foi conduzida com o auxilio de ferramentas bioinformaticas. Além disso,
a pesquisa identificou a sequéncias de aminodcidos bem conservadas, como o motivo
KRSFIEDLLFNKYV, que correspondem a locais de clivagem (S1/S2) do virus SARS. O autor
reconhece, contudo, limitacdes em sua abordagem, como a dependéncia de estruturas preditivas
e a ndo consideracdo da dindmica de mutagdes virais, que poderiam afetar a eficacia das

intervengdes propostas [67].

No campo de bancos de dados para interagdes, destaca-se a ferramenta Propedia [14],
que consiste em um banco de dados com mais de 19.000 estruturas de alta resolugdo de
complexos proteina-peptideo. A ferramenta utiliza um algoritmo de agrupamento hibrido para
organizar os dados com base na similaridade de sequéncia e estrutura da interface, oferecendo
suporte ao planejamento racional de peptideos ao permitir que os usuarios analisem as

interacdes sob diversas perspectivas [14, 15].
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar um algoritmo de cdodigo-fonte aberto, denominado POTTER, para a
engenharia e otimizagao de peptideos com potencial de inibig¢do sitio-especifica, utilizando
como estudo de caso a interface de interacao entre a proteina Spike do SARS-CoV-2 e o receptor

humano ACE2.
3.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

e Implementar um algoritmo genético para otimizagdo de peptideos inibitdrios, partindo
da estrutura da regido de interagdo SARS-CoV-2-RBD/ACE2.

e Desenvolver uma fungdo de avaliagdo no algoritmo baseada em métricas estruturais,
como o nimero de contatos intermoleculares (ligagdes de hidrogénio, interacdes
atrativas, repulsivas e empilhamento aromatico) e a ocupacgao do sitio ativo.

e Avaliar o desempenho do algoritmo POTTER através de trés estudos de caso com
diferentes parametros de execucao, comparando o perfil dos peptideos otimizados com
o peptideo modelo original.

o Validar a estabilidade da interacdo dos peptideos otimizados com a proteina alvo por

meio de simulagdes de dindmica molecular (in silico).
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4. Materiais e Métodos

A metodologia apresentada visa o desenvolvimento de peptideos para a inibigdo competitiva da
proteina Spike do SARS-CoV-2, elemento crucial para a infec¢do viral. Para este fim, foi
desenvolvido um algoritmo de codigo-fonte aberto, denominado POTTER (Peptide
optimization tool for enhanced receptor-binding), que utiliza principios de algoritmos genéticos

de forma aprimorada para a otimizac¢ao de sequéncias de aminoacidos.

Diferentemente de algoritmos genéticos tradicionais, a abordagem aqui descrita inicia
o procedimento com trés informagdes: 1) a estrutura da proteina alvo acoplada a seu ligante
natural; ii) a sequéncia de aminodcidos da regido que se deseja bloquear; e iii) a regido de seu
ligante natural que faz contato com a regido delimitada. Desta forma, o procedimento inicia

apenas com um individuo na iteragdo 0, € ndo com uma populagido propriamente dita.

O processo, sumarizado na Figura 12, inicia-se com a realizag¢do de varias simulagdes
de docking (ancoragem) molecular para determinar a melhor posicdo de ligacdo da parte
selecionada do ligante natural com a regido que se deseja bloquear. Esta parte do ligante é
considerada a sequéncia de aminoacidos de um peptideo, o qual este procedimento visa
otimizar. A melhor sequéncia avaliada segundo a pontuacdo de docking passa por uma analise
de contatos automatizados, que visa determinar os residuos que fazem contatos. Estes residuos

sdo selecionados para dar origem a um novo peptideo, denominado “semente”.

Partindo da semente, o algoritmo entra em um ciclo iterativo. Primeiramente, criam-
se “M” novos peptideos, aplicando-se muta¢des nas quais um Unico residuo da base ¢
substituido por outro, utilizando-se uma matriz de substitui¢do conservativa (Tabela 4). Este
processo gera uma diversidade de sequéncias que sdao entdo avaliadas e selecionadas ao longo

de “G” geragdes.

Os novos peptideos sao avaliados através de simulagdes de docking, da quantidade de
contatos com a regido de interesse da proteina alvo e da contagem de interagdes por tipo
(hidrofébica, empilhamento aromadtico, atrativa, repulsiva, ponte salina ou ligagdo de
hidrogénio). O melhor peptideo de cada geragdo ¢ utilizado como semente para a criagdo da
nova geracdo. Este procedimento ¢ repetido por “R” vezes para cada mutante. Todos os
peptideos gerados durante o processo sao arquivados para um ranqueamento final. Vale
ressaltar que os residuos dos novos peptideos que nao realizam contatos com a proteina alvo

sdo deletados, permitindo assim a variagdo no tamanho e a diversidade da populacao final.
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A abordagem descrita maximiza a eficiéncia e a precisdo da otimizagdo, utilizando
algoritmos genéticos de maneira mais focada e dirigida. Ao restringir as mutagdes com base em
uma tabela de substituigdes, garante-se que as sequéncias geradas mantenham a viabilidade
biologica, ao passo que a utilizagdo do ligante natural como ponto de partida permite que a

otimizagdo seja alcancada mais rapidamente.

Peptideo Inicial

Y

Geracao de M

mutantes '«_
Y

Docking entre
mutante contra o
receptor R vezes

Y

Selecao dos
melhores mutantes

$979Nn Y 0SS9904d op oeinaUay

Figura 12. Fluxograma da metodologia POTTER. Onde Geragdes (G) denota quantas vezes o
processo se repete. Mutantes (M) o niimero de mutantes gerados aleatoriamente a cada geragdo, ¢

Repetigdes (R): nimero de dockings repetidos para cada mutante.
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4.1 Coleta de dados

Com a proposta de projetar peptideos com potencial para uma provavel inibigdo competitiva
presentes nas interfaces SARS-CoV-2 RBD-ACE?2 da estrutura 6MO0J, essa regido foi admitida
como ponto de partida para propor novos peptideos. A estrutura da proteina Spike do SARS-
CoV-2 foi recuperada do Protein Data Bank (PDB) [67]. Para este trabalho, escolheu-se a
estrutura 6MO0J [2], que contém a estrutura da proteina Spike do SARS-CoV2 ligada ao seu
receptor, a proteina ACE2. Ao analisar a estrutura, foi possivel isolar a regido da proteina ACE2
que interage com a proteina Spike do SARS-CoV2. Em seguida, usou-se o software PyMOL
[70] para separar essa sequéncia do ACE2 como um peptideo que foi usado como modelo e
ponto de partida no processo de otimizagdo. Também foi separada a estrutura da proteina Spike

para ser usada como alvo em nosso algoritmo.

Com as estruturas definidas, foi examinada a literatura relacionada [2] para identificar
o dominio de ligagdo ao receptor (RBD) da proteina Spike do SARS-CoV2, o qual foi utilizado
para definir o sitio de liga¢do. A escolha dos residuos da interface foi baseada em um critério
de distancia: utilizou-se um corte de 6 A, localizado aproximadamente entre os residuos 333 a
527. Essa escolha de residuos (K417, G446, Y449, Y453, L455, F456, A475, G476, S477,
F486, N487, Y489, F490, Q493, S494, Y495, G496, Q498, T500, N501, G502, V503 e Y505)
foi fundamental, pois eles representam a interface de contato biologicamente relevante. Estes
mesmos residuos foram utilizados como referéncia para o calculo da métrica de "ocupagao" em
cada geracao do algoritmo, permitindo avaliar quantitativamente a capacidade de cada peptideo
gerado de interagir com o sitio-alvo. Dentro desse intervalo, encontra-se o nucleo do dominio
de ligagdo ao receptor (RBD) e, no mesmo, estd localizado motivo de ligagdo ao receptor
(RBM).  Foram  selecionados os residuos que resultam na  sequéncia
STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSL presentes na interface SARS-CoV-2 RBD-ACE2,
que foram adotados como ponto de partida para propor novos peptideos (Figura 13). Os
residuos desta regido também foram utilizados como referéncia para contagem e classificagdo
de contatos com cada peptideo gerado. Esta abordagem permitiu que houvesse uma medida
adicional de quao bem cada peptideo proposto se ligava e possivelmente inibindo eficazmente

o RBD. As estruturas foram analisadas utilizando os sofiwares PyMOL e ChimeraX [71].
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Figura 13. Regido de interag@o na interface SARS-CoV-2 RBD-ACE2. Onde os residuos os K417, G446, Y449,
Y453, L455, F456, A475, G476, S477, F486, N487, Y489, F490, Q493, S494, Y495, G496, Q498, T500, N501,
G502, V503 ou Y505 da ACE2(cor salmio) utilizados como ponto de partida para propor novos peptideos que
interagem com a proteina S (cor laranja).

4.2 Modelagem molecular e docking

Inicialmente, os peptideos foram modelados usando o sofiware ColabFold [72] com parametros
padrdo; para as seguintes execugdes do algoritmo, usou-se o PyRosetta para realizar a
modelagem de peptideos. A escolha de utilizar ambas as ferramentas foi estratégica: o
ColabFold foi empregado para a predigdo inicial da estrutura do peptideo modelo devido a sua
alta acurdcia, enquanto o PyRosetta foi escolhido para as etapas iterativas do algoritmo pela sua
flexibilidade e capacidade de integracdo em scripts para automatizar o ciclo de mutagao,
modelagem e docking. Essa primeira etapa teve como objetivo modelar o peptideo e obter a

estrutura inicial (peptideo-RBD-ACE2) que foi utilizada como semente do algoritmo.

Em nosso estudo, empregou-se uma série de métricas para avaliar a eficacia potencial
de cada peptideo na inibi¢do do RBD do SARS-CoV2. Uma métrica chave usada foi a

pontuacao docking score. Adotou-se o protocolo FlexPepDock ab initio [73] para esse fim. Este
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protocolo foi aplicado as estruturas utilizando PyRosetta [73], um pacote Python projetado
especificamente para tais tarefas de modelagem molecular. Optou-se por utilizar essas
ferramentas devido a sua capacidade de considerar a flexibilidade dos peptideos e da proteina

S, 0 que esta mais proximo da realidade do que o docking rigido.

Iniciou-se enviando nosso modelo (peptideo-RBD-ACE2) ao processo de redocking
para estabelecer uma pontuacao de base de ancoragem com a qual todas as pontuacdes de
peptideos subsequentes seriam comparadas. Este primeiro experimento foi realizado uma vez,
e 50 modelos foram gerados e avaliados. Para calcular a pontuagdo, usou-se a fungdo de

pontuagdo REF15 no PyRosetta [73].

O Docking também foi aplicado a cada novo peptideo criado. Em cada docking aplicado,
N modelos foram gerados e pontuados. Os resultados foram armazenados em um arquivo CSV
que foi posteriormente enriquecido com informagdes de contato para classificagdo final. Todas

as estruturas (modelos) geradas foram salvas para andlise de contato.

4.3 Analise de Contatos e Curadoria Manual

Para cada complexo peptideo-proteina gerado, foi realizada uma andlise quantitativa das
interagdes intermoleculares, seguida por uma etapa qualitativa de curadoria manual. Para a
analise de contatos, utilizou-se a biblioteca Signa (ainda ndo publicada), que considera as

defini¢des apontadas pela ferramenta web nApoli [24].
Os critérios para a identificagdo de cada tipo de interagao foram os seguintes:

e Ligacdes de hidrogénio: Consideraram-se pares de atomos aceptor-doador a uma

distancia de até 3,9 A.

o Interagdes hidrofobicas: Consideraram-se pares de atomos apolares a uma distancia de

até 4 A.

o Empilhamento aromatico: Consideraram-se os dtomos em anéis aromaticos a uma

distancia variando de 2-4 A.

o Interagdes atrativas (i6nicas): Considerou-se um par de atomos em residuos com cargas

diferentes (positiva e negativa).
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e Interagdes repulsivas: Consideraram-se atomos de aminoacidos com a mesma carga

(positiva-positiva ou negativa-negativa).

e Ponte salina: Consideraram-se pares de residuos que realizam ligagdes de hidrogénio e

interagdes atrativas a0 mesmo tempo.

Adicionalmente, para complementar a avaliagdo puramente quantitativa do algoritmo, foi
instituido um processo de Curadoria Manual (MC). Nesta etapa, os complexos gerados pelo
POTTER foram primeiramente filtrados, mantendo-se apenas aqueles com pontuagdo de
docking negativa, indicando uma interagdo energeticamente favoravel. Em seguida, essas
estruturas pré-selecionadas foram inspecionadas visualmente por um especialista utilizando o
software PyMOL [70]. O critério final de selecdo foi a andlise da pose: o peptideo cuja
conformag¢do e posicionamento mais se assemelhavam a intera¢do biologicamente conhecida
na interface RBD-ACE2 foi selecionado como o melhor candidato pela curadoria manual. Para
uma analise complementar, utilizou-se a ferramenta web Arpeggio para detectar contatos e a

ferramenta web VTR [74,75] para realizar alinhamentos estruturais.

4.4 Implementacio do algoritmo

O algoritmo POTTER foi implementado em linguagem Python, utilizando bibliotecas nativas
para o pré-processamento de dados e a biblioteca PyRosetta [76] para modelagem e docking

molecular.). O cédigo-fonte estd disponivel em https://github.com/LBS-UFMG/potter.

4.5 Visao Geral do Algoritmo

Nesta secdo, descreve-se uma visdo geral do algoritmo, ao qual se deu o nome de POTTER. O
algoritmo visa retornar um peptideo otimizado que possa se ligar melhor a proteina Spike do
SARS-COV-2. Assim, o algoritmo recebeu como entrada (i) o peptideo inicial (utilizamos a
hélice-alfa extraida da ACE2) e (ii) o receptor inicial (a proteina Spike). Além disso, recebe trés

parametros de execugao:
Geragoes (G): quantas vezes o ciclo de otimizacao se repete.
Mutantes (M): nimero de peptideos mutantes gerados aleatoriamente a cada geracao.

Repeticdes (R): numero de simula¢des de dockings(pose) realizadas para cada mutante.


https://github.com/LBS-UFMG/potter
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Portanto, foram executadas as seguintes etapas: a sequéncia inicial do peptideo ¢
modelada usando PyRosetta [76]. Em seguida, realiza-se o docking do peptideo contra o

receptor R vezes. A pose do peptideo com menor pontuacdo PyRosetta foi selecionada.

Em seguida, foi calculada a “ocupacdo” da pose selecionada. A ocupacdo ¢ a
porcentagem de residuos peptidicos interagindo com o receptor. Esta métrica avalia se cada um
dos aminoacidos do peptideo tem pelo menos um 4dtomo dentro de 6 A do residuo R413 de um
dos seguintes residuos do receptor: K417, G446, Y449, Y453, L455, F456, A475, G476, S477,
F486, N487, Y489, F490, Q493, S494, Y495, G496, Q498, T500, N501, G502, V503 ou Y505
(Figura 14). O algoritmo foi executado G vezes, sendo cada execu¢do chamada de “geragdo”.
Além disso, na primeira geracao, foram removidos residuos peptidicos que estavam a mais de
6 A do receptor. Essa etapa de refinamento inicial, visa focar o processo de otimizagdo apenas
na regido central de interacdo, permitindo também que o algoritmo explore peptideos de

tamanhos variados e potencialmente menores nas geragdes subsequentes.

Figura 14. Interacdes de interface entre ACE2 (desenho ciano) e o receptor Spike (desenho verde). Os
residuos do ACE2 mais proximos do Spike sdo mostrados em bastdes laranja (PDB ID: 6M0J). A figura foi gerada
usando PyMOL de cédigo aberto (Schrodinger, LLC).

Para cada geracao restante (de 2 a G), foram feitas x mutacdes aleatodrias na estrutura do
peptideo. O valor x foi definido aleatoriamente e pode variar de 1 residuo até o tamanho maximo
da sequéncia peptidica na geragdo 2. Esse processo foi repetido M vezes, gerando M mutantes
do mesmo tamanho com mutagdes aleatérias. Esses mutantes foram incluidos em uma lista

chamada “populagao”.
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A Tabela 4 demonstra as substituigdes permitidas utilizadas ao longo deste estudo. As
opgdes sugeridas basearam-se em substitui¢des conservadoras na evolugdo, que foram aceitas
nas propensdes da estrutura secundaria [46,67]. Elas tém sido consideradas mutagdes
alternativas no planejamento de peptideos, ou seja, residuos de aminoacidos com propriedades

semelhantes [46,67].

Tabela 4. Substitui¢des permitidas pelo algoritmo POTTER. Fonte: adaptado de [46].

Aminoacidos Substitui¢des Aminoacidos Substitui¢des
permitidas permitidas

A E,S, T M F,W,Y
C S, T,V N G,D,Q
D E P G
E A,D Q N,E
F M,W,Y R H,K
G N, P S AT
H K, R T A LLS
I L,V \% A LL
K H, R W FMY
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Para cada elemento da populacdo, o peptideo mutante foi modelado e acoplado ao
receptor R vezes, em ambos os casos utilizando PyRosetta. Observe que todas as poses R foram

incluidas na etapa seguinte (nas etapas 2 a G, a pontuagdo de encaixe nao foi utilizada).

A seguir, foram calculadas a taxa de ocupagdo do novo complexo e os contatos
realizados entre o peptideo e o receptor. Foram avaliados os seguintes contatos: (i) Hidrofébico,
(1)) Empilhamento Aromatico, (iii) Interacdo Atrativa, (iv) Interacdo do tipo Ligacdo de
Hidrogénio, (v) Repulsivo e (vi) Pontes Salinas. Os contatos ndo foram utilizados pelo
algoritmo para selecdo, mas foram armazenados em um relatorio que pode ser utilizado na

tomada de decisao dos usuarios do algoritmo.

O peptideo com maior ocupagdo foi selecionado como ponto de partida para a préxima

geracdo. Em seguida, a lista “populacdo” foi excluida e o processo foi repetido G vezes.

4.6 Demonstracao do algoritmo

Por exemplo, se executarmos o POTTER usando os parametros: geragdes (G=5), mutantes por
geracdo (M=6) e réplicas por mutante (R=3), o algoritmo seria executado de forma semelhante
avisdo geral exibida na Figura 15. Em primeiro lugar, o peptideo inicial sofre mutagado aleatoria,
correspondendo ao parametro M=6. Cada estrutura serd acoplada ao receptor (a proteina Spike)
trés vezes, conforme o parametro R=3. Em seguida, o algoritmo calcula os contatos realizados
entre cada residuo peptidico (ocupacao). O peptideo com maior percentual de ocupacdo ¢
selecionado para uso na proxima geracao. Este processo sera repetido por cinco geracdes. Na
ultima geracdo, levanta-se a hipotese de que se obteria um peptideo otimizado que poderia se

ligar melhor ao receptor e ser um potencial inibidor.

Para entender melhor como o algoritmo funciona e seus possiveis usos no projeto de
peptideos, foram conduzidos trés estudos de caso com diferentes parametros, discutidos na

proxima segao.
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Parametros usados neste exemplo:
Geracdes (max.): 5

Mutantes por geracao: 6

Réplicas por mutante: 3

OUTPUT

Entdo vocé obtera
"o melhor mutante" ( GH

Peptideo otimizado

Repita essas etapas
por n geracdes.

G3

G2

Novos mutantes sdo gerados

para cada mutante

_______

Apenas o peptideo com
melhor ligacao é classificado G1
para a préxima geracao

Gerando peptideos mutantes aleatérios GO

Réplicas (3X)
Docking com PyRosetta
Peptideo Modelo

STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSL
INPUT

Figura 15. Visdo geral do algoritmo POTTER usando os pardmetros: G =5, M =6 ¢ R = 3. Em laranja
temos a proteina Spike acoplado aos peptideos mutantes em verde, ciano e vermelho. Em roxo temos o peptideo

otimizado selecionado.
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4.7 Estudo de caso

Para avaliar o algoritmo POTTER, realizaram-se trés estudos de caso (Tabela 5). Os parametros
para cada estudo foram escolhidos de forma a explorar diferentes estratégias de busca no espago
de sequéncias: o Estudo de Caso 1 buscou um equilibrio entre o nimero de mutantes € 0 nimero
de réplicas de docking; o Estudo de Caso 2 priorizou um maior nimero de geragcdes com um
nimero moderado de mutantes; e o Estudo de Caso 3 utilizou uma abordagem de exploracao

intensiva, com um nimero muito elevado de mutantes por geragao.

Em todos os estudos de caso, comegou-se com a sequéncia peptidica
STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSL (também chamada de modelo peptidico). Essa
sequéncia foi obtida da regido da estrutura ACE2 que interage com a proteina Spike (PDB ID:
6MO0J) [2]. A sequéncia foi extraida usando a ferramenta de cddigo aberto PyMOL. Os
parametros utilizados nos estudos de caso como: Geragdes (quantas vezes o processo se repete),
Mutantes (numero de mutantes gerados aleatoriamente a cada geracao), Repeti¢des (nimero de

dockings repetidos para cada mutante), estdo detalhados na Tabela 5.

Tabela 5. Dados para os estudos de caso.

# PDB Sequéncia peptidica inicial Repeticoes Mutacdes Geragodes
1 6MO0J STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSL 50 50 17

2 6MO0J STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSL 3 100 100

3 6MO0J STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSL 3 1000 14

4.8 Validag¢ao por Dinamica Molecular

Para a validagdo dos trés estudos de caso, os trés sistemas foram preparados usando a ferramenta
VMD [75]. Estimaram-se os estados de protonagdo usando o conjunto de software APBS-
PDB2PQR [71]. As simulacdes seguiram todas as etapas cldssicas de uma preparagao,
solvatacao, neutralizagdo, minimizacao em duas etapas, equilibrio em duas etapas e, finalmente,
simulacdo de producdo. Os sistemas foram solvatados utilizando uma caixa cubica de 10 A.
Além disso, adicionaram-se ions Na+ e Cl- usando a ferramenta de extensdo VMD. Apos a

preparacdo, realizaram-se 10.000 etapas de simulagdo MD para cada sistema usando a
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ferramenta NAMD na temperatura de 310 K [77]. Cada etapa consiste em um quadro de 20 ps,
totalizando 200 ns para cada sistema. As condigdes de contorno periddicas (PBC) foram

estabelecidas em um corte de 10 A de cada fronteira.

As analises de RMSD foram realizadas utilizando a ferramenta VMD, através do
comando Measure rmsd (“VMD Measure Documentation’) [75]. Graficos 2D-RMDS (quadros
todos contra todos) foram projetados usando MDAnalysis [78,79], numpy [80] e biblioteca
Matplotlib [81].
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5. Resultados e discussao

Inicialmente, analisou-se a estrutura da proteina Spike do SARS-CoV-2 complexada com a
ACE2. O objetivo inicial era propor um peptideo que se ligasse a proteina Spike, competindo
com a ligacao que ocorre com a ACE2. A hipdtese € que poder-se-ia propor um peptideo que
se liga a proteina Spike analisando uma estrutura obtida experimentalmente (PDB: 6MO0J).
Assim, a parte da estrutura da ACE2 que se liga a proteina Spike seria um ponto de partida.
Utilizou-se a ferramenta PyMOL para detectar os residuos que conectam as duas proteinas.
Percebeu-se que os principais residuos que interagem com a proteina Spike estio em uma alfa
hélice.  Extraiu-se assim, a sequéncia STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSL
correspondente a esta regido. ApoOs extrair essa sequéncia, realizou-se a modelagem peptidica

utilizando ColabFold. A estrutura obtida foi denominada "modelo peptidico".

A estrutura da proteina Spike (cadeia E) foi extraida do PDB 6MO0J. Em seguida, o
modelo peptidico foi acoplado a estrutura da ACE2 usando PyRosetta. Por fim, a estrutura da
Spike e o modelo peptidico foram utilizados como entrada para o algoritmo POTTER, que foi
executado em trés experimentos com os seguintes parametros: (i) réplicas: 50, mutantes: 50 e
geracoes: 17; (i1) réplicas: 3; mutantes: 100; geracdes: 100; e (iii) réplicas: 3, mutantes: 1000,

geragdes: 14.

Para cada experimento, avaliaram-se todas as geragdes e selecionaram-se os mutantes
que apresentaram melhor ligagdo com a proteina Spike. O programa define o melhor peptideo
utilizando a porcentagem de residuos em contato (maior ocupagdo - HO). No entanto, muitos
outros fatores podem ser utilizados para escolher o melhor peptideo. O algoritmo retorna uma
série de métricas, como contatos e pontuagdo de encaixe. Portanto, realizou-se uma etapa
subsequente de curadoria manual para selecionar o melhor peptideo, conforme descrito na secao

de Metodologia (item 4.3).

Nesta fase, filtraram-se os complexos cuja pontua¢do de docking retornada pela
ferramenta PyRosetta foi negativa. Analisou-se, entdo, manualmente cada uma das estruturas
usando a ferramenta PyMOL. O peptideo em uma pose mais proxima do sitio de ligacao foi
selecionado como a melhor pose pela curadoria manual (MC). Além disso, considerou-se um
caso em que o melhor peptideo foi selecionado com base no Menor Docking Score (LDS). Os

resultados estdo resumidos na Tabela 6:
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Tabela 6. Peptideos selecionados por curadoria manual, menor pontuagdo de docking e maior ocupagao

versus peptideo inicial.

Estudo de caso CS1 CS2 CS3
PDB 6MO0J 6MOJ 6MOJ
Receptor Spike (6MOJ:E) Spike (6MOJ:E) Spike (6MOJ:E)
Sequéncia peptidica ~ STIEEQAKTFLDKFNHE STIEEQAKTFLDKFNHEAEDL STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLF
inicial AEDLFYQSSL FYQSSL YQSSL
Numero de residuos 27 27 27
Ocupacio 55% 47% 42%
Docking score 54 170 78
Parametros
Replicacdes (por
docking) 50 3 3
Mutantes (por
geracio) 50 100 1000
Geragoes(max.) 17 100 14
Curadoria Manual (MC)

AIIEEQWGRAAEVFWAS ATVEENSRTYIDHFNRATDD
Melhor peptideo (MC) SLASYQ YWATVETFD TEEQAKTFLDFDLFWQSSLN
Geracio (MC) 6 14 2
Docking score (MC) -194.71 -177.7 -224.52
Ocupagio (MC) 41% 37% 33%
Identidade 29% 29% 57%
Menor Docking Score (LDS).
Melhor peptideo ATTEEQWGRAAEVFWAS SAIDAATKTYVAKMEHDDE
(LDS) SLASYQ DWFSSLAAWE TEEQAKTFLDFDLFWQSSLN
Geracao (LDS) 6 54 2
Docking score (LDS) -239 -233.44 -224.52
Ocupacgao (LDS) 36% 40% 30%
Identidade 29% 39% 57%
Maior Ocupacio (HO)

ESIDAGFPRAAELFYESA TTIEAQAHSMIERWPRDTAE
Melhor peptideo (HO) LSSMN WWTAIATMD TEENAKSFVDFDLFYQATLQ
Geracao (HO) 16 87 10
Docking score (HO) 1432 302 123
Ocupaciao (HO) 71% 68% 67%
Identidade 23% 17% 43%
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Observou-se que, em alguns casos, o peptideo selecionado pelo critério de Menor
Docking Score (LDS) possuia uma sequéncia idéntica ou semelhante ao selecionado pela
Curadoria Manual (MC). Nesses casos, a analise do especialista considerou que, embora a
sequéncia fosse promissora, a melhor pose (conformacgao) indicada pelo software de docking

ndo era a mais biologicamente plausivel, justificando a sele¢cao manual de uma pose alternativa.

As sequéncias sugeridas pelo algoritmo POTTER apresentaram semelhancgas de
sequéncia (identidade) com o peptideo original variando entre 17% e 57%. Este resultado
denota a importancia da escolha do peptideo inicial no processo de otimizacao. Observou-se
também uma diferenga no tamanho dos peptideos selecionados em relagdo a sequéncia inicial.
Isso ocorre porque o algoritmo POTTER remove, nas geracdes iniciais, os residuos que ndo
interagem com a proteina alvo, permitindo a explorac¢do de peptideos menores e potencialmente

mais eficientes.

Além disso, constatou-se que diferentes parametros de entrada (mutagdes, repeticoes e
geracdes), produziram peptideos com sequéncias bastante distintas. Este fato sugere que a
exploragdo do espacgo de parametros ¢ um passo fundamental na aplicagdo do algoritmo, uma
vez que diferentes estratégias de busca (exploragao vs. explotagdo) podem levar a 6timos locais

distintos.

5.1 Simulac¢oes de dinAmica molecular

Para avaliar as ligagdes entre peptideos e receptores, realizaram-se simulagdes de dindmica
molecular (MD) usando o programa NAMD [70]. Devido as restricdes impostas pelos altos
custos computacionais para a realizagdo de simulagdes MD, foram escolhidos apenas os
complexos sugeridos no estudo de caso 1 para a validacao por DM. A escolha deste caso se deu
por ele representar um equilibrio entre o nimero de mutantes gerados e a quantidade de réplicas
de docking testadas, fornecendo resultados representativos e diversificados para uma analise de
estabilidade mais aprofundada. Construiram-se trés sistemas: (i) proteina Spike complexada
com o modelo peptidico; (ii) proteina Spike complexada com o peptideo de menor pontuagao

de docking (LDS); e (iii1) proteina Spike complexada com o peptideo de maior ocupacao (HO).

A simulagdo MD foi iniciada com base na hipotese de que o peptideo ja estava conectado
a regido de ligacdo da proteina Spike. O objetivo era verificar se o peptideo permaneceria

conectado a proteina ap6s um certo tempo (definiu-se arbitrariamente o tempo para 200ns).
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Portanto, realizaram-se 200ns (10.000 frames) de simulagdes MD para cada sistema. A Figura
16 ilustra trés frames de cada simulagdo MD (frame 0 - o primeiro; frame 5.000 - o meio; e
frame 9.999 - o Gltimo). O peptideo permaneceu conectado a estrutura da proteina durante todo

o periodo de simulacao MD nos trés casos.

Modelo peptidico

Framé 0 (0 ns)

v

T
S el W
o T, ©
‘,\\4/

Peptideo-LDS

Frame 0 (0 ns)

> ¥

~

doS'L /\”55 %
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Frame 0 (0 ns) Frame 5000 (100 ns) Frame 9999 (200 ns)
Figura 16. Frame 0 (0 ns), 5000 (100 ns) e 9999 (200ns) das trés simulagdes MD: Spike complexado

com o modelo peptidico (topo); Spike complexada com o peptideo LDS (meio); e Spike complexado com o

peptideo HO (parte inferior).
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Observa-se nesta figura que as mutagdes feitas no peptideo alteraram sua estrutura
secundaria. Inicialmente, o peptideo, que era um fragmento da estrutura ACE2, manteve sua
estrutura de alfa-hélice. As mutagdes MC/LDS e HO mantiveram apenas 29% e 23% de
identidade de sequéncia, respectivamente. Logo, a estrutura 3D assumiu novas conformacdes.
Isso permitiu que o peptideo se ligasse a mais residuos da proteina Spike ou com uma energia
de ligagdo mais alta (se considerarmos o docking score). No entanto, isto causou maior
mobilidade do peptideo. Notavelmente, observou-se que no complexo da Spike com o peptideo
HO, o peptideo entranhou a proteina S. Observou-se que, no complexo da Spike com o peptideo
HO, o peptideo se inseriu mais profundamente em uma cavidade na superficie da proteina S.

Os detalhes serdo discutidos mais detalhadamente nas proximas segoes.

5.2 A importancia dos complexos proteina-peptideo

Neste estudo, propos-se um método de engenharia de peptideos que pudessem interagir com
proteinas, neste caso, a proteina Spike do SARS-COV-2. Encontrar um peptideo que interaja
com essa proteina pode ser uma opgao terapéutica no combate a COVID-19. Viérios artigos
relataram estratégias para inibir o SARS-COV-2 usando peptideos. Contudo, esta ndo ¢ uma
tarefa trivial. A presente abordagem foi baseada numa estratégia que parte de um ponto simples:
um peptideo produzido a partir de um fragmento da proteina ACE2. Utilizando uma estratégia
baseada em um algoritmo genético, a estratégia (POTTER) tenta encontrar um peptideo

otimizado para esta ligacao.

A Figura 17 ilustra nosso ponto de partida (estrutura 6M0J), como extraimos o peptideo
modelo (estrutura cor de salmdo) e, finalmente, como obtivemos um peptideo mutado
otimizado. Neste exemplo, as linhas indicam ligagdes de hidrogénio que conectam as interfaces

de peptideos e proteinas.
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Figura 17. As intera¢Ges do tipo ligagdes de hidrogénio sdo realizadas entre o peptideo-modelo e o
receptor, bem como o peptideo curado manualmente e o receptor. As interagdes ndo foram representadas em escala

real. Figura gerada usando ChimeraX.

A seleg¢do do melhor peptideo (ou seja, aquele mais otimizado para ligagdo a Spike) foi
baseada em diversas estratégias. Na realizagdo da Curadoria Manual (MC), o critério adotado
foi a localizagdo exata do peptideo nas interfaces SARS-CoV-2 RBD-ACE?2, aliada a um maior
nimero de interagdes iOnicas, interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio e empilhamento
aromatico Considerou-se este parametro mais robusto, pois, diferentemente dos outros critérios

puramente quantitativos como o Menor Docking Score (LDS) e a Maior Ocupacao (HO), a
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curadoria manual incorpora uma analise qualitativa da pose, garantindo que a orientagdo do
peptideo seja biologicamente relevante para a inibigdo. Quanto aos demais parametros, 0s
modelos peptidicos também estdo na interface, mas nem todos possuem a mesma cobertura,
como ¢ o caso do Lowest Docking Score (LDS). Alguns parametros estdo resumidos na Tabela

7.

Na verdade, o docking score ¢ um critério que tem sido amplamente criticado na
literatura [82]. Muitas vezes, a melhor pose nem sempre ¢ aquela com a menor pontuacao de
encaixe. Isso porque essa pontuagdo ¢ definida com base em critérios estabelecidos pela
ferramenta de docking (no caso, PyRosetta). No entanto, apesar de suas limitagdes, ele ndo deve
ser descartado. Combinado com outras estratégias, como o nimero de contatos realizados ou a
analise manual do local de ligacdo, pode-se utilizar este critério na tomada de decisdo. Foi o

que se fez para selecionar o melhor peptideo com base na curadoria manual.

Uma premissa geralmente aceita ¢ que as proteinas que interagem tém um alto grau de
complementaridade superficial, mas a complementaridade eletrostatica também ¢ observada
[83]. As interfaces proteina-peptideo sdo ambientes complexos; seria inviavel detalhar as
interagdes entre os residuos com base em analises fisico-quimicas. Uma das alternativas ¢
considerar os estudos ja conhecidos sobre estrutura e interagdes proteina-peptideo, bem como
a preferéncia de contato residuo-residuo, ou seja, derivar potenciais de interagdo a partir das
propensdes dos residuos em interagirem entre si, como observado na cole¢dao de estruturas

conhecidas de complexos de proteinas [84].

Observa-se que residuos com cargas opostas tendem a entrar em contato entre si. A
orientagdo relativa dos grupos carregados de ambos os residuos sugere atragdo eletrostatica
entre eles. Isto se deve aos grupos carregados que estao espacialmente proximos uns dos outros
nos pares observados, sugerindo que eles interagem entre si. H4 trés aminoacidos que podem
adquirir carga positiva (cation): lisina, arginina e histidina, e ha dois aminoéacidos que podem
adquirir carga negativa (anions): aspartato e glutamato. As interacdes atrativas observadas nas
interfaces proteina-peptideo sdo devido a aminoacidos polares carregados com cargas opostas,
entre Arg-Glu, Arg-Asp, Lys-GLu. Pares de aminoacidos positiva e negativamente carregados
podem realizar intera¢des idnicas e ligagdes de hidrogénio ao mesmo tempo, proporcionando

uma interagao mais forte denominada de ponte salina.
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Figura 18. Perfil de interagdes estudo de caso 1. Podemos observar no primeiro quadrante A o peptideo
modelo (inicial) onde a ocupagdo € de 55% e um total de 27 residuos interagindo entre Proteina Spike e o peptideo
inicial. O peptideo por MC apresenta uma ocupagdo de 41%. No modelo LDS apresenta uma ocupagdo de 36%.

No modelo HO apresenta uma ocupagédo de 71%.
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Figura 19. Perfil de interagdes estudo de caso 2. Podemos observar no primeiro quadrante B o peptideo
modelo (inicial) onde a ocupagdo é de 47% e um total de 27 residuos interagindo entre Proteina Spike e o peptideo
inicial. J& o peptideo MC apresenta uma ocupagao de 37%. No modelo LDS apresenta uma ocupagdo de 40%. No

modelo HO apresenta uma ocupagéo de 68%.
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Figura 20. Perfil de interagdes estudo de caso 3. Podemos observar no primeiro quadrante C o peptideo
modelo (inicial) onde a ocupagdo ¢ de 42% e um total de 27 residuos interagindo entre Proteina Spike e o peptideo
inicial. Ja o peptideo MC apresenta uma ocupagéo de 33%. No modelo LDS apresenta uma ocupagdo de 30%. No

modelo HO apresenta uma ocupagédo de 67%.

Nas interagdes de empilhamento, as nuvens eletrostaticas dos anéis se alinham,

resultando em uma interagdo estavel e ndo covalente. Essa forma de interacao ¢ especialmente
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favorecida pelo efeito hidrofobico originado pelas regides apolares das moléculas. Nota-se a
presenca de residuos como tirosina e triptofano, esses dois aminodcidos possuem cadeias
laterais anfipaticas com volume estérico e flexibilidade suficientes, permitindo a formagao da
interface de ligagdo para otimizar a complementaridade, uma vez que o efeito hidrofébico

desempenha um papel importante no enovelamento e estabilidade da proteina.

Varios estudos relatam o papel central do efeito hidrofobico no dobramento e
estabilidade de proteinas ¢ também uma tendéncia de moléculas apolares de se agruparem para
minimizar seu contato com a agua. Nos dados apresentados observa-se uma quantidade
significativa de interagdes hidrofobicas na interface proteina-peptideos, isso sugere que o efeito
hidrofobico também estabiliza os complexos proteicos. Glaser, ef al. (2001) relata que pares de
residuos polares e carregados sugerem que o efeito hidrofobico deriva pelo menos parcialmente
de suas preferéncias de emparelhamento. Em nosso estudo as interagdes do tipo hidrofébicas
apresentam uma predominancia entre residuos aromaticos da proteina com residuos polares dos
peptideos. Os residuos de aminoéacidos predominantes sdo a tirosina e o triptofano. Esses dois
aminoacidos apresentam cadeias laterais anfipaticas e com volume estérico e flexibilidade

suficientes permitindo que a interface de ligagao se molde para otimizar a complementaridade.

Kiran, et al. (2023) relata em seu estudo que a composicao de residuos das interfaces
proteicas dificilmente difere de outras regides da proteina [85]. Os residuos hidrofobicos
tendem a ocorrer com mais frequéncia em grandes superficies de contato, enquanto os residuos

polares prevalecem em pequenas superficies em interagdes proteina-peptideos.

A relagdo entre Constante de dissociacdao (Kqg) e Energia livre de Gibbs (AG) fornece
uma perspectiva importante sobre a estabilidade de interagdes moleculares, como as que
ocorrem entre receptores e ligantes. Valores menores de Kqindica que o complexo se dissocia
com dificuldade, resultando em um AG negativo e indicando a formacdo do complexo ¢
espontanea. Os valores apresentados na Tabela 7, foram calculados utilizando a Web Server

Prodigy [86,87].

Tabela 7. Peptideos selecionados por curadoria manual, menor pontuagdo de docking e maior ocupagéo
versus peptideo inicial, onde demonstramos o perfil de interagdes de cada um selecionado. Os valores da constante
de dissociagdo (Kg) indica que a proteina tem uma alta afinidade pelo ligante, ou seja, o complexo proteina-ligante

¢ estavel e se forma facilmente.
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Estudo de caso CS1 CS2 CS3
PDB 6MOJ 6MOJ 6MOJ
Receptor Spike (6MOJ:E) Spike (6MOJ:E) Spike (6MOJ:E)
Sequéncia peptidica =~ STIEEQAKTFLDKFNHE STIEEQAKTFLDKFNHEAEDL STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLF
inicial AEDLFYQSSL FYQSSL YQSSL
AG (kcal/mol)
-9.8 -9.8 -9.8
Kd (M) em°C
1.9x10°%8 1.9x10°%8 1.9x10°%8
Interacdes
Atrativas
Aromaticas 0 0 0
Pontes de Hidrogénios 21 21 21
Hidrofobicas 14 14 14
Curadoria Manual (MC)
AIIEEQWGRAAEVFWAS ATVEENSRTYIDHFNRATDD
Melhor peptideo (MC) SLASYQ YWATVETFD TEEQAKTFLDFDLFWQSSLN
AG (kcal/mol)
-10 -13.5 9.5
Kd (M) em°C
4.5x1077 1.20x10-1° 1.00x10°7
Interacoes
Atrativas 2 4
Aromaticas 11
Pontes de Hidrogénios 10 5
Hidrofébicas 29 27 37
Menor Docking Score (LDS).
Melhor peptideo ATTEEQWGRAAEVFWAS SAIDAATKTYVAKMEHDDE
(LDS) SLASYQ DWFSSLAAWE TEEQAKTFLDFDLFWQSSLN
AG (kcal/mol)
-10 -9.7 9.5
Kd (M) em°C
4.5x1077 7.20x10%8 1.00x10°7
Interacoes
Atrativas 4
Aromaticas 11
Pontes de Hidrogénios 5
Hidrofobicas 29 22 37
Maior Ocupagao (HO)
ESIDAGFPRAAELFYESA TTIEAQAHSMIERWPRDTAE
Melhor peptideo (HO) LSSMN WWTAIATMD TEENAKSFVDFDLFYQATLQ
AG (kcal/mol)
-13.6 -13.6 -12.3
Kd M) em °C
1.00x10-1° 9.70x10-! 1.00x"%°
Interagoes
Atrativas 1 0 0
Aromaticas 2 0 11
Pontes de Hidrogénios 12 18 10
Hidrofébicas 45 27 36
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5.3 Comparaciao com outras propostas de engenharia de peptideos descritas na literatura

Diversas metodologias computacionais e experimentais foram desenvolvidas para projetar
novos peptideos ou melhorar os existentes que podem inibir a proteina Spike do SARS-CoV-2,
ligando-se ao seu dominio de ligacao ao receptor (RBD). Por exemplo, Valiente et al. (2021)
empregaram métodos in vitro para criar inibidores do peptideo D que imitam a hélice de ligagao
al da ACE2. Seus melhores projetos exibiram afinidades de ligacdo ao RBD de 29 e 31 nM,
respectivamente, e bloquearam a infec¢ao de células Vero por SARS-CoV-2 com valores IC50
de 5,76 € 6,56 uM [88]. Métodos in silico também tém sido amplamente utilizados, com graus
variados de sucesso. Sitthiyotha e Chunsrivirot (2021) utilizaram simulagdes de dindmica
molecular para orientar o projeto de peptideos com afinidades de ligacao aprimoradas ao RBD
do SARS-CoV-2 em comparagdo com o receptor ACE2 humano, identificando mutag¢des que
melhoram a ligacao do peptideo ao RBD [89]. Da mesma forma, Sun ef al. (2023) empregaram
simulagdes de dindmica molecular de multiplas réplicas para investigar a ligagdo competitiva
de proteinas ACE2 projetadas, especificamente variantes 3N39 e 3N94, ao RBD do SARS-
CoV-2. Ao modificar os tipos de residuos proximos a interface de ligagdo, as proteinas ACE2
projetadas alteram a distribuicdo do potencial eletrostatico e reconfiguram a rede de ligagdes

de hidrogénio, resultando na ligacdo modificada ao RBD [90].

O estudo de B.Robson, descreveu o uso de sistemas Q-UEL para facilitar o acesso a
sequéncias de aminoacidos que estdo bem conservadas em muitos coronavirus, incluindo
SARS-CoV-2, e para interagir com ferramentas de bioinformatica padrdo disponiveis
publicamente [91]. A sequéncia KRSFIEDLLFNKYV foi considerada particularmente bem
conservada em seu estudo e corresponde a regido ao redor de um dos locais de clivagem
conhecidos do virus SARS que, acredita-se, serem necessarios para ativar o virus para entrar
nas células [78,91,92]. Sua proposta € um epitopo especifico de vacina sintética e um agente
peptidomimético. Infelizmente, na regido utilizada, regides da superficie das proteinas ficam
expostas e sao mais suscetiveis a mutagdes [84,93]. Isso demonstra que a proposta do autor
pode se tornar ineficiente devido ao escape de mutagdes, ou tais mutacdes alteram uma vez o
mecanismo de entrada viral, pois se sabe que os coronavirus reconhecem diferentes receptores

e possuem mecanismos de entrada de acordo com o género ao qual pertencem.

Neste estudo, apresenta-se uma ferramenta que propde a engenharia de
peptidomiméticos baseados na regido de interagdo SARS-CoV-2-RBD/ACE2, uma regiao
menos suscetivel a mutagdes, para que no desenvolvimento de futuros protétipos terapéuticos,

ndo se tornem obsoletos ou ineficazes ao longo do tempo. Outro fator ¢ a capacidade de
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direcionar a engenharia para um género especifico. A ferramenta POTTER utiliza o receptor
como ponto de partida, mitigando assim possiveis interferéncias ou interagdes indesejadas. A
ferramenta POTTER foi projetada para atingir interagdes especificas, usando o receptor ACE2
como ponto de partida. Esta abordagem ¢ semelhante a outros estudos onde varreduras
computacionais sdo usadas para criar peptideos a partir da andlise da regido de interagdo

RBD/ACE2, minimizando assim potenciais interferéncias ou intera¢des indesejadas.

5.4 Importancia dos parametros POTTER

Conforme discutido anteriormente, realizaram-se trés estudos de caso com POTTER utilizando
parametros diferentes. Determinar os melhores parametros ¢ uma tarefa complexa. Portanto,
realizaram-se estudos de caso variando o niimero de geragdes, mutagdes por geracdo e réplicas
para cada experimento de docking. Aumentar consideravelmente todos esses parametros

acarreta um alto custo computacional, o que pode inviabilizar a execu¢do do POTTER.

A Figura 21 e 22 ilustram os resultados das pontuacdes de docking e da ocupagdo para
cada geracao nos trés estudos de caso. Nota-se que para pontuagdes de encaixe, valores mais
baixos indicam melhor interagdo. Por outro lado, quanto maior a ocupagdo (nimero de residuos
realizando contato), melhor serd a interagcdo. A seta vermelha indica em qual geragdo o melhor
peptideo foi selecionado. Nota-se que os peptideos com melhores resultados ndo sao
encontrados na ultima geracdo. A cada geragado, o peptideo escolhido como melhor resultado ¢
selecionado para a proxima geracdo, mas nao ¢ utilizado para comparacdes nessa geracao.
Apenas mutantes deste peptideo sdo utilizados. Isto se deve a um comportamento estabelecido
pelo POTTER para remover o viés do algoritmo genético, no qual o algoritmo atinge um
minimo de energia logo no inicio. Se o peptideo descartado em uma dada geragao for, no final,
o melhor peptideo em todo o processo, o usudrio podera seleciond-lo apds a conclusdo da

execug¢ao do algoritmo, pois todos os resultados sdo arquivados em formato CSV.



69

Maior Ocupagao (HO)

80% '
60% /\/_/\’\/_\/\

40%

Estudo de caso 1

CS1/Ocupagdo

20%

0%
2 4 6 8 10 12 14 16

Geragdo

CS2/Ocupacao versus Geragao

80% ’

60%

-
o
R

Estudo de caso 2

CS2/0cupagdo

)
=}
R

0%
20 40 60 80 100

Geragdo

CS3/Ocupacao versus Geracao

80% ’

60%

CS3/0cupagdo

40%

20%

0%
2 4 6 8 10 12 14

Geragdo

Figura 21. Selegdo dos melhores peptideos por geragdes para os estudos de caso 1, 2 e 3 de acordo com

a maior ocupagdo (HO). A geracdo em que cada melhor peptideo ¢ obtido estd destacada por uma seta vermelha.
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Figura 22. Sele¢do dos melhores peptideos por geragdes para os estudos de caso 1, 2 ¢ 3 de acordo com

a menor docking score (LDS). A geragdo em que cada melhor peptideo ¢ obtido esta destacada por uma seta

vermelha.
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A figura 22 mostra os resultados alcangados em cada estudo de caso e aponta os efeitos
que podemos esperar de cada parametro do algoritmo. Como podemos ver nos graficos LDS e
HO no estudo de caso 1 (G=17, M=50, R=50), equilibrar a exploragao do espago de sequéncias
(numero de peptideos mutantes) com a profundidade da analise de cada mutante (nimero de
réplicas testadas) resultou em um comportamento pouco consistente do algoritmo, com a
pontuacdo de docking mais baixa sendo alcancada relativamente cedo e um ligeiro aumento
geral na ocupacdao ao longo das geragdes. Porém, apos a décima geracdao, a pontuagdao de
docking aumentou, atingindo um patamar. O maior valor de ocupagdo s6 foi encontrado na
décima sexta geracdo. Recomenda-se que recomendamos ter um valor de pontuagdo de docking

baixo ¢ um valor de ocupacgio alto para escolher o melhor peptideo.

O estudo de caso 2 (G=100, M=100, R=3) mostra como o uso de poucas replica¢des
com poucos modelos pode levar a resultados instaveis (considerando a pontuacdo de docking).
Enquanto o primeiro estudo de caso usa 2.500 dockings por geragdo (50 réplicas para 50
mutantes levando a mais gera¢des, mas a uma avaliagdo menos exaustiva de cada mutante, o
que pode fazer com que bons resultados sejam perdidos em algumas geragdes. Por outro lado,
ao diminuir a demanda computacional por geragcdo, ¢ possivel iterar por mais geragdes.
Resumidamente, menos réplicas reduzem consideravelmente o custo do processamento
computacional, o que permite ao algoritmo atingir mais geragdes em menos tempo. Cada estudo
de caso foi executado em um computador com 32 nucleos e 96 GB de RAM. Os tempos de
execucao refletem o tempo total decorrido do inicio ao fim dos experimentos em um ambiente
de computagdo de alto desempenho, incluindo ndo apenas o tempo de processamento, mas
também tempos de espera em filas de execugdo. O estudo de caso 1 levou aproximadamente 4
meses para 17 geragdes; o estudo de caso 2, 45 dias para 100 geragdes; e o estudo de caso 3, 5

meses para 14 geragoes.

Finalmente, no estudo de caso 3 (G=14, M=1000, R=3), podemos ver como uma
abordagem de exploracdo intensiva do espago de sequéncias (numero de mutagdes elevado)
pode ser benéfica para encontrar as melhores solu¢des antecipadamente. Usando 1000 mutantes
em cada geragdo, identificaram-se bons candidatos apresentando pontuacdes minimas de
docking e ocupagao razoavelmente boa dentro de duas geragdes. Também ¢ importante notar
que, como os resultados sdo encontrados precocemente, a identidade da sequéncia original

também € a mais elevada.
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5.5 Insights obtidos pelas simulacées MD

As simula¢des MD demonstraram que os peptideos sugeridos por POTTER para o estudo de
caso 1 foram mantidos na regido mais proxima do sitio de ligacao da proteina Spike durante os
200ns de simulacdo. Estes resultados corroboram parcialmente os resultados de docking e
ocupacgdo, indicando que os peptideos propostos podem ser bons alvos para inibir a proteina
Spike. No entanto, mais experimentos in silico, in vitro e in vivo devem ser realizados para
confirmar isso. Além disso, os resultados das simulagdes MD devem ser avaliados
cuidadosamente. Em particular, ao se comparar a mobilidade do peptideo quando se liga a
proteina. A Figura 23 apresenta os graficos de linhas 2D-RMSD, RMSD e RMSF dos trés

sistemas analisados.
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Figura 23. Grafico de linhas 2D-RMSD, RMDS e RMSF para as trés simulagdes MD: pico complexado
com o modelo peptidico (A, D e G, respectivamente); Spike complexada com o peptideo LDS (B, E e H,

respectivamente); e Spike complexado com o peptideo HO (C, F e I, respectivamente).
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Quando se observa o grafico 2D-RMSD, pode-se ver que a ligacdo entre o peptideo
inicial e a Spike tem uma mobilidade menor (Figura 23A) em comparagdo com o complexo
Spike-LDS e o complexo Spike -HO. Embora um platdé ndo seja claramente observado no
grafico RMSD vs. frame (Figura 23D), o pico na variagdo do RMSD foi de 4 A, que é inferior
aos picos obtidos nos outros sistemas. Além disso, podem-se observar clusters que representam
as conformacdes mais adotadas com base nos quadrados mais azuis formados na regido proxima
a diagonal central. Na Figura 23A-C, as cores quentes podem indicar maior mobilidade,

enquanto as cores frias podem indicar menor mobilidade.

Como o peptideo selecionado na curadoria manual (MC) para o Estudo de Caso 1 possui
a mesma sequéncia do peptideo LDS, a analise de sua simula¢do (Figura 23B, E, H) ¢ a mesma.
Observa-se que este peptideo apresentou maior variagdo no RMSD na comparagdo dos 10.000
frames. Confirmam-se visualmente as variagdes nas poses deste peptideo quando se analisa a
Figura 16 (linha do meio). Tais alteragdes nas posigdes de ligacao a proteina podem indicar que

o peptideo possui alta flexibilidade no sitio de ligagao.

Isso sugere que, embora o processo de otimizacdo tenha sido bem-sucedido em
aumentar as métricas de afinidade previstas (in silico), ele pode ter introduzido uma maior
flexibilidade conformacional. Este resultado indica um possivel trade-off entre a afinidade de
ligacdo e a estabilidade estrutural do complexo, um fator que devera ser mais explorado em

estudos futuros com simula¢des de maior duragdo e outras técnicas biofisicas.
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6.Conclusao

Neste estudo, propos-se um método para a engenharia e otimizacao de peptideos com vistas a
conferir capacidade de inibi¢do direcionada a proteinas especificas. Para tal finalidade, foi
desenvolvido um algoritmo de codigo-fonte aberto combinando docking molecular, algoritmos
genéticos e andlise automatizada de contatos. Testes in silico, como a dindmica molecular,
corroboram a efetividade do algoritmo, o que sugere que este ¢ muito promissor para tal

finalidade.

A metodologia possui alta especificidade com o sitio selecionado para inibi¢ao, uma
vez que o peptideo modelo utilizado como ponto de partida para propor novos peptideos ¢
selecionado de acordo com o alvo de interesse. A sele¢do do melhor peptideo (ou seja, aquele
mais otimizado) pode ser baseada em diversas estratégias, como perfil de ligacdo, a
porcentagem de residuos em contato no sitio de ligacdo especificado e a pontuagio de docking.
Os trés estudos de caso apresentados foram submetidos a simulagdes de dinamica molecular®*,
nas quais** o peptideo permaneceu conectado a estrutura da proteina durante todo o periodo de

simulacao em todos os casos.

Do ponto de vista computacional, vislumbram-se pelo menos dois caminhos que podem
ser tomados por trabalhos futuros: o primeiro deles diz respeito a otimiza¢do computacional do
método. Durante o desenvolvimento, observou-se que reduzir o nimero de réplicas reduz
consideravelmente o custo do processamento computacional, o que permite ao algoritmo atingir
mais geragdes em menos tempo. Esta abordagem, no entanto, reduziria a exploracao de poses
para um mesmo peptideo, diminuindo assim a probabilidade de a melhor conformacao
encontrada ser de fato a melhor conformacdo possivel. Uma alternativa para melhorar seu
desempenho ¢ gerar uma versao paralelizada das fungdes, tornando assim o processo mais agil

e utilizando os recursos computacionais de forma mais eficiente.

O segundo caminho consiste em utilizar algoritmos de docking que sejam mais
computacionalmente eficientes ou com maior assertividade no processo, garantindo assim
melhores resultados. Para isso, € possivel testar algoritmos e fung¢des de pontuagdo mais

recentes, como métodos baseados em inteligéncia artificial.

Como vantagem, a ferramenta desenvolvida utiliza o receptor como ponto de partida,

mitigando assim possiveis interferéncias ou interagdes indesejadas e foi projetada para atingir
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interagdes especificas. Além disso, como perspectivas para o futuro, pretende-se sintetizar os
peptideos propostos, seguidos de experimentos para verificar as interagdes entre peptideos e

ligantes.

Adicionalmente, a ferramenta POTTER, que foi originalmente projetada para a
otimizagdo de peptideos contra a proteina Spike do SARS-CoV-2, pode ser adaptada para
diversas outras aplicacdes na pesquisa biomédica. Por exemplo, poderia ser utilizada no
desenvolvimento de vacinas, permitindo o design de peptideos miméticos de epitopos de
antigenos para imunizag¢do contra diferentes patogenos. Poderia, ainda, ser aplicada na criagdo
de terapias direcionadas, projetando peptideos capazes de se ligar seletivamente a receptores
celulares especificos, uteis em tratamentos contra o cancer ou em estudos de modulagdo de vias
metabolicas e sinalizacdo celular. Espera-se também que as estratégias computacionais aqui
aplicadas possam ser estendidas ao projeto de peptideos utilizados para aplicagdes

farmacéuticas.
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