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RESUMO

A doenca de Zika, causada pelo virus de mesmo nome, geralmente se manifesta com
sintomas leves, mas pode resultar em complicagcbes graves, como a sindrome
congénita de Zika em recém-nascidos e Guillain-Barré em adultos. Nao existem
tratamentos aprovados, sendo necessarios estudos nesse sentido. A protease NS2B-
NS3 realiza um papel essencial na replicagdo viral, tornando-se um alvo promissor
para estudos de desenvolvimento de farmacos. Este trabalho integrou abordagens
computacionais e experimentais para identificar inibidores desta protease. O protocolo
de triagem virtual foi desenvolvido considerando as estruturas resolvidas
experimentalmente da enzima, levando em consideragao sua estrutura e conformagao
do sitio ativo. O programa utilizado foi o Dock6 e a validagdo do protocolo foi feita em
relacdo a reproducdo de poses cristalograficas (cross-docking) e a performance na
triagem virtual (avaliacdo da AUC da curva ROC e fator de enriquecimento). O cross-
docking nao obteve sucesso na reprodugcdo de poses em nenhuma estrutura
tridimensional utilizada. Devido ao predominio de ligantes macrociclicos, foram
realizados estudos sobre o impacto do uso de conformagdes de entrada mais
similares as poses cristalograficas no sucesso do cross-docking, mas nao observou-
se melhora significativa no resultado. Foram construidas curvas ROC utilizando dois
conjuntos testes, decoys gerados pelo DUD-E e compostos inativos reportados na
literatura. A curva referente ao primeiro grupo apresentou baixa performance (AUC =
0,487), enquanto a do segundo apresentou um excelente desempenho (AUC = 0,962).
No entanto, esse resultado pode estar enviesado devido as caracteristicas dos
ligantes inativos, que possuem predominio de cargas 0 e 1, enquanto entre em relagéo
aos ligantes ativos predominam ligantes com cargas 3. Além do sitio ativo ter
caracteristica negativa, a fungcdo de pontuagdo empregada nao considera a energia
de dessolvatagao, favorecendo compostos com carga formal positiva. A partir da
triagem virtual da biblioteca BraCoLi foram selecionados dezesseis compostos, dos
quais 10 foram disponibilizados e submetidos a experimentos in vitro. Todos
apresentaram baixa inibigdo quando avaliados a 100 pM. O ligante BR20151 (31% de
inibicdo) foi submetido a caracterizagbes adicionais que indicaram comportamento

agregador para a molécula.

Palavras-chaves: Zika virus, planejamento de farmacos, triagem virtual



ABSTRACT

Zika disease is caused by the Zika virus and is known to cause mild symptoms but
also result in severe complications such as Zika congenital syndrome in newborns and
Guillain-Barré syndrome in adults. There are no approved treatments, thus further
research in this direction is needed. The NS2B-NS3 protease plays a crucial role in
viral replication, making it a promising target for drug development studies. This work
integrated computational and experimental approaches to identify protease inhibitors.
The virtual screening protocol was developed considering experimentally resolved
enzyme structures, taking into account its overall structure and active site
conformation. Dock6 was employed for docking, and the protocol was validated
considering the reproduction of crystallographic poses (cross-docking) and its
screening performance (based on evaluation of the ROC curve's AUC and enrichment
factor). Cross-docking results did not succeed in any structure considered. Due to the
prevalence of macrocyclic ligands, we evaluated the impact of using entry
conformations more similar to the crystallographic poses on the success of cross-
docking, but no significant improvement was observed. ROC curves were constructed
using two test sets: decoys generated by DUD-E and inactive compounds reported in
the literature taken from Abrams (2020). The curve for the first group showed low
performance (AUC = 0.487), while the second exhibited excellent performance (AUC
= 0.962). However, this result may be biased due to the characteristics of inactive
ligands, which predominantly have charges of 0 and 1, compared to active ligands
among which charges of 3 dominate. Besides, the active site has a negative
electrostatic potential, and the scoring function employed does not consider the
desolvation energy, favoring compounds with a positive formal charge. Virtual
screening of the BraColLi library resulted in a selection of sixteen compounds, of which
10 were made available and subjected to in vitro experiments. All showed low inhibition
when evaluated at 100 uM. The ligand BR20151 (31% inhibition) underwent additional

characterizations indicating an aggregating behavior for the molecule.

Key words: Zika virus, drug design, virtual screening
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1 Introducao

1.1 Histérico e epidemiologia
Em 1946, a floresta de Zika, localizada na Peninsula de Entebbe, Uganda, sediava
estudos sentinela com macacos rhesus, originalmente destinados a pesquisas
relacionadas a febre amarela. No entanto, em 1947, os pesquisadores isolaram um
virus até entdo desconhecido, o qual recebeu o0 nome de “Zika virus” em homenagem
a essa floresta. No ano seguinte, em 1948, esse virus também foi isolado em Aedes
africanus, indicando a possibilidade de transmissao por artropodes (DICK; KITCHEN;
HADDOW, 1952).

Os primeiros indicios de infecgdo humana causada pelo Zika virus comegaram a surgir
na década de 1950, assim como sua disseminagdo por alguns paises africanos e
asiaticos (OLSON et al., 1981). A primeira epidemia registrada fora da Africa e Asia
ocorreu nas ilhas Yap, em 2007, nos Estados Federados da Micronésia, onde cerca
de 73% da populagao foi acometida pelo virus. Antes disso, apenas quatorze casos
da doencga haviam sido relatados. Os sintomas mais comuns, até o momento, incluiam

febre baixa, rash cutaneo, artralgia e conjuntivite (DUFFY et al., 2009).

Em outubro de 2013, na Polinésia Francesa, eclodiu uma nova epidemia de Zika,
sendo a maior registrada até aquele momento. Além do elevado numero de
contaminagdes com manifestagdes clinicas, observou-se um aumento no numero de
casos de sindrome de Guillain-Barré, associando-a a epidemia (MUSSO; NILLES;
CAO-LORMEAU, 2014; OEHLER et al., 2014). Essa sindrome & um disturbio
autoimune que pode ser desencadeado apoés infecgdes virais, resultando em fraqueza
muscular que pode causar paralisia temporaria e, em casos mais graves, levar o
paciente a obito (KATZ; GILBURD; SHOVMAN, 2019).

No ano de 2015, um surto da doenga se iniciou no estado da Bahia e se espalhou pelo
Brasil (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; KINDHAUSER et al., 2016). Durante
esse periodo, houve aumento nos casos de microcefalia em recém-nascidos,
suspeitando-se de que essa malformacéao estivesse relacionada a doenga. Estudos
posteriores comprovaram essa suspeita, demonstrando a capacidade do virus de
atravessar a placenta e afetar o desenvolvimento fetal (DE ARAUJO et al., 2018; WU
et al., 2016). Um dos mecanismos descritos € a capacidade de induzir apoptose e

autofagia de células progenitoras corticais prejudicando o neurodesenvolvimento do
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feto (CUGOLA et al., 2016). Atualmente, a microcefalia esta categorizada dentro do
que chamamos de sindrome congénita do Zika, a qual engloba diversas anomalias no
desenvolvimento fetal, incluindo problemas oculares e malformagdes cerebrais
(MOORE et al., 2017).

Devido a todo esse histérico, especialmente devido as suas associagdes com
sindromes congénitas, a doenca de Zika foi designada como emergéncia global pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em 2016 (GULLAND, 2016). Embora a
classificacdo de emergéncia global tenha sido retirada, a doenca ainda persiste em
escala global. O boletim epidemiolégico da OMS de fevereiro de 2022 indica que 89
paises e territorios continuam registrando a transmissao da doenga (WORLD HEALTH
ORGANISATION, 2022). Até o momento, ndo foram aprovados medicamentos ou
vacinas para o combate da doenca, ressaltando a necessidade de aprofundar as

pesquisas nessa area.

1.2 Estrutura viral

O Zika virus pertence a familia Flaviridae e ao género Flavivirus, assim como o0s virus
da dengue, encefalite japonesa, febre amarela e virus do Nilo ocidental. Ele é
classificado como um virus de RNA de fita simples de sentido positivo, que utiliza o
hospedeiro para sintetizar uma poliproteina com aproximadamente 3500
aminoacidos. Essa poliproteina é posteriormente processada em trés proteinas
estruturais denominadas capsideo (C), precursor da membrana (prM) e envelope
(Env) e sete proteinas ndo estruturais ( NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5)
(COX; STANTON; SCHINAZI, 2015).

1 122 290 795 1147 1373 1602 2120 2521 3421

EEEmEE- - - -

Figura 1- Estrutura da poliproteina viral. As trés proteinas estruturais sdo capsideo (C), precursor
da membrana (prM), e glicoproteina do envelope (E). As proteinas nado estruturais (NS) estdo
numeradas de 1 a 5. As linhas amarelas indicam os sitios de clivagem pela protease NS3, e os numeros
indicam os aminoacidos ao longo da cadeia. Adaptada de (COX; STANTON; SCHINAZI, 2015).

A proteina NS1 desempenha um papel importante na evasao do sistema imunolégico
do hospedeiro durante a infecg¢ao viral. Embora essa proteina seja compartilhada com
outros membros do género Flavivirus, suas caracteristicas estruturais divergentes

influenciam na especificidade da resposta imune. Além disso, no inicio da infeccéao,
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essa proteina apresenta alta concentragao, o que a torna um biomarcador em testes
diagnodsticos (BROWN et al., 2016; COX; STANTON; SCHINAZI, 2015; XU et al.,
2016).

A NS2A é uma proteina que recruta o RNA viral, as poliproteinas n&o processadas C-
prM-E e o complexo NS2B-NS3 para o local de montagem do virion. Mutagdes nessa
proteina tem a capacidade de interromper o processo de montagem, destacando sua
importancia. No entanto, devido ao seu tamanho reduzido, seu uso como alvo
farmacolégico pode ser dificultado (LEUNG et al., 2008; ZHANG et al., 2019).

As proteinas NS4A e NS4B atuam em conjunto na evasao do sistema imunolégico do
hospedeiro e tém sido associadas a inducao de autofagia nas células do tronco neural,
0 que esta relacionado com o surgimento de sindromes congénitas, como a
microcefalia (MA et al., 2018). A NS4B também desempenha um papel na replicagao
viral, facilitando a formagéo do complexo de replicagéo viral e interagindo com outras
proteinas ndo estruturais do virus (WANG; XIE; SHI, 2022).

A proteina NS5 é conservada entre as diferentes linhagens de Zika virus e
desempenha papeis na replicagao viral e na interacado virus-hospedeiro. Devido as
suas fungdes e a existéncia de caracterizagao estrutural definida, ela é utilizada como
alvo farmacoldgico em pesquisas para o desenvolvimento de inibidores (WANG et al.,
2018).

Embora existam pesquisas para o desenvolvimento de inibidores com foco nas
proteinas nao estruturais NS4B e NS5, para esse trabalho, foi escolhido o complexo
NS2B-NS3. A seguir, serdo apresentados detalhes mais aprofundados sobre esse

complexo e sua importancia no contexto de replicagéo viral.

1.2.1 NS2B-NS3 protease

A proteina NS3 possui dois dominios funcionais distintos em sua estrutura. O primeiro
€ uma serino protease localizada na regidao N-terminal, responsavel por realizar a
clivagem da poliproteina viral em proteinas individuais, além de ter a capacidade de
clivar algumas proteinas do hospedeiro. A segunda regido, localizada na extremidade
C-terminal, corresponde a uma helicase responsavel pelo desenrolamento do RNA
durante ao processo de replicagéo viral (GRUBA et al., 2016; TIAN et al., 2016; XU et

al., 2019). A ativagdo da protease NS3 sé ocorre na presenga do cofator NS2B, pois
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a ligacao entre as proteinas gera uma conformacgao que forma o sitio de clivagem da
poliproteina (XING et al., 2020).

A protease NS2B-NS3 do ZIKV (NS2B-NS3pro ZIKV) possui peso molecular de
aproximadamente 26 kDa e apresenta um sitio ativo raso e exposto ao solvente. Ela
é classificada como uma serino protease e contém a triade catalitica composta pelos

residuos de aminoacidos His51, Asp75 e Ser135, que sao conservados nessa familia
de proteases (LEI et al., 2016; PHOO et al., 2016) .

O sitio ativo da NS2B-NS3pro ZIKV possui em sua maioria densidade de carga
negativa e € subdividido em cinco subsitios (figura 2). O subsitio S1 é composto
principalmente pelos residuos Tyr150, Tyr161, Asp129 e Ala132. O subsitio S1’ inclui,
além da histidina catalitica (His51), os residuos Val52 e Thr53. O subsitio S2 contém
o Asp75, componente da triade catalitica, além dos aminoacidos Asp83 (exclusivo do
Zika virus, quando comparado a outras proteases relacionadas) e Ser81. O subsitio
S3, embora menor, € formado, entre outros, pelos residuos Gly128, Tyr127, Phe84 da
NS2B. A regido composta pelos residuos Val154 e Val155 constitui o subsitio S4
(GRUBA et al., 2016; PHOO et al., 2016).

F8 L
[}

4.’
VIS5 sl RS2
A
Y161
s135
V154 J i

Viso ffa132

% D129

Figura 2 - Estrutura da protease NS2B-NS3pro de Zika virus. A) Estrutura representada em
superficie paraa NS3 (cinza) e a NS2B (rosa); B) Superficie de Poisson-Boltzmann destacando regides
negativas (vermelho), positivas (azul) e neutras (branco). C) Sitio ativo da enzima destacando residuos
pertencentes aos subsitios S1 (verde), S1’ (ciano), S2 (magenta), S3 (amarelo) e S4 (roxo) em sticks.
Atriade catalitica esta destacada em sticks da cor branca.

O planejamento de farmacos é um processo voltado para a identificagdo de novos

compostos com atividade farmacologica, empregando tanto abordagens
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experimentais quanto computacionais (ZHOU; ZHONG, 2017). Nesse contexto, o
complexo NS2B-NS3pro se apresenta como um excelente alvo farmacoldgico nao
apenas devido a sua funcdo essencial na replicagdo viral, mas também a sua
conservagao entre outros flavivirus (MAHAWATHTHA et al., 2017).

1.3 Inibidores da ZIKV NS2B-NS3pro
Proteases, de forma geral, representam alvos farmacologicos promissores. Exemplos
classicos incluem os inibidores da protease do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV-1) (GHOSH; OSSWALD; PRATO, 2016) e os inibidores da protease da hepatite
C (ZHANG, 2016). Dada a eficacia dessa classe de inibidores em outros virus, €
razoavel considerar que a inibicdo das proteases dos flavivirus possa ser uma

estratégia clinica bem-sucedida.

Um estudo recente de revisdo abordou inibidores direcionados a NS2B-NS3pro dos
virus da Zika, dengue e do Nilo ocidental, que foram relatados na literatura entre 2015
e 2021 (SAMRAT et al., 2022). Dos 35 inibidores identificados, 22 demonstraram
atividade inibitéria contra a ZIKV NS2B-NS3pro, com valores médios de concentragao
inibitoria (ICso) variando entre 0,13 e 21,7 pM. O artigo divide os inibidores entre

competitivos e ndo competitivos.

Os inibidores competitivos interagem com a protease em seu sitio ativo, inibindo sua
atividade enzimatica. Dentro desse grupo, o artigo faz uma subdiviséo entre inibidores
reposicionados, inibidores sintéticos e compostos naturais. O primeiro grupo consiste
em medicamentos ja aprovados para outros fins, que sdo submetidos a testes para
avaliar sua eficacia contra na ZIKV NS2B-NS3pro. Destaca-se nessa categoria, o
novobiocin (1) (figura 3), que € um dos inibidores mais promissores contra o alvo em
questdo e o unico dos compostos competitivos a ter passado por ensaios in vitro
(YUAN et al., 2017).

A segunda subdivisdo refere-se a compostos sintéticos. Inicialmente, essas pesquisas
eram voltadas para o desenvolvimento de inibidores baseados em peptideos, que
poderiam ou ndo conter armadilha de serina, como a incorporacdo de acido bdrico
para mimetizar o substrato da enzima. Porém, peptideos frequentemente enfrentam
desafios em termos de permeabilidade através das barreiras de membrana. Por esse

motivo, houve uma mudancga de foco em diregdo ao desenvolvimento de moléculas
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pequenas como alternativa para inibir a protease (LEIl et al., 2016; LI et al., 2018; YIN
et al., 2006).

Dentro desse conjunto, podemos destacar alguns compostos potentes contra a ZIKV
NS2B-NS3pro. Rassias et al. (2019) sintetizou uma série de compostos com base no
grupo carbazol, resultando em inibidor (2) com uma ICso de apenas 0,52 uM (figura
3) (RASSIAS et al., 2019). Outra abordagem empregada na descoberta de inibidores
foi conduzida por Abrams et al. (2020) que utilizou triagens quantitativas de alto
rendimento (do inglés quantitative high throughput screenings — qHTS) para identificar

pequenas moléculas com baixo 1Cso (3) (figura 3).

A ultima categoria de inibidores competitivos sdo os compostos naturais, que tém
origem em fontes como plantas e microorganismos e frequentemente exibem
propriedades medicinais. Um exemplo é o composto derivado do cha preto, theaflavin-
3-3’-digallate (4), que demostrou uma agdo moderada contra a protease de Zika, com
uma ICso de 7,65 uM (figura 3) (CUI et al., 2020).

Inibidores ndo competitivos modulam a atividade enzimatica ao se ligarem a locais
distintos do sitio ativo da NS2B-NS3pro. Neste grupo, destacam-se dois inibidores (5,
6) (figura 3), que ndo apenas exibem baixos valores de ICso, mas também
demostraram efeitos protetores em organoides 3D de mini cérebros quando expostos
ao Zika (LI et al., 2020a, 2020b).

Rassias et al., 2009
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Figura 3 - Estrutura dos inibidores de NS2B-NS3pro ZIKV.
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Além dos inibidores citados na revisao, que incluem peptideos e pequenas moléculas,
vale ressaltar outra categoria de inibidores: os macrociclos. Esses compostos sao
caraterizados por apresentar um sistema de anéis contendo 12 ou mais atomos em
sua composigao. Exemplos desse grupo incluem farmacos como a ciclosporina Ae a
rapamicina (ALLEN; DOKHOLYAN; BOWERS, 2016). A ciclizacdo de peptideos
representa uma estratégia empregada para restringir a flexibilidade conformacional da
molécula, resultando em melhorias em sua poténcia, seletividade e estabilidade. Esse
aprimoramento é exemplificado no estudo de Braun et al (2020), no qual a ciclizagao
de um peptideo resultou em um aumento de 1000 vezes na capacidade de inibir a
ZIKV NS2B-NS3pro em comparagdo com a estrutura aciclica correspondente
(BRAUN et al., 2020).

1.4 Desenvolvimento racional de farmacos

O desenvolvimento de novos medicamentos com alta eficacia e baixa toxicidade é
uma demanda atual, no entanto, essa tarefa enfrenta diversos desafios significativos.
O processo é notavelmente dispendioso, com custos que podem alcancar bilhdes de
ddlares, e pode estender-se por mais de 15 anos, desde a descoberta de um protétipo
até a aprovagao final no mercado (CHANG et al., 2022). Além disso, é importante
destacar que aproximadamente 90% dos compostos iniciais ndo conseguem chegar
ao mercado como medicamentos aprovados (CHANG et al., 2022; EKINS; MESTRES;
TESTA, 2007).

O processo de desenvolvimento de um medicamento é dividido em duas etapas
principais. A primeira fase envolve os ensaios pré-clinicos que compreendem os testes
realizados in vitro e in vivo para assegurar seguranga e eficacia dos compostos
testados. A segunda fase, conhecida como fase clinica, consiste em testes em seres
humanos para definicdo de dose, comprovagao de eficacia e seguranga tendo como
desfecho a aprovagao, ou nao, do medicamento no mercado (BRODNIEWICZ;
GRYNKIEWICZ, 2010; CHANG et al., 2022).

Entretanto, para iniciar a fase pré-clinica, € necessario identificar e otimizar um
composto lider que sera submetido aos testes de segurancga e eficacia in vitro e in
vivo. Nesse ponto, existem diversas abordagens disponiveis, que podem ser
experimentais, como a triagem de alto rendimento (HTS), bem como técnicas
computacionais (CHANG et al., 2022; EKINS; MESTRES; TESTA, 2007; WALTERS;
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STAHL; MURCKO, 1998). A utilizacdo de ferramentas in silico tem como objetivo

reduzir custos e otimizar o tempo de triagem.

Ao empregarmos ferramentas computacionais, nos deparamos com duas abordagens
principais para identificagdo de compostos que possam ter efeito farmacoldgico: o
desenvolvimento de farmacos baseados em ligantes e o desenvolvimento de
farmacos baseados na estrutura do alvo molecular. Na primeira abordagem, temos
um ligante conhecido, que sera usado como ponto de partida para a busca de novos
compostos. As técnicas podem ser empregadas independentemente de conhecimento
prévio de um alvo farmacoldgico.. Portanto, algumas técnicas, como a busca por
similaridade estrutural com outros ligantes ja caracterizados, sdao empregadas,
partindo do pressuposto de que se a estrutura for semelhante, ha uma alta
probabilidade de que a atividade farmacoldgica também o seja. Outra técnica € a
relacdo quantitativa estrutura-atividade (QSAR), que calcula a correlagdo entre as
propriedades moleculares de um grupo de compostos e sua atividade
experimentalmente determinada (CHANG et al., 2022; EKINS; MESTRES; TESTA,
2007).

No caso do design de farmacos baseados na estrutura do alvo molecular, utilizada
nesse trabalho, esta estrutura precisa ser conhecida. Nesse contexto, o Protein Data
Bank (PDB) (BERMAN, 2000), € um banco de dados relevante pois contém milhares
de estruturas de macromoléculas e seus complexos resolvidos experimentalmente.
Quando nao se tem determinacao experimental de sua estrutura, ela pode ser obtida
pela modelagem por homologia, que prevé a estrutura do alvo a partir da comparagao
de sua sequéncia proteica com proteinas que servirdo de modelo para sua construgao
(CHANG et al., 2022; EKINS; MESTRES; TESTA, 2007). A partir da identificacao do
alvo de interesse, utilizamos a triagem virtual para identificagdo de compostos

promissores.

Independentemente da forma como se obtém os dados estruturais do alvo molecular,
seja experimentalmente ou por meio da modelagem por homologia, uma ferramenta

usada para realizagao da triagem virtual € o docking molecular (CHANG et al., 2022).
1.4.1 Docking molecular

O docking molecular € uma ferramenta computacional utilizada para predizer a

conformacgado de um complexo receptor-ligante, sendo o receptor geralmente uma
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proteina ou molécula de acido nucleico (RNA e DNA), enquanto o ligante pode ser
uma molécula pequena ou outra proteina (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003; DIAS; DE
AZEVEDO JR., 2008). Essa abordagem desempenha um papel essencial na triagem
de grandes bancos de dados de ligantes em um curto periodo de tempo, e com
reducao de custos, uma vez que nao é necessario a sintese das estruturas avaliadas
computacionalmente. Os pontos chaves para um resultado de docking bem-sucedido
incluem a velocidade e a acuracia do programa utilizado, seja para descobrir novos
compostos lideres por meio de triagem virtual ou para reproduzir modos de ligagéo
validados por dados experimentais (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003).

A determinagédo do modo de ligagdo de um composto com seu alvo envolve algoritmos
de busca conformacional adotados pelos programas de docking. Os algoritmos podem
ser classificados em trés tipos: deterministicos, estocasticos e sistematicos. No
algoritmo deterministico o estado inicial da molécula ira determinar a geragcdo do
proximo estado (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003). A dinamica molecular e a
minimizagdo de energia sdao exemplos de métodos deterministicos (BROOIJMANS;
KUNTZ, 2003; KITCHEN et al., 2004). A dinadmica molecular simula o comportamento
molecular ao longo do tempo para uma obter uma representagao proxima da realidade
biolégica, considerando caracteristicas como flexibilidade molecular e temperatura
(BRUNO CESAR FELTES, 2015). Por sua vez, a minimizacdo de energia busca a
energia minima local e geralmente € usada como complemento em outros algoritmos
(KITCHEN et al., 2004).

Algoritmos estocasticos operam por meio de alteragdes aleatdrias, frequentemente
mudando os graus de liberdade do sistema a cada alteragcdo. Um exemplo dessa
categoria € o algoritmo genético, que utiliza conceitos de genética evolucionaria para
buscar a conformagédo de energia minima do ligante. Nesse contexto, a posi¢ao
espacial e os angulos diedros de uma molécula sdo modelados em um vetor que é
denominado cromossomo. O algoritmo inicia com uma populagdo composta por um
grupo pai de cromossomos, a qual é avaliada em relacéo a sua energia de ligagao.
Populagbes filhas sao criadas a partir do cruzamento entre os componentes da
populagao inicial, ocorrendo também mutag¢des pontuais. Esse processo ocorre
diversas vezes até obter uma conformacdo com a melhor pontuagdo (DIAS; DE
AZEVEDO JR., 2008; KITCHEN et al., 2004).
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Algoritmos sistematicos baseiam-se em valores pré-estabelecidos para cada grau de
liberdade, e cada um desses valores é explorado durante a busca conformacional. O
algoritmo de construgéo incremental ou ancoragem e crescimento (do inglés anchor-
and-grow) € um exemplo dessa classe (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003; DIAS; DE
AZEVEDO JR., 2008; KITCHEN et al., 2004). Nessa abordagem, um ligante flexivel &
tratado como uma colecédo de segmentos rigidos. Cada segmento consiste em atomos
adjacentes separados por ligagdes nao rotacionaveis, e eles sdo separados pela
presenca de uma ligagao rotacionavel. Caso o ligante contenha um anel em sua
estrutura, ele sera tratado como um fragmento rigido. A construgdo incremental
comeca fixando o segmento rigido de maior tamanho em uma regido da molécula alvo.
Em seguida, os demais segmentos sdo adicionados a essa porgao inicial até que o
ligante seja reconstruido na cavidade. Entre cada adigdo ocorre um processo de

minimizagao da estrutura (LANG et al., 2023).

Além da capacidade de identificar corretamente o modo de ligagao entre o ligante e o
alvo molecular, o docking deve ser capaz de ranquear eficazmente as melhores poses
geradas. Para isso, sdo empregadas diferentes classes de fung¢des de pontuacéo,
sendo as trés principais: fisico-quimicas (ou baseadas em campo de forga), empiricas
e baseadas em conhecimento (DIAS; DE AZEVEDO JR., 2008). As funcbes fisico-
quimicas usam termos nao-ligados tipicos de campo de forga para calcular a energia
de ligagado de cada pose gerada. As energias normalmente consideradas para esses
calculos sdo a van der Waals e eletrostatica. Pontuagdes calculadas a partir de campo
de forca padrao possuem limitagdes por ndo consideraram energias de solvatagao e
termos entrépicos (KITCHEN et al., 2004). As fungdes empiricas utilizam diferentes
termos de interacbes intermoleculares, cujo peso é ponderados por coeficientes
obtidos através de analises de regressdo que utilizam dados experimentais para
construir a curva. Uma desvantagem desse método € a dependéncia de conjuntos de
dados experimentais usados para realizar as analises de regressao. Por ultimo, as
fungcbes baseadas em conhecimento (do inglés, knowledge-based) utilizam
informagdes extraidas de estruturas experimentalmente resolvidas, identificando
padrdes de distancias entre tipos atdbmicos que serdo usados para prever o modo de
ligacdo de outras moléculas (DIAS; DE AZEVEDO JR., 2008; KITCHEN et al., 2004).

Varias combinagdes de algoritmos de busca e funcdo de pontuagao sido usadas,

gerando uma variedade de programas de docking molecular. Nesse trabalho



24

utilizamos o Dock6 que utiliza o algoritmo de construgédo incremental em associagao

com a fungdo de pontuagdo fisico-quimica (LANG et al., 2023) representada na

equacao 1:
El'(”f‘: + EL-'!'E’CII'U_EIUI]:C =
Ar" i qfq
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prot lig d;} if € i if

Onde a energia total € dada pela soma das energias de van der Waals (Evaw) € energia

eletrostatica ( Eeletrostatic). Os termos “i” e “j” representam dois atomos quaisquer, Aj e
Bij sdo os parametros de van der Waals para determinados tipos atémicos, dj € a
distancia interatbmica, qi e qj sdo cargas parciais atébmicas e ¢(dj) € uma fungéo

dielétrica dependente da distancia (KITCHEN et al., 2004; LANG et al., 2023).

Independente da escolha do programa e protocolo empregado para triagem virtual, €
necessario validar sua capacidade em identificar corretamente o modo de ligagdo do
composto e classificar corretamente as poses geradas. Ao trabalhar com alvos
moleculares resolvidos experimentalmente, pode-se utilizar as estruturas
cristalograficas que contenham ligantes para testar a capacidade do protocolo em
reproduzir a pose do ligante cristalografico. Essa técnica pode ser denominada re-
docking ou cross-docking. No re-docking, o ligante é separado de sua estrutura
cristalografica e o protocolo € utilizado para testar se houve reprodugdo do modo de
ligagdo. No caso do cross-docking, o processo inicial € semelhante, separa-se a
estrutura tridimensional do ligante, mas, em vez de usar a estrutura tridimensional
nativa, o teste de reproducdo do modo de ligacdo sera feito em outra estrutura
tridimensional da mesma proteina (MUKHERJEE; BALIUS; RIZZO, 2010; TEMML,;
KUTIL, 2021). Em ambos casos, o sucesso € determinado através do célculo do
RMSD (do inglés Root Mean Square Deviation — RMSD) entre o resultado de docking
e 0 modo de ligagdo observado experimentalmente. O RMSD permite estimar a
distancia quadrada média entre atomos equivalentes de duas estruturas sobrepostas
(ARMOUGOM et al., 2006). Seu calculo é feito a partir da diferenca entre as
coordenadas X, y e z de um par de moléculas 1 e 2. Essas diferencas sédo elevadas
ao quadrado, somadas e divididas pelo numero total de atomos (n), sendo

posteriormente tirada a raiz quadrada.
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RMSD = ‘\/% Z:J:J (xi — x2)% + (vin — y2)* + (20 — zp2)?
(2)
A outra validacao esta relacionada ao enriquecimento da triagem virtual, que seria a
capacidade do protocolo em identificar ligantes ativos em comparagdo com os demais
(BROZELL et al., 2012). Uma maneira de realizar essa avaliacdo € a por meio da
andlise das curvas ROC, que permitem a visualizagdo da sensibilidade versus
especificidade do protocolo adotado. Para construir uma curva ROC, é necessario ter
um conjunto de ligantes ativos e um grupo de ligantes presumidamente, ou
experimentalmente, inativos. Em uma triagem perfeita, espera-se que todos
compostos ativos estejam classificados no topo, resultando em uma area sob a curva
(AUC) igual a 1. Portanto, a expectativa € que um bom protocolo se aproxime desse
valor. Por outro lado, quando ha classificacado aleatoria dos ligantes ativos, ocorrera a
formacao de uma linha cuja AUC = 0,5, resultado indesejado para um protocolo de
triagem virtual (ALLEN et al., 2015; TRIBALLEAU et al., 2005). Além da AUC, o fator
de enriquecimento pode ser usado para essa avaliacdo. Ele permite avaliar a
proporgao de ligantes encontrados pelo protocolo em uma determinada faixa da base
triada, comparando-se com a propor¢ao esperada caso os compostos da base de
dados fossem ordenados de forma aleatdria. O calculo do fator de enriquecimento

para uma porcentagem x da base triada é dada por:

Ay
Fator de enriquecimento, = z—g,’fal (3)

Ntotal

Onde A« é o numero de ligantes ativos presentes na faixa desejada (x%), Atotal € O
numero total de compostos ativos, Nx € o numero total de compostos em x% e Niotal €
o numero de total de ligantes da base. O esperado € que um bom protocolo gere
valores altos do fator de enriquecimento em baixas porcentagens da base triada
(BROZELL et al., 2012).

1.5 Caracterizagao bioquimica de potenciais inibidores
Apds a selegdo de compostos de interesse, a validagdo de sua atividade biolégica
para NS2B-NS3pro pode ser feita pode ser feita por meio do monitoramento da
clivagem de peptideos contendo um grupo fluorescente. Esses peptideos sao
projetados de forma a serem especificos para a protease e possuem em sua

composi¢ao um grupo fluorescente, como a 7-Amino-4-Metilcumarina (AMC) (GRUBA
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et al., 2016; KNIGHT, 1995). Quando ocorre a clivagem do peptideo, ha liberagdo do
grupo AMC resultando no aumento da fluorescéncia observada no ensaio (KNIGHT,
1995). Portanto, para avaliar o efeito do inibidor, medimos a diminuicdo da atividade
enzimatica provocada por compostos inibidores. Na por¢ao inicial das curvas geradas
nesses experimentos, observamos um comportamento linear onde a velocidade é
constante, permitindo a mensuragao da taxa de reacdo. A velocidade medida nessas
condi¢des € denominada velocidade inicial. Os ensaios sdo conduzidos de forma a
medir a velocidade inicial por ser a melhor medida da taxa de reacdo enzimatica e €
a fracdo da curva mais sensivel a presenga de inibicdo, tornando mais efetiva a
deteccgdo de inibidores durante a triagem (COPELAND, 2003).

Os ensaios fluorimétricos proporcionam a determinacdo de diferentes paradmetros
cinéticos, constantes de inibicdo e valores de ICso. A ICso representa a concentragao
do inibidor que reduz a velocidade de reagao enzimatica em 50% em determinada
condicao de ensaio. Embora seja uma medida util para classificar a poténcia dos
compostos triados, € importante ressaltar que nao se trata de um valor absoluto, uma
vez que alteragdes nas condi¢des do ensaio podem influencia-la (COPELAND, 2003).
Além de determinar a capacidade inibitéria e poténcia de um composto, séo
necessarios experimentos confirmatorios para descartar a possibilidade de que a

inibicdo encontrada ocorra por mecanismos inespecificos (SHOICHET, 2006).
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2 Objetivos
O presente trabalho visa a identificacdo de potenciais inibidores contra a protease
NS2B-NS3pro de Zika virus a partir de técnicas in silico e in vitro, através dos

seguintes objetivos especificos:

e Desenvolver e validar um protocolo de docking para triagem de pequenas
moléculas contra a NS2B-NS3pro ZIKV;

e Selecionar moléculas da Dbiblioteca BraColLi a serem testadas
experimentalmente contra a NS2B-NS3pro ZIKV a partir de triagem virtual,

e Avaliar experimentalmente a atividade biolégica das moléculas selecionadas
contra a NS2B-NS3pro de Zika.
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3 Materiais e métodos

3.1 Analise das estruturas cristalograficas disponiveis da NS2B-NS3pro ZIKV
Com o intuito de analisar as estruturas cristalograficas previamente disponiveis da
protease NS2B-NS3 do Zika virus (ZIKV NS2B-NS3pro) foi realizada uma pesquisa
no site RCSB, em 15/05/2023 (https://www.rcsb.org/), utilizando a sequéncia do
inserto construida por Lei e colaboradores (LEI et al., 2016) como ponto de partida

(figura 4).

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMVDMYIERAGDITWE
KDAEVTGNSPRLDVALDESGDFSLVEDDGPPMAGG
GGSGGGGSGALWDVPAPKEVKKGETTDGVYRVMT
RGLLGSTQVGVGVMQEGVFHTMWHVTKGSALRSG
EGRLDPYWGDVKQDLVSYCGPWKLDAAWDGHSEV
QLLAVPPGERARNIQTLPGIFKTKDGDIGAVALDYPAG
TSGSPILDKCGRVIGLYGNGVVIKNGSYVSAITQGRR

Figura 4 — Sequéncia proteica resultante do inserto construido por Lei e colaboradores (2016).
O destaque em amarelo corresponde a NS2B e o destaque em azul a NS3.

Essa busca resultou na identificagdo de um total de 59 estruturas. Além disso, foram
coletadas manualmente informagdes adicionais sobre cada estrutura, sendo elas
resolugdo global, ano de depdsito, artigo de referéncia e classe a qual o ligante

pertence.

A ferramenta electron density, fornecida pelo proprio site, foi utilizada para realizar
uma analise visual da distribuicdo da densidade eletronica dos ligantes a partir do
mapa 2Fo-Fc o 1,5. Cada ligante foi classificado em uma escala de 0 a 10, de acordo
com a cobertura da densidade eletrbnica observada em uma analise visual, sendo 0

indicando nenhuma cobertura e 10 uma cobertura total.

Outraferramenta usada para avaliagdo da densidade eletronica do ligante foi a density
fitness disponibilizada pela PDB-REDO. Essa ferramenta utiliza o mapa de densidade
eletrbnica padrédo 2Fo-Fc para calcular o ajuste de atomos individuais ou de um
conjunto de atomos na densidade eletrénica, sendo esse calculo denominado EDIA.

Os valores de EDIA variam entre 0 e 1,2 e sua classificagao € dividida em faixas:


https://www.rcsb.org/
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e 0 - 0,4: atomos com inconsisténcias substanciais em relagdo ao ajuste da
densidade eletronica

e 0,4 — 0,8: atomos com inconsisténcias pequenas em relacdo ao ajuste da
densidade eletrbnica

e 0,8 — 1,2: atomos bem cobertos pela densidade eletronica (MEYDER et al.,
2017).

Para avaliar a similaridade global entre as estruturas selecionadas, foi realizada uma
clusterizacédo de todas as estruturas em relagdo umas as outras utilizando o pacote
Bio3D do programa R (B.J et al., 2006). O RMSD foi utilizado como medida de

similaridade.

Outro aspecto avaliado foi a analise da frequéncia e tipos de interagcbes entre os
ligantes cristalograficos e os residuos do sitio de ligagao. Para realiza-la, empregamos
a ferramenta LUNA (FASSIO et al., 2022), para gerar graficos que destacam os
residuos frequentemente envolvidos em interacbes com o alvo molecular, suas

respectivas frequéncias e qual o tipo de interacao realizada.

Com base nas informagdes sobre os residuos que apresentaram um maior numero
de interagdes, foi conduzida uma nova clusterizagao a fim de investigar possiveis
diferengas estruturais no interior do sitio. Foram considerados apenas dez residuos
com maior frequéncia de interagdo. Para realizar essa analise, uma estrutura foi
selecionada como referéncia e o RMSD foi calculado em relagao a todos os residuos

comparados a ela.

3.2 Selecao das estruturas tridimensionais
Além da analise dos residuos frequentemente envolvidos em interagbes com ligantes,
descrito na sessao 3.1, as estruturas tridimensionais foram separadas em cinco
grupos com base na classificagdo de seus ligantes: aciclico, macrociclo, peptideos,
peptideo-mimético e fragmento. Posteriormente, realizamos a comparagao entre os
ligantes dentro de cada grupo, utilizando a ferramenta PyMOL (SCHRODINGER,
2015) para uma analise visual. Durante essa avaliagdo, direcionamos nosso foco para
os dez residuos previamente identificados pelo LUNA como tendo uma frequéncia
maior de interagcdes. As estruturas foram alinhadas e sobrepostas, permitindo uma

avaliacao das semelhancas e diferengas entre os ligantes de cada categoria.
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Apds essa etapa, selecionamos pelo menos uma estrutura representante de cada
categoria. Em seguida uma ultima comparacao foi realizada entre as estruturas
selecionadas, com o objetivo de identificar aquelas que apresentassem diferengas na
conformacéo dos residuos em relagao as demais estruturas. Em situagdes de empate,
nos quais ndo foram observadas diferengcas conformacionais significativas nos
residuos dos sitios entre as diferentes estruturas tridimensionais, recorremos aos

critérios adicionais de resolugao global da proteina e densidade eletrénica do ligante.

3.3 Preparagao das estruturas tridimensionais proteicas
As estruturas tridimensionais proteicas foram preparadas com a ferramenta
“dockPrep” presente no Chimera (PETTERSEN et al.,, 2004) seguido das etapas
necessarias para criagao das esferas, caixa e grid necessarias para o funcionamento
do Dock6 (ALLEN et al., 2015). Durante o processo de preparagdo, o estado de
protonacdo da histidina 51 foi alterado para HID, uma vez que estudos prévios
demostram que este é o estado tautomérico preferencial para esta proteina (SANTOS;
CAFFARENA; FERREIRA, 2022). A caixa foi criada a com base nas esferas
centralizadas nos residuos His51, Ser135 e Tyr161. Essa escolha foi feita levando em
consideracao a observagao de cobertura dos residuos previamente classificados pelo
LUNA como mais frequentes para ligagdes intermoleculares. As dimensdes das caixas

podem ser verificadas na tabela 1.

Tabela 1 - Dimensbes das caixas utilizadas para o docking

Dimensoes
Cadigo (A) X Y z
5YOF 22,7 30,6 35,8
5ZMS 33,2 19,5 36,7
6L4Z 20,6 29,0 33,8
7ZLC 28,4 21,2 35,9
6KK2 22,1 28,3 34,2

3.4 Preparagao dos ligantes
Todos ligantes utilizados nesse trabalho passaram por um processo de preparagao
semelhante, diferindo apenas na obteng¢ao dos SMILES, formato usado para inicio da

preparagdo. Quando esses nao estavam disponiveis, foi necessario desenhar a
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estrutura do ligante no Marvin Sketch (MARVIN 23.2, 2023), baseado na
estereoquimica fornecida nos artigos correspondentes, para obté-los. A protonagao
dos ligantes foi feita utilizando a ferramenta FixpKa, que retorna o estado de ionizagao
mais abundante no pH 7,4. A obtengcdo da conformacéo tridimensional foi realizada
pelo OMEGA, que calculou um conformero de menor energia. Vale ressaltar que foram
empregadas duas fungdes especificas, para macrociclos foi utilizada a fungéo -
macrocycle e no caso das demais utilizou-se a fungao -classic. Por ultimo, para
calcular as cargas atébmicas parciais AM1BCC, foi utilizada a ferramenta MolCharge.

Todas essas ferramentas disponibilizadas pela OpenEye Scientific Software
(HAWKINS et al., 2010; OPENEYE, 2019).

3.5 Protocolo adotado para o docking molecular
O programa de docking escolhido foi o Dock6 (ALLEN et al., 2015), do qual adotamos
o protocolo para ligantes flexiveis com estrutura proteica rigida e pontuagao baseada

em grid (equacéo 1).

Os segmentos rigidos dos ligantes, contendo no minimo 20 atomos, foram
considerados como ancoras, limitados a um numero maximo de 100 orientacdes. Para
cada ligante, foram geradas até 500 conformacgdes, e 10 poses foram classificadas
para avaliagdo. A pose inicial, ou seja, a melhor ranqueada, foi empregada na maior

parte das analises.

3.6 Cross-docking

Para realizagédo do cross-docking foram selecionadas cinco estruturas cristalograficas,
seguindo critérios previamente estabelecidos (tépicos 3.1 e 3.2). Os ligantes utilizados
foram selecionados dentre os ligantes cristalograficos disponiveis. Foram utilizados
os ligantes cuja densidade eletrénica foi considerada igual ou superior a 6 a partir da
analise de inspegao visual, com excegao do ligante correspondente a estrutura 6KK2
que apresentou uma densidade mais baixa. Outro critério adotado foi a existéncia de
artigo para a estrutura. No total, obtivemos 25 ligantes que foram desenhados
utilizando a ferramenta Marvin Sketch (MARVIN 23.2, 2023).

3.6.1 Avaliagdo dos resultados do cross-docking

Para avaliar a eficacia do cross-docking em reproduzir as poses cristalograficas,
conduzimos uma analise de RMSD usando um script fornecido pelo Schrodinger
(SCHRODINGER, 2023). Realizamos dois tipos de analise. O primeiro foi direcionado
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para a identificacdo da reproducao da pose cristalografica. Nessa analise, a posicao
dos ligantes no interior do alvo molecular € levado em consideragao. Antes de realizar
o calculo de RMSD, a estrutura tridimensional do ligante cristalografico (referéncia)
analisado foi alinhado com a estrutura tridimensional do cross-docking utilizando o

PyMOL. Apds esse alinhamento, o calculo de RMSD foi feito utilizando o script abaixo:
rmsd.py -use_neutral_scaffold referencia.mae pose.mae

A opgao “-use_neutral_scaffold” indica que o programa reduzira a estrutura ao seu
esqueleto, contendo apenas atomos pesados neutros conectados por ligagdes

simples, facilitando a comparacao das estruturas.

3.7 Comparagao das conformacgodes estruturais dos ligantes
Visando comparar a reprodugao da conformagao cristalografica do ligante, realizamos
outro tipo de analise utilizando o RMSD. Nesse caso, ndo consideramos a posi¢ao
dentro do sitio ativo, apenas a conformagao dos ligantes. Portanto, nessa analise, a
sobreposicao das estruturas foi feita diretamente pelo script descrito na se¢éo 3.6.2
adicionando a flag “-m” que realiza essa sobreposi¢gdo. Aqui avaliamos as
conformacgdes tanto da estrutura usada como arquivo de entrada para o docking,

quando a conformacao das poses resultantes apds o processamento do docking.

3.8 Avaliacao do enriquecimento do protocolo
Para avaliar a capacidade do protocolo em distinguir e priorizar ligantes
experimentalmente ativos (verdadeiros positivos) de outros ligantes (falsos positivos),
construimos trés conjuntos de ligantes que foram avaliados através da construgéo de
curvas ROC.

O conjunto de ligantes ativos é formado pelas estruturas usadas no cross-docking,
além de outras mencionadas em seus artigos de origem (BRAUN et al., 2020;
HAMMERSCHMIDT et al., 2023; HUBER et al., 2022; LI et al., 2017, 2018; NITSCHE
et al., 2019; PATIL et al., 2021; PHOO et al., 2018; QUEK et al., 2020; XIONG et al.,
2022). Foram considerados ligantes ativos aqueles que apresentaram valores de Ki

ou ICso inferiores a 50 uM.

Os ligantes ativos foram avaliados quanto sua similaridade utilizando duas métricas:
coeficiente de Tanimoto e clusterizacado utilizando fingerprints de Morgan. Ambos

foram calculados a partir de um script que utilizam ferramentas do RDKit. O fingerprint
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de Morgan utilizado avalia, para cada atomo, um raio de 3 A, se determinado grupo
quimico € encontrado ele € representado por 1 e, caso esteja ausente, por 0. Apos
classificar os grupos quimicos de todos ligantes, eles sao divididos em clusters de
acordo com sua similaridade. O coeficiente de Tanimoto, por sua vez, € uma
representacao grafica da a similaridade entre dois ligantes, portanto ele ira utilizar os
resultados gerados pelo fingerprint de Morgan para gerar o o heatmap (BAJUSZ;
RACZ; HEBERGER, 2015; ZHONG; GUAN, 2023).

O primeiro grupo de teste € compostos por decoys gerados através do DUD-E,
ferramenta que explora o banco de dados ZINC20 em busca de estruturas com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes aos ligantes ativos: massa molecular,
logP, numero de ligagdes rotacionaveis e numero de doadores e aceptores de ligagéo
de hidrogénio. Para que os decoys funcionem como controle negativo, eles ndo devem
ser capazes de se ligar ao sitio de interesse. Portanto, o programa utiliza fingerprints
de similaridade 2D para reduzir a similaridade topoldgica entre os ligantes e decoys.
Os decoys computacionalmente gerados foram moléculas com propriedades fisico-
quimicas semelhantes, porém estruturalmente distintas dos ligantes, portanto espera-
se que eles ndo sejam ativos contra ZIKV NS2B-NS3pro. O objetivo € gerar decoys
desafiadores para o docking, mantendo caracteristicas fisicas semelhantes aos
ligantes, ao mesmo tempo em que sao topologicamente distintos, diminuindo a
probabilidade de interagdo com o alvo. O programa busca gerar cinquenta decoys
para cada ligante ativo utilizado (MYSINGER et al., 2012).

O outro grupo de ligantes que foi testado sao ligantes experimentalmente inativos.
Para obté-los foi realizada uma busca no bando de dados PubChem resultando em
diversos artigos que continham informacgdes sobre moléculas ativas e inativas contra
NS2B-NS3pro ZIKV. O artigo de triagem experimental de alto rendimento (High-
throughput screen -HTS) (ABRAMS et al., 2020) foi selecionado por conter uma ampla
base de dados com milhares de compostos caracterizados. A partir desse artigo, foram

selecionadas as moléculas inativas.

No total, foram obtidos 73 ligantes ativos, 307 decoys e 3617 inativos, preparados de
acordo com o descrito na secado preparacao dos ligantes (3.4). Os ligantes ativos
foram desenhados no Marvin Sketch. Foram realizados docking para ambos conjuntos

teste seguindo o protocolo descrito em no item 3.5. Por fim a curva ROC e a areas
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sob a curva (AUC) foram calculadas utilizando a biblioteca "ROCR” do R (SING et al.,

2005), para os grupos decoys e compostos inativos.

3.9 Triagem virtual
O docking foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido nesse trabalho,
utiizando a biblioteca BraColLi, base de dados desenvolvida por professores da
faculdade de farmacia da UFMG e coordenada pelo professor Vinicius Maltarollo, que
é composta por 1.076 compostos (VERISSIMO et al., 2022).

Os resultados do docking foram avaliados a partir do ranqueamento realizado pelo
Dock6, e os 150 primeiros ligantes foram submetidos a uma inspegao visual. Essa
inspecao foi feita no programa Chimera e levou em consideragao diversos aspectos.
A complementariedade estérica foi a primeira etapa, onde se analisou o encaixe do
ligante na cavidade do sitio ativo da proteina. A presenca de ligagdes de hidrogénio
também foi considerada e ligantes que n&o apresentavam nenhuma foram
descartados. A ultima parte da analise foi a observagéo da interagdo entre os ligantes
e os residuos identificados pelo LUNA como mais frequentes em interagcdes

intermoleculares nos complexos cristalograficos entre alvo molecular e ligante.

Para complementar a inspecdo visual, o software Discovery Studio (SYSTEMES,
2020) foi utilizado para realizar o mapeamento 2D de interagdes entre o ligante e o
alvo molecular. Além de ligacbes de hidrogénio, o programa consegue identificar
outros tipos de ligagcbes favoraveis, como interagdes de van der Waals, pi-stacking,
hidrofobicas, empilhamentos aromaticos, idnicas, cation-pi, cation-nucledfilo e
multipolares. Além disso, ele também permite a detecgao de possiveis impedimentos

estéricos (clashes) entre o ligante e o alvo molecular.

Com base nos resultados da inspecgao visual e da analise do Discovery Studio, foram
selecionados o0s compostos que apresentaram caracteristicas promissoras e
interacdes favoraveis com o alvo molecular. Esses compostos foram escolhidos para
serem submetidos a ensaios enzimaticos, visando avaliar sua atividade potencial
como inibidores da NS2B-NS3pro ZIKV.
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3.10 Ensaios in vitro para caracterizagao de inibidores

3.10.1 Teste de solubilidade

Os ensaios enzimaticos foram conduzidos de acordo com os protocolos estabelecidos
pelo Laboratério de Modelagem Molecular e Planejamento de Farmacos (LMMPF) do

Departamento de Bioquimica e Imunologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para a correta determinagao da atividade inibitoria dos ligantes, € necessario que eles
sejam soluveis nas condi¢cdes experimentais. Realizamos um teste de solubilidade dos
compostos em um tampao composto por 10 mM de Tris, 5% de glicerina, 1 mM de

CHAPS, pH ajustado para 8,5 usando HCI (1mol/L), diluido em agua destilada.

Os compostos foram previamente diluidos em DMSO para obter uma solucéo estoque
de 10 mM. Os experimentos de solubilidade foram realizados de duas maneiras
diferentes:

1. Teste em placa de 96 pocgos: Foram adicionados 100 pL do tampdo e 1 pL de
solucdo estoque do composto. A mistura foi homogeneizada com pipeta,
seguida por homogeneizagdo manual.

2. Teste em microtubos de 1,5 mL: Foram adicionados 200 pL do tampédo e 2 pL
de solugdo estoque do composto. A mistura foi homogeneizada com pipeta e

centrifugada por aproximadamente quinze segundos.

Em ambos testes, a concentracdo final dos compostos foi de 100 uM. Apds a
realizagdao dos experimentos, observou-se se houve formagédo de algum tipo de

precipitado na solugao.
3.10.2 Ensaios para caracterizacdo bioquimica

A caracterizagao bioquimica foi realizada utilizando o fluorimetro Bioteck Synergy 2,
pertencente ao laboratorio de multiusuarios do departamento de bioquimica e
imunologia da UFMG. Os ensaios fluorimétricos baseiam-se na mensuragao da
liberacdo de produtos fluorescentes resultantes da clivagem do substrato Bz-Nle-Lys-
Lys-Arg-AMC, com excitacdo em 340 nm e emissdo em comprimentos de onda de 440
nm. Os experimentos foram realizados em placas pretas de 96 pocos e com fundo em
U, em triplicata e em dois experimentos independentes com uma leitura de dois

minutos. Uma solugao tampao contendo 10 mM de Tris-HCI, 20% de glicerina e 1 mM
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de CHAPS foi preparada com pH ajustado para 8,5. As concentragdes finais de

substrato e enzima nos ensaios foram respectivamente 44 yM e 0,2 nM.
3.10.2.1 Triagem inicial

A triagem inicial dos compostos para deteccdo de inibicdo foi realizada com a
concentracdo final dos compostos de 100 uM e em duas condi¢cbes distintas. A
primeira foi o ensaio com pré-incubacgado onde 1 uL do composto, juntamente com 50
ML da solugédo de enzima, foi adicionado ao pogo da placa. A placa foi incubada por
10 minutos a 37 °C. Apds esse tempo, 50 uL da solugdo de substrato foi adicionada
para realizar a leitura. Compostos que apresentaram inibicdo nessas condi¢cdes foram
submetidos ao segundo experimento para avaliar se a inibicdo era tempo dependente.
Para isso foi realizado o ensaio sem incubagdo onde 1 pL da solugdo estoque do
composto, juntamente com 50 yL da solugdo de substrato foi adicionado a um pogo
de uma. Em seguida, foi adicionado 50 pL da solugdo da enzima e a leitura foi

realizada.
3.10.2.2 Determinacgao de valores de ICso

Os ensaios de ICso foram realizados em sete concentragdes diferentes de inibidor,
variando de 400 uM a 96 nM. Ele foi realizado em duplicata e em dois experimentos
independentes, os demais parédmetros foram os mesmos descritos em 3.9.2. A ordem
de adicdo dos elementos, e suas quantidades, foram a mesma utilizada para os
ensaios de triagem inicial com incubacédo (seg¢ao 3.9.2.1). Antes desse ensaio, foi
realizado um teste de solubilidade com o tampéo (se¢éo 3.9.1) para a concentragcéo
de 400 uM. O ajuste da curva foi realizado com o programa Graph Pad Prism 6.0
(GRAPHPAD SOFTWARE, 2023), usando a equagéo de quatro parametros para 1Cso:

(topo—base) (4)

1+ 10l09IC50—x)*s

Y = Base +

Onde x é a concentragao do inibidor, s € a inclinacdo da curva concentragao-resposta

(Hill slope), e o topo e a base sao, respectivamente, os platds superior e inferior.
3.10.2.3 Avaliagéo da inibicdo na presenca de BSA

Para esse ensaio foi empregado o tampao sem a presenca de CHAPS, contendo
apenas Tris e glicerina nas mesmas concentracdes descritas anteriormente (3.9.2). O

composto, na concentracdo préxima a ICso, foi incubado por 10 minutos com 25 uL
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BSA (concentracdo de 4 mg/mL, resultando em concentragao final de 1 mg/mL no
ensaio), seguido pela adicdo de 25 pL enzima. Uma segunda incubacao de 10 minutos
foi realizada antes da adicdo de 50 uL do substrato iniciando a reacédo enzimatica. Em
ambos ensaios as concentragdes enzimaticas e do substrato permaneceram iguais as

empregadas na triagem inicial.
3.10.2.4 Ensaio de variagao de concentragao enzimatica

Com excegao da concentragao final de enzima, esse ensaio foi conduzido mantendo
todos os parametros descritos em 3.9.2. Foram avaliadas duas concentragdes
enzimaticas, 0,2 nM (concentragdo padréo) e 2 nM. Ele foi realizado com pré-
incubagcdo com a enzima, seguindo as mesmas quantidades e ordem de adigao das
solugdes descritas em 3.10.2.1 e a concentragdo dos compostos usados foi proxima

a ICso.
3.10.2.5 Ensaio de variagado da concentragao do substrato

Com excegao da concentracgao final do substrato e o numero de réplicas empregado,
esse ensaio foi conduzido mantendo todos os paradmetros descritos em 3.9.2. Foram
avaliadas cinco concentragdes substrato (88 uM, 44 uM, 22 uM, 11 uM e 5,5 uM), em
duplicata. O ensaio foi realizado com pré-incubacdo com a enzima e a concentragao

dos compostos usados foi proxima a [|Cso.
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4 Resultados e discussao

4.1 Similaridade global das estruturas de NS2B-NS3pro de Zika

O primeiro passo para realizacdo de um docking € a selegdao das estruturas
tridimensionais a serem utilizadas. Essa escolha foi baseada em 49 estruturas
disponiveis no PDB da protease NS2B-NS3 de Zika, todas obtidas por difragcdo de
raios-X e contendo ligantes. Para cada uma dessas estruturas, foram obtidas
informagdes suplementares, como resolugéo, artigo de referéncia, quando disponivel,
e a classe do ligante. A resolugao cristalografica das estruturas pode ser dividida em
trés faixas: menor ou igual a 1,51 A, entre 1,51 e 2,00 A e maior que 2,00 A. Apenas
18% das estruturas apresentam resolucéo pior que 2,00 A, a maior parte (59%) esta
concentrada na faixa intermediaria e 22% apresentam resolu¢des melhores que 1,51
A (tabela 2).

Tabela 2 — Informagbes sobre as estruturas cristalograficas e inspegao visual de
densidade eletronica

Cédigo ) _ Densida_de eletrébnica do ligante
ppp | Resolucdo (A) | Classe do ligante Inspecédo visual ! EDIA 2
(0-10) (0-1,2)
7ZLC 1,75 aciclico 8,0 0,65
7ZNO 1,70 aciclico 7,0 0,39
5HA41 2,00 fragmento 5,0 0,17
5YOD 1,90 fragmento 9,5 0,71
6L4Z 1,90 fragmento 9,5 0,77
6L50 1,95 fragmento 9,0 0,65
7VXX 1,90 fragmento 8,0 0,55
6KK2 2,02 macrociclo 4,0 0,13
6KK3 2,05 macrociclo 7,0 0,57
6KK4 1,74 macrociclo 8,0 0,98
6KK5 2,03 macrociclo 9,0 0,68
6KK6 1,74 macrociclo 9,5 0,98
6KPQ 2,62 macrociclo 7,0 0,27
6Y3B 1,59 macrociclo 9,5 1,00
702M 1,90 macrociclo 8,0 0,58
7055 1,95 macrociclo 6,0 0,67
70BV 1,30 macrociclo 6,0 0,98
70C2 1,50 macrociclo 6,0 0,95
7PFQ 1,45 macrociclo 10,0 0,97
7PFY 1,38 macrociclo 9,5 0,95
7PFZ 1,45 macrociclo 10,0 0,77
7PG1 1,95 macrociclo 7,0 0,71
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7PGC 1,55 macrociclo 5,0 0,88
7VLG 1,77 macrociclo 8,0 0,93
7VLH 2,62 macrociclo 6,0 0,24
7VLI 2,38 macrociclo 5,0 0,45
7ZLD 1,61 macrociclo 9,0 0,83
7ZMI 2,15 macrociclo 5,0 0,15
7ZPD 1,40 macrociclo 10,0 0,95
7Z2Q1 1,52 macrociclo 10,0 0,98
7ZQF 1,68 macrociclo 10,0 0,98
7ZTM 1,45 macrociclo 10,0 1,00
7ZUM 1,75 macrociclo 9,5 0,76
7Z\4 1,69 macrociclo 9,5 0,47
7ZWK 2,00 macrociclo 8,0 0,81
7ZYS 1,26 macrociclo 9,5 0,75
8AQA 1,35 macrociclo 10,0 0,97
8AQB 1,28 macrociclo 10,0 0,99
8AQK 1,20 macrociclo 10,0 1,00
5GPI 1,58 peptideo 10,0 ND
5H6V 2,42 peptideo 8,0 0,47
5YOF 1,51 peptideo 9,5 0,77
6JPW 1,95 peptideo ND 0,44
7DOC 1,90 peptideo ND 0,32
VXY 1,90 peptideo ND 0,30
5LCO 2,70 peptideo mimético 9,0 0,36
5ZMQ 1,99 Peptideo mimético ND 0,75
5ZMS 1,80 Peptideo mimético 7,0 0,83
5Z0B 2,00 Peptideo mimético 5,0 0,63

' Inspecédo visual realizada usando a ferramenta “’eletron density” disponibilizada pelo site RCSB. 2
Calculo feito utilizando o programa “density fitness” .ND: Ligantes que n&o foram identificados pela

ferramenta eletron density presente no site RCSB, ou que n&o foram processadas pelo density fitness

Afim de identificar possiveis diferencgas entre as estruturas cristalograficas, realizamos
uma analise de similaridade global entre elas, utilizando o célculo do RMSD. A Figura
5 ilustra os resultados dessa analise, revelando que a maioria das estruturas
apresenta um RMSD préximo de 0,5 A, indicando uma boa sobreposicéo entre elas.
No entanto, é importante ressaltar que a escala do RMSD foi limitada a, no maximo,
1 A com o objetivo de facilitar a visualizacdo das diferencas estruturais entre as
estruturas tridimensionais. Essa limitacdo se deve a estrutura 7MV1, que apresentou
um valor médio de RMSD de 4,5 A em relagdo as demais estruturas. Essa diferenca
pode ser explicada pelo fato de que essa estrutura corresponde a uma conformagao

super aberta, enquanto as demais correspondem a conformacao fechada (figura 6)
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Figura 5 — Andlise estrutural das 49 estruturas da NS2B-NS3pro ZIKV com ligantes disponiveis
no PDB. O heatmap representa o desvio quadratico médio (RMSD) dos carbonos alfa (Ca) entre as
estruturas. As variagdes de RMSD s&o codificadas por cores, indo de 0 (rosa escuro)a 1,0 A (verde),
destacando-se os maiores valores associados a presenga da estrutura 7VM1, cuja conformagéao é
super aberta.

Figura 6 — Diferencga estrutural entre a estrutura 7M1V e 5YOF. Alinhamento das duas estruturas,
sendo 7M1V em rosa e 5YOF em azul. A) Representacdo em cartoon da sobreposi¢cao de ambas
proteinas. B) Sobreposigao dos residuos do sitio ativo, podemos observar que os residuos da triade
catalitica estdo localizados na mesma regido, enquanto ha uma grande diferenca da posicao de
residuos como GLY151, GLY153 e VAL155, destacados na imagem.
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Outro ponto importante a ser avaliado é a qualidade dos ligantes. O PDB possui uma
métrica de qualidade para avaliar o ajuste da estrutura do ligante aos dados
experimentais denominada “wwPDB Validation”. No entanto, essa métrica néo pode
ser aplicada como parametro em nossas analises devido a auséncia dessa
classificagdo na maioria das estruturas tridimensionais analisadas, o que
comprometeria sua precisdo como método de avaliagcdo. Dessa forma, a avaliagao
dos ligantes foi realizada mediante inspegao visual da densidade eletrénica, utilizando
a ferramenta electron density disponivel no site do PDB e pela ferramenta density
fitness fornecida pelo PDB-REDO (tabela 2). A avaliacédo feita utilizando a electron
density foi subjetiva com atribuicdo de notas que variavam de 0, indicando nenhuma
cobertura do ligante, até 10, indicando cobertura total do ligante. A menor cobertura
observada foi 4, enquanto a maior cobertura foi 10 (figura 7). Cerca de 80% das
estruturas foram classificadas como tendo cobertura igual ou superior a 6. E
importante ressaltar que para as estruturas 5ZMQ, 6JPW, 7DOC e 7VXY, a maioria
pertencente a classe dos peptideos, a ferramenta ndo conseguiu identificar a

localizagao do ligante, impossibilitando a avaliagédo de sua densidade eletrbnica.

7PFZ - Inspegio visual = 10,0 6KK2 — Inspecao visual = 4,0

Figura 7 — Comparagéo da cobertura da densidade eletronica de ligantes utilizando a ferramenta
density fitness do site RCSB. Mapa de densidade 2Fo-Fc ¢ 1,5, onde a cobertura do ligante esta sendo
representada em azul. Observa-se que na estrutura 7PFZ, a densidade eletronica cobre integralmente
o ligante, enquanto na estrutura 6KK2 diversas partes do ligante encontram-se fora da area de
cobertura.
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A avaliacao pela density fitness é feita de forma automatizada através do calculo de
EDIA que é o ajuste de multiplos atomos na densidade eletrénica do mapa 2Fo-Fc
fornecido para a ferramenta. O EDIA varia de 0 a 1,2 e a avaliagao é dividida em trés
faixas que avaliam a cobertura da densidade eletronica, sendo 0-0,4 correspondente
a um baixo ajuste dos atomos em relacédo a densidade eletrénica, 0,4-0,8 indicando
pequenas inconsisténcias em relagdo ao ajuste da densidade e 0,8-1,2 indicando uma
boa cobertura pela densidade eletrénica (MEYDER et al., 2017). Considerando essa

divisdo temos cerca de 35% dos ligantes com boa cobertura.

Ao comparar os resultados obtidos pela analise visual com os da ferramenta
automatizada, observam-se algumas discrepancias na avaliagdo da cobertura dos
ligantes com uma superestimacgao da qualidade da cobertura. Um exemplo é o ligante
da estrutura 5LCO, que na inspecao visual, foi considerado como 9, enquanto, ao ser
processado pela density fitness, seu valor foi de 0,36, se enquadrando-se na faixa
mais baixa do programa. Tais diferengas destacam a importancia de métodos

sistematizados para avaliagao de diferentes parametros.

4.2 Diferencgas estruturais entre os residuos do sitio ativo entre as estruturas
tridimensionais

Uma vez que a similaridade global das estruturas cristalograficas foi evidenciada,
indicando alta similaridade global das estruturas terciarias, realizamos uma analise
mais especifica do sitio ativo para comparar as conformacgdes dos residuos. Para
identificar quais residuos de interesse, utilizamos o LUNA, que proporcionou um
panorama abrangente das interagdes estabelecidas pelos ligantes cristalograficos
com a protease, conforme observado na figura 8. Essa andlise permitiu identificar os
residuos mais frequentes envolvidos nessas interagdes, com suas respectivas
frequéncias de interacdo, sendo eles: Gly151 (91,7%), Tyr130 (89,6%), Ser135
(89,6%), Tyr161 (89,6%), His51 (87,5%), Asp129 (85,4%), Tyr150 (77,1%), Ala132
(75%), Val155 (70,8%) e Gly153 (56,3%). Entende-se por frequéncia a porcentagem
de ligantes que interagem com um residuo especifico, calculada pela divisdo do
numero total de ligantes que interagem com esse residuo pelo numero total de ligantes

analisados.
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Figura 8 - Anadlise do perfil das interagbes proteina-ligante entre as 49 estruturas cristalograficas
estudadas. Afrequéncia de ligagao se refere a porcentagem de ligantes cristalograficos que interagem
com determinado residuo. As cores dos graficos indicam o tipo de interag&o realizada, cujo significado
encontra-se na legenda.

Em relagdo aos tipos de interagbes observadas, identificamos um predominio de
interagbes de hidrogénio fortes, quando ha interagédo do hidrogénio com atomos de
nitrogénio ou oxigénio, bem como interagcdes de hidrogénio fracas que ocorrem com
outros heteroatomos. Além disso, as interacbes de van der Waals e hidrofébicas
também se mostraram amplamente distribuidas entre os ligantes analisados. Outros
tipos de interacdo foram observadas em menor propor¢ao. Um destaque é para o

Asp75, onde se observou um predominio de interagdes idnicas.

Os residuos Asp129, Tyr130, Ala132, Tyr150 e Tyr161 compdem o subsitio S1, que é
documentado na literatura como um dos principais sitios de ligagdo para inibidores.
Além disso, essa regidao é conservada nos demais virus da familia, como o virus da
dengue, sendo interessante a busca de inibidores que ocupem essa cavidade (LI et
al., 2018; PHOO et al., 2018). A Ser135 e His51 fazem parte da triade catalitica. E
interessante notar que, embora o Asp75 também faca parte da triade, ele ocupa a

décima primeira posigcao com 54,2% de interagao com os ligantes. Adicionalmente, a
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Val155 pertence ao subsitio S4, enquanto a Gly151 e Gly153, embora nao estejam
associadas a um subsitio especifico, fazem parte da estrutura da proteina NS3 (LI et
al., 2017; PHOO et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Com base na informacédo sobre a frequéncia de interagdo dos residuos com os
ligantes, procedemos ao alinhamento dos dez residuos melhores classificados,
utilizando a estrutura tridimensional 5LCO como referéncia (tabela 3). Os residuos
com RMSD inferior a 1 A estdo destacado em verde, aqueles com RMSD entre 1 e 2
A em amarelo, e acima de 2 A em vermelho. A maioria dos residuos, em todas
estruturas tridimensionais , apresentou RMSD inferior a 2 A, tendo como maior
excegcao a estrutura 7M1V, o que era esperado devido a sua conformacéo super

aberta.

Tabela 3 — RMSD dos residuos do sitio ativo em relagao a estrutura 5LCO

Estrutura

gﬁ/‘me”s'o GLY151 |TYR130 | SER135 | TYR161 | HIS51 |ASP129 | TYR150 | ALA132 |VAL155 | GLY153

residuo
5LCO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5H41 0,35 0,59 0,10 0,16 0,95 0,50 1,69 2,07 1,94 0,23
5HBV 0,29 0,36 0,22 0,20 0,83 0,64 0,45 1,77 0,72 0,31
5VLG 0,47 0,45 0,31 0,66 1,09 0,39 1,66 1,86 1,97 0,35
5YOD 0,33 0,44 1,20 0,31 0,71 1,26 0,48 1,85 2,06 0,18
5YOF 0,34 0,42 0,29 0,23 0,92 0,45 0,36 1,27 2,04 0,44
5ZMQ 0,32 0,39 1,71 0,31 0,65 0,25 0,39 1,11 2,23 0,45
5ZMS 0,20 0,27 1,75 0,46 0,68 0,34 1,64 1,32 2,03 0,41

520B 0,35 1,77 0,74 0,48 0,73 1,08 0,54 0,39 0,99 0,38

6JPW 0,40 0,41 0,59 0,59 0,64 0,93 1,66 0,36 1,93 0,36

6KK2 0,40 0,42 0,08 0,24 0,96 1,65 1,66 1,62 2,05 0,36
6KK3 0,38 0,44 0,33 0,42 0,92 0,57 1,66 1,54 1,84 0,38
6KK4 0,42 0,39 0,37 0,56 1,02 0,49 1,66 1,77 1,92 0,35
6KK5 0,34 0,40 0,32 0,38 1,02 0,72 1,66 1,57 191 0,34
6KK6 0,42 0,37 0,41 0,51 1,01 0,52 1,66 1,68 1,93 0,39
6KPQ 0,31 0,36 0,55 0,27 0,83 0,73 1,66 1,35 2,00 0,19
6L4Z 0,21 0,48 0,10 0,14 0,87 0,21 0,34 2,33 2,17 0,21
6L50 0,22 0,41 0,25 0,15 0,94 0,40 1,66 2,16 2,03 0,21
6Y3B 0,39 0,35 0,38 0,55 1,03 0,51 1,66 1,66 1,93 0,37
7/DOC 0,22 1,80 0,53 0,44 0,77 0,63 1,65 0,96 1,75 0,31
M1V 3,75 2,22 1,65 NA* 2,06 8,21 3,67 7,14 959 S5l
702M 0,43 0,48 0,38 0,57 1,04 0,82 1,65 1,71 1,99 0,48
7055 0,40 0,37 0,44 0,51 1,04 0,72 1,64 1,58 1,77 0,36
70BV 0,42 0,37 0,53 0,64 1,12 0,65 1,66 1,42 1,99 0,50
70C2 0,41 0,42 0,34 0,66 1,07 0,45 1,66 1,72 1,91 0,35
7/PFQ 0,39 0,35 0,55 0,55 1,08 0,56 1,66 1,40 1,94 0,46
7PFY 0,42 0,41 0,35 0,47 1,09 0,69 1,65 1,63 0,23 0,32

TPFZ 0,43 0,47 0,38 0,61 1,07 0,50 1,66 1,67 1,89 0,33
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Estrutura

ggf/'mens'o GLY151 |TYR130 | SER135 | TYR161 | HIS51 |ASP129 | TYR150 | ALA132 |VAL155 | GLY153

residuo
7PG1 0,41 0,47 0,36 0,46 1,01 0,78 1,66 1,66 1,82 0,35
7PGC 0,44 0,46 0,42 0,66 1,05 0,45 1,66 1,70 1,89 0,34
7VLH 0,22 0,42 0,41 0,16 0,95 0,59 1,67 1,37 1,97 0,20
7VLI 0,46 0,31 0,34 0,31 1,01 0,77 1,66 1,29 1,81 0,38
7VXX 0,30 0,41 0,21 0,23 0,86 0,19 0,32 2,20 2,17 0,33
7VXY 0,34 1,73 0,64 0,26 0,85 0,35 0,33 1,29 2,07 0,28
7ZLC 0,33 0,36 0,34 0,45 0,98 0,53 1,65 1,64 0,81 0,31
7L.ZD 0,38 0,38 0,47 0,50 1,02 0,75 1,66 1,61 1,90 0,37
7ZMI 0,34 0,44 0,20 0,27 0,99 0,59 1,67 1,78 1,83 0,29
7ZNO 0,34 0,44 0,32 0,30 0,72 2,01 1,67 0,40 1,96 0,31
7ZPD 0,38 0,40 0,42 0,59 1,03 0,55 1,65 1,64 1,91 0,36
7Z2Q1 0,42 0,41 0,45 0,47 1,04 0,59 1,65 1,69 1,96 0,33
7ZQF 0,39 0,37 0,46 0,39 1,03 0,60 1,66 1,65 1,89 0,36
7ZTM 0,40 0,48 0,39 0,53 1,08 0,46 1,66 1,67 1,87 0,35
7ZUM 0,43 0,50 0,38 0,55 1,06 0,47 1,67 1,60 1,89 0,30
7ZV4 0,40 0,43 0,36 0,65 1,03 0,38 1,65 1,60 1,91 0,33
7ZWK 0,40 0,50 0,51 0,39 1,03 0,97 1,67 1,51 1,93 0,40
7ZYS 0,40 0,42 0,45 0,57 1,01 0,52 1,65 1,64 1,93 0,33
8AQA 0,43 0,41 0,47 0,58 1,03 0,60 1,65 1,67 1,90 0,33
8AQB 0,38 0,43 0,45 0,55 1,07 0,57 1,65 1,56 1,94 0,38
8AQK 0,37 0,43 0,42 0,51 1,04 0,56 1,65 1,76 1,94 0,45

*O residuo ndo esta presente na estrutura cristalogréfica. Verde: RMSD <1 A, amarelo: 1> RMSD < 2
A, vermelho: RMSD > 2 A,

Em seguida, realizamos uma analise visual, sobrepondo as estruturas tridimensionais

que mostraram maior RMSD para determinado residuo, buscando identificar as

possiveis alteracbes conformacionais. Contudo, essa analise ndo nos permitiu

identificar alteragdes significativas,

diferenca de RMSD em relacdo a estrutura tridimensional

similaridade conformacional entre eles, conforme observado na figura 9.

pois 0s residuos que apresentaram maior

5LCO0 mostraram
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Figura 9 - Sobreposicao dos residuos VAL155 e ALA132. A) Sobreposigéo dos residuos VAL155
das estruturas tridimensionais 5LCO (verde), 5ZMQ (branco), 7VXX (azul) e 6L4Z (rosa). B)
Sobreposigéo dos residuos ALA132 das estruturas tridimensionais 5LCO (verde), 5H4l (azul), 6L4Z
(amarelo), 6L50 (roxo).

Devido ao resultado da analise anterior, optamos por uma nova abordagem para
identificar as diferengas conformacionais dos residuos no sitio ativo. Inicialmente,
dividimos as estruturas tridimensionais conforme o tipo de ligante associado:
fragmento, macrociclo, peptideo, peptideo-mimético e aciclico. Realizamos uma
analise visual comparativa, sobrepondo as estruturas tridimensionais dentro de cada
grupo individualmente. Apos a pré-selegao em cada grupo, conduzimos uma segunda
inspegao visual, sobrepondo essas estruturas escolhidas para selecionar uma

estrutura tridimensional representativa de cada categoria inicial.

No grupo de fragmentos néo foi observada diferenga significativa nas conformacgoes
dos residuos em destaque. Portanto, a escolha da estrutura para o cross-docking foi
feita considerando a resolugéo global da proteina, densidade eletronica do ligante e
dados experimentais disponiveis. A estrutura 5H4l foi descartada por ter a pior
densidade eletrénica do ligante (5) e pior resolugéo (2 A), critérios que também se
aplicam para a 6L50 que apresenta densidade igual a 9 e resolugéo de 1,95 A. A
estrutura 7VXX foi descartada por apresentar densidade eletrénica do ligante inferior
as demais (8). Além disso, a molécula 5YOD se liga de forma covalente a serina
catalitica (LI et al., 2018). Por estarmos usando uma metodologia voltada para ligantes
nao-covalentes esse aspecto poderia interferir nos resultados. Desta forma, a escolha

final para esse grupo foi a estrutura 6L4Z.
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A estrutura 6KK2, pertencente ao grupo dos macrociclos, foi selecionada devido ao
valor de RMSD de 1,65 A do residuo Asp129 em relacao a estrutura 5LCO. No entanto,
apos analises visuais dos resultados de docking, identificamos que essa diferenga era
um artefato metodoldgico causado pela rotagédo do grupo carboxilico. Essa rotagéao
nao teria impacto no docking devido a equivaléncia quimica dos oxigénios presentes

neste grupo funcional (figura 10).

¥ sEr135

Figura 10 - Comparacao da orientacao dos residuos ASP129 e SER135 nas estruturas do cross-
docking. Ambas figuras apresentam as seguintes estruturas tridimensionais: 7ZLC ( ciano), 6KK2
(magenta), 5ZMS (amarelo), 5YOF (verde) e 6L4Z (branco). A) Rotag&o do acido carboxilicodo ASP129
na estrutura 6KK2 em relagéo as demais. B) Rotagao do grupo hidroxila da SER135 da estrutura 5ZMS.

A estrutura do 5ZMS, um peptideomimético, apresentou uma pequena diferenca
conformacional na Ser135, tendo uma diferenca na rotagdo do grupo hidroxila (figura
10), sendo, portanto, escolhida.

No grupo dos peptideos, inicialmente, foram observadas diferencas na conformagao
do Asp129 nos compostos 5YOF e 6JPW. No entanto, ao compara-los com os demais,
essa conformacao se repetiu em pelo menos uma das outras estruturas. Como nao
foi identificada nenhuma diferenga estrutural significativa, a escolha da estrutura deste
grupo foi baseada em outros critérios. A estrutura SH6V foi descartada devido a sua
pior resolugéo (2,42 A). As estruturas 6JPW, 7DOC, 7VXY foram descartadas porque
os ligantes correspondentes nao foram identificados pelo programa de densidade
eletrénica e possuiam resolugéo igual ou pior que 1,90 A. A estrutura escolhida foi a

5YOF por apresentar, em relacdo a outra restante (5GPI), melhor resolugéo (1,51 A).

Por ultimo, as estruturas no grupo dos aciclicos ndao apresentaram diferenca
significativa na conformacao dos residuos entre si. Optou-se pela estrutura 7ZLC

porque o ligante da 7ZNO realiza ligagdo covalente com a cadeia lateral da serina
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(BRAUN et al., 2023) e o docking realizado nesse trabalho é voltado para ligantes que

realizam ligagdes nao covalentes.

Para a execucgao do cross-docking foram selecionadas as estruturas tridimensionais
depositadas sob os seguintes PDB IDs: 5YOF (ligante peptidico), 5ZMS (ligante
peptideo-mimético), 6KK2 (ligante macrociclo), 6L4Z (ligante fragmento) e 7ZLC
(ligante aciclico). O conjunto de ligantes usado nessa analise compreende 25
estruturas, incluindo os ligantes das cinco estruturas tridimensionais mencionadas,

bem como outros ligantes cristalograficos com densidade eletrénica superior a 6.
4.3 Avaliagao da reproducao da pose cristalografica dos ligantes

4.3.1 Resultados do cross-docking utilizando a conformacgao do ligante de menor

energia

O cross-docking é um procedimento empregado para validagdo de um protocolo de
docking quanto a capacidade de reproduzir modo de ligagdo de ligantes
cristalograficos.  Nesse processo, ligantes cujo modo de ligacdo ja foram
experimentalmente determinados s&o usados para realizar simulagdes
computacionais de docking com estruturas tridimensionais proteicas diferentes das
originais (MUKHERJEE; BALIUS; RIZZO, 2010; TEMML; KUTIL, 2021). Ja o re-
docking avalia a capacidade do protocolo de docking reproduzir a pose cristalografica

do ligante na estrutura tridimensional proteica de origem (TEMML; KUTIL, 2021).

As estruturas tridimensionais utilizadas para o cross-docking foram preparados da
mesma maneira conforme descrito anteriormente (3.2.2), assim como os vinte e cinco
ligantes (3.2.3). O protocolo utilizado para o docking foi o mesmo para os cinco grupos
analisados, utilizando o programa Dock6, cuja amostragem € realizada por meio da
construgao incremental e a pontuagcdo € baseada em grid, conforme descrita na

equacao 1. Essa analise permitiu obter resultados de cross-docking e re-docking.

A avaliagdo do sucesso tanto do cross-docking quanto do re-docking foi realizada
através do calculo do RMSD, utilizando a pose cristalografica do ligante como
referéncia. Na literatura, considera-se sucesso quando o valor de RMSD ¢ inferior a 2
A (CASTRO-ALVAREZ; COSTA; VILARRASA, 2017; TEMML; KUTIL, 2021),
indicando que a pose prevista pelo protocolo de docking é similar a pose observada

na estrutura cristalografica. Os valores obtidos para cada um dos ligantes
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cristalograficos, representados por “L + codigo PDB da estrutura tridimensional”, estao

descritos na tabela 4. A avaliagcdo do sucesso tanto do cross-docking quanto do re-

docking foi realizada através do calculo do RMSD, utilizando a pose cristalografica do

ligante como referéncia. Na literatura, considera-se sucesso quando o valor de RMSD
é inferior a 2 A (CASTRO-ALVAREZ; COSTA; VILARRASA, 2017; TEMML; KUTIL,

2021), indicando que a pose prevista pelo protocolo de docking € similar a pose

observada na estrutura cristalografica. Os valores obtidos para cada um dos ligantes

cristalograficos, representados por “L + codigo PDB da estrutura tridimensional”, estao

descritos na tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas dos ligantes cristalograficos e seus respectivos RMSD em
relacdo a cada estrutura tridimensional

Ligantes Estruturas tridimensionais
Numero de
ligagdes RMSD (A

Codigo Tipo rota?:ic:}néveis -

5YOF | 5ZMS 6KK2 | 6L4Z 7ZLC
L5YOF Peptideo 12 5,11 7,78 2,18 8,00 3,30
L5ZMQ Peptideomimético 20 7,21 8,81 9,01 7,91 8,58
L5ZMS Peptideomimético 22 11,08 8,95 10,87 9,46 6,76
L6JPW Peptideo 28 13,32 14,79 14,83 | 12,91 14,08
L6KK2 Macrociclo 16 9,20 8,40 8,41 NA* 9,56
L6KK3 Macrociclo 16 7,19 11,79 9,09 9,81 8,07
L6KK4 Macrociclo 16 9,94 9,65 8,09 8,98 9,90
L6KK5 Macrociclo 15 6,92 8,50 7,65 10,13 7,30
L6KK6 Macrociclo 15 7,84 9,43 7,85 9,96 7,85
L6KPQ Macrociclo 17 8,54 7,29 8,40 9,33 7,48
L6L4Z Fragmento 11,19 12,87 11,64 | 13,06 12,42
L6L50 Fragmento 0 14,45 3,12 12,40 | 13,50 12,47
L6Y3B Macrociclo 15 8,45 21,00 6,99 9,80 8,39
L7DOC Peptideo 26 12,20 9,85 7,77 9,56 12,04
L702M Macrociclo 25 8,34 8,25 8,03 6,58 7,78
L7055 Macrociclo 22 8,50 7,83 7,39 9,26 8,98
L70BV Macrociclo 24 8,97 8,62 9,08 8,39 8,84
L70C2 Macrociclo 17 10,49 8,69 7,55 10,88 10,34
L7PFQ Macrociclo 25 7,67 6,15 6,12 6,62 7,63
L7PFY Macrociclo 23 6,70 8,37 7,73 9,03 7,41
L7PG1 Macrociclo 22 8,34 8,61 8,61 8,60 8,25
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L7VLH Macrociclo 21 8,48 7,83 6,79 9,86 6,64
L7VXY Peptideo 22 9,93 7,96 7,31 8,51 7,29
L7ZLC Aciclico 19 8,36 8,56 8,34 8,94 8,34
L7ZLD Macrociclo 22 7,57 9,20 9,18 9,80 9,27

*NA: O programa nao conseguiu realizar o docking para este par alvo molecular-ligante

Nenhum dos ligantes usados obteve sucesso no cross-docking e re-docking. As falhas
na reprodugdo da pose cristalografica podem ser categorizadas em dois tipos
distintos. O primeiro € a falha do ranqueamento, onde o docking teve éxito em
reproduzir a pose cristalografica, mas essa pose nao foi classificada como a de melhor
pontuacao. O segundo tipo de falha ocorre na amostragem, indicando que o docking
nao conseguiu explorar e identificar a pose correta (ALLEN et al., 2015; MUKHERJEE;
BALIUS; RI1ZZ0O, 2010).

Uma hipétese levantada para a falha do cross-docking esta relacionada com falha da
amostragem devido as classes de ligantes empregadas. Os ligantes do grupo dos
fragmentos sdo moléculas muito pequenas com capacidade de se ligarem a diferentes
regides do sitio de ligagcdo, o que pode justificar a diferenga nos valores de RMSD
entre a pose referéncia e a do docking. Considerando que apenas a pose melhor
ranqueada de cada ligante foi analisada, ndo permitindo a analise da falha por erro de
ranqueamento, € possivel que outras poses tenham se ligado proximas ao sitio
observado na estrutura cristalografica e reproduzido sua pose, representando uma
possivel falha da pontuacdo do docking em identificar a pose mais préxima a de

referéncia como a melhor.

Ligantes peptideos e peptideo-miméticos sdo compostos com uma alta flexibilidade
estrutural, decorrente do elevado numero de ligagbes rotacionaveis em sua
configuracdo (CIEMNY et al.,, 2018; SANTOS et al., 2020). A maioria dos ligantes
dessas classes, utilizada nesse trabalho, possuem mais de 15 ligagdes rotacionaveis,
conforme evidenciado na tabela 2. A reprodugdo de poses cristalograficas de
compostos com essa complexidade estrutural representa um desafio para o dock6,
conforme discutido por Allen (2015). Em suas anadlises, observaram-se taxas
significativas de falha para esse tipo de ligantes, especialmente quando comparadas
a grupos de moléculas com menos de oito ligagbes rotacionaveis. Apesar de nao
identificado sucesso na reprodugdo do modo de ligagdo do ligante cristalografico

levando em consideragéo o corte como 2 A, observamos que o ligante 5YOF dentro
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da estrutura 6KK2 apresentou um RMSD de 2,18 A. Como ilustrado na figura 11, o
ligante cristalografico (azul, B) e a pose 1 do docking (rosa, C) compartilham a maioria
das interacdes realizadas. Portanto, mesmo n&o estando dentro da faixa considerada
como sucesso em termos de RMSD, é possivel considera-la como uma reprodugéo

adequada da maior parte do modo de ligagao do ligante cristalografico.

1151 ASP :129 ;
' g 83 &7 H"
N2 \ |
o S ({ 0N [P B o« H
A / \ TUTYR161
P S ¥ vy PHE
gy Sihithes 3%%‘5 A:84
@ 2
B’}HZ
Interactions
[] van der Waals [[] #rDonor Hydrogen Bond
Bl conventional Hydrogen Bond ] pramy

- Unfavorable Acceptor-Acceptor

Figura 11 — Comparacao do modo de ligacéo entre o ligante 5YOF cristalografico da
estrutura 6kk2 o ligante 5YOF correspondente a pose 1 do docking com a estrutura
6KK2. A) O ligante 5YOF cristalografico esta representado em azul, enquanto o ligante
5YOF da pose 1 do docking estd em rosa. As linhas pontilhadas representam
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interacdes polares, e sua coloragéo esta de acordo com a estrutura que representam.
B) interagdes do ligante 5YOF cristalografico com a estrutura 6KK2. C) Interagdes da
pose 1 do docking com a estrutura 6KK2.

Os ligantes macrociclos apresentam maior complexidade em termos de flexibilidade
estrutural, pois, além de possuirem pelo menos quinze ligagdes rotacionaveis (tabela
2), sua natureza ciclica implica na necessidade de rotagao de multiplos diédricos para
transitar entre diferentes conformacgdes (ALLEN; DOKHOLYAN; BOWERS, 2016). Em
uma revisao na literatura, encontramos um artigo que realiza uma comparacgao entre
a capacidade de diversos programas em reproduzir poses cristalograficas de ligantes
macrociclicos (CASTRO-ALVAREZ; COSTA; VILARRASA, 2017). O Dock6.5, uma
versao anterior do programa adotado nesse trabalho, foi um dos avaliados no artigo e
demonstrou sucesso na reproducao de poses para quase todos os ligantes. Esse
resultado nos levou a comparar a metodologia utilizada na preparacao dos ligantes a
qual utilizou programas distintos em relagdo ao nosso na obtencéao das conformagoes
tridimensionais, além de terem realizado uma preparagao adicional com busca da
melhor conformacao para o macrociclo. Essa discrepancia suscitou a reflexdo sobre
a possibilidade de a geragao das conformacgdes dos ligantes, realizadas apenas pelas
ferramentas da OpenEye, pode influenciar nos resultados do cross-docking. Esse
questionamento se baseia na compreensao de que, para obter sucesso na obtengao
de poses em ligantes macrociclicos, o ideal é que a conformagdo usada para o
docking seja proxima ao do ligante cristalografico, principalmente em relacédo a
conformacgéo do anel, pois a constru¢ao incremental empregada na amostragem do
Dock6 considera qualquer tipo de anel como segmento rigido para formagao da
estrutura da molécula (ALLEN; DOKHOLYAN; BOWERS, 2016; LANG et al., 2023).

4.3.2 Avaliacao da reproducgao da conformacéao dos ligantes cristalograficos

Na preparagao dos ligantes usados no cross-docking, feita com as ferramentas da
OpenEye, optamos por utilizar apenas uma conformacéo tridimensional considerada
pelo programa OMEGA como a de menor energia. Na preparagao dos ligantes usados
no cross-docking, feita com as ferramentas da OpenEye, optamos por utilizar apenas
uma conformagao tridimensional considerada pelo programa OMEGA como a de
menor energia. Diante a suposi¢ao de que essa conformacéao poderia nao representar
a conformacéo cristalografica, especialmente para os anéis macrociclos, realizamos
uma analise de RMSD comparando a conformacgéo cristalografica de cada ligante em

relacdo a conformacao gerada pelo OMEGA. Para avaliar o acerto dessa reproducao,
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foi utilizado as seguintes métricas: acerto na reproducdo da conformacao
cristalografica quando o RMSD for inferior a 2 A (destacado em verde), acerto parcial
da reproducdo da conformacgdo quando o RMSD ficar entre 2 e 3 A (destacado em
amarelo) e erro na reproducao da conformacgao cristalografica quando o RMSD for
superior a 3 A (em branco). Como pode ser observado na tabela 5 tivemos apenas
quatro acertos, sendo que dois pertencem ao grupo dos fragmentos (L64Z e L6L50),
por terem um baixo numero de ligagbes rotacionaveis, era esperado que a
conformacao fosse reproduzida. Os outros dois ligantes pertencem a classe dos
macrociclos (L6KK4 e L6KKG). Obtivemos também trés acertos parciais para outros
macrociclos (L702M, L7055 e L7PFQ).

Outra andlise realizada foi a comparagdo entre a conformacéo do ligante
cristalografico com a conformacgao das poses geradas pelo docking. Essa abordagem
foi adotada devido a capacidade do algoritmo de construgdo incremental de modificar
a conformacéo das regides flexiveis do ligante durante a geragao da pose. O programa
divide a molécula em dois tipos de cadeias (rigidas e flexiveis). As cadeias rigidas
podem ser segmentos separados por ligagées nao rotacionaveis ou anéis de qualquer
tipo. Cadeias flexiveis sdo aquelas que possuem ligacbes rotacionaveis em sua
composic¢ao. A construcao do ligante na cavidade do sitio ativo é realizada fixando
uma porgao rigida e, em seguida, adicionando as por¢des flexiveis. Entre cada uma

dessas adigbes ocorre a minimizagao de energia da pose (LANG et al., 2023)

Nosso objetivo era avaliar se, apds o processamento, haveria melhor reprodugéo da
conformacgéao cristalografica do ligante em relagcdo a conformagdo de entrada do
OMEGA, previamente discutida. Uma vez que nosso foco era analisar exclusivamente
a conformagao dos ligantes processados (estrutura) e ndo sua posigao no sitio ativo
(pose), antes de calcular o RMSD realizamos um alinhamento da conformacao do
ligante cristalografico e a conformacéo resultante das poses do docking. Os dados
referentes a essa analise também estdo descritos na tabela 5. Nés avaliamos a
conformacéo referente as primeiras dez poses geradas utilizando a estrutura
tridimensional 5YOF. Para ser classificado como acerto, era necessario que pelo
menos uma das dez reproducdes apresentasse RMSD inferior a 2 A. Podemos
observar que apos o docking, o numero de acertos aumentou de quatro para sete. Os

ligantes LSYOF (peptideo), L7055 e L7PFQ (macrociclo) foram incluidos no grupo dos



54

acertos, indicando uma melhoria na reproducédo da conformagao cristalografica apos

0 processamento.

Tabela 5 — RMSD entre a conformacao dos ligantes cristalograficos e a conformacéao
gerada pelo OMEGA antes e apds processamento pelo docking

RMSD (A) entre ligante cristalogréafico e conformagdes analisadas

Ligantes |Conformacédo Classificacdo das poses geradas apds docking
de entrada 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

L5YOF 3,58 2,31 (2,16 | 2,85 (288|286 (232288274209 1,99
L5ZMQ 5,20 4,72 | 3,50 | 2,93 | 3,05 | 4,72 | 2,90 | 3,06 | 2,95 | 2,97 | 3,08
L5ZMS 5,01 4,10 | 4,57 | 4,55 | 4,70 | 4,72 | 4,12 | 4,34 | 4,36 | 4,77 | 4,14
L6JPW 4,37 4,53 14,51 | 4,16 | 4,13 | 4,14 | 4,86 | 4,23 | 5,01 | 5,66 | 5,77
L6KK2 3,03 2,65 |264 (248 | 2,80 | 2,63 | 2,76 | 2,77 | 2,94 | 2,65 | 2,80
L6KK3 3,46 2,84 (2801292 (292291 (287|294 |292]3,03| 2,96
L6KK4 1,96 2,12 | 2,00 | 2,20 | 2,07 | 2,13 | 2,26 | 2,22 | 2,14 | 2,20 | 2,22
L6KK5 3,90 3,47 | 3,54 | 3,60 | 3,56 | 3,49 | 3,26 | 3,41 | 3,80 | 3,65 | 3,45
L6KK6 1,58 2,02 (1,79 11,89 (19 |1,85 (193 |1,88 (2,08 | 1,83 | 1,84
L6KPQ 4,92 4,72 | 4,74 | 4,73 | 4,76 | 4,70 | 4,82 | 4,99 | 4,77 | 4,91 | 4,82
LeL4Z 0,42 0,55 | 0,55 | 0,57 | 0,51 | 0,54 | 0,50 | 0,39 | 0,66 | 0,29 | 0,47
L6L50 0,05 0,05 005 (005|005 /|005]|005]|005|005 /0,05 | 0,05
L6Y3B 3,92 3,92 (3,93 (3,88 (3,99 |3,97 | 4,14 | 3,91 | 4,17 | 3,91 | 4,06
L7DOC 3,83 4,76 | 4,71 | 4,74 | 4,63 | 4,65 | 4,71 | 4,69 | 4,37 | 4,63 | 4,61
L702M 2,42 2,93 | 2,80 | 2,82 | 2,90 | 2,75 | 2,97 | 2,80 | 3,06 | 2,84 | 2,95
L7055 2,11 2,05 (1,97 | 201|195 |203{(201]1,95 (211|218 | 2,05
L70BV 5,15 518 | 5,18 | 5,19 | 5,14 | 5,20 | 5,15 | 5,19 | 5,13 | 5,18 | 5,13
L70C2 3,40 3,43 { 3,29 |1 3,35 (3,50 | 3,42 | 3,39 | 3,25 | 3,50 | 3,28 | 3,29
L7PFQ 2,29 2,44 (1,87 | 2,20 | 1,99 | 2,49 | 2,01 | 1,99 | 1,95 | 2,05 | 2,44
L7PFY 4,78 4,60 | 4,66 | 4,60 | 4,69 | 4,64 | 4,63 | 4,38 | 4,51 | 4,77 | 4,47
L7PG1 3,06 2,76 | 2,80 | 2,82 | 2,75 | 2,87 | 2,82 | 2,84 | 2,79 | 2,78 | 2,78
L7VLH 4,81 4,65 (4,83 |4,83|490 | 488 |4,85|4,89|4,80|4,78 | 4,78
L7VXY 4,20 3,71 { 4,19 | 4,04 | 4,04 | 3,98 | 3,98 | 4,35 | 4,30 | 4,30 | 4,27
L7ZLC 4,83 3,97 | 3,96 | 3,45 | 4,07 | 3,95 | 3,37 | 3,37 | 4,07 | 4,03 | 4,18
L7ZLD 6,17 567 (571|571 5,79 | 5,73 | 5,65 | 5,78 | 5,71 | 5,73 | 5,70

4.3.3 Resultados do cross-docking utilizando

menor RMSD

conformagbes dos ligantes

com

Devido a baixa reproducao das conformagdes dos ligantes cristalograficos, tanto antes

quanto apdés o processamento do docking, decidimos investigar se o uso de

conformagdes proximas as cristalograficas (RMSD < 2 A) como arquivos de entrada

para o docking poderia diminuir a falha relacionada a amostragem. Para explorar essa

hipotese, geramos novas conformacgdes através do OMEGA, gerando um maximo de

400 conformagdes para cada ligante.

Em seguida, alinhamos essas novas
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conformagdes com os ligantes cristalograficos e calculamos seus RMSD. As
conformagdes com melhor RMSD (tabela 6) foram selecionadas e foram submetidas

a um novo docking.

Com excegao de quatro ligantes (L5ZMS, L6JPW, L7DOC, L7VXY), todas as novas
conformagbes usadas como entrada tiveram acerto ou acerto parciais (apenas a
L5ZMQ) na reprodugdo da conformacédo cristalografica. Além disso, observamos
melhora na taxa de acertos das conformagdes apds o docking, com dez ligantes tendo
sido classificados como acerto. Entretanto, € importante ressaltar que ter uma boa
reprodugao da conformacéo cristalografica como arquivo de entrada nao garantiu a
reprodugao desse acerto apds o docking, como evidenciado em alguns casos, como
0 L702M, L70C2 e 7PFQ, cujas conformacdes iniciais possuem RMSD inferior a 2 A,
mas todas as conformacdes derivadas das poses do docking foram classificadas
COmo erro.

Tabela 6 - RMSD entre a conformagao dos ligantes cristalograficos e a melhor
conformacéao gerada pelo OMEGA antes e apds processamento pelo docking

RMSD (A) entre ligante cristalogréfico e conformagdes analisadas
Conformagdo pds processamento do docking
Ligantes Conformacdo de Numero das poses cuja conformacdo foi analisada
entrada de
menor RMSD 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
L5YOF 1,49 3,69 | 2,47 | 2,51 |1 2,55 | 2,19 | 2,30 | 2,70 | 2,39 | 2,18 | 2,56
L5ZzMQ 2,06 4,30 | 430 | 2,62 | 2,62 | 2,64 | 2,64 | 2,31 | 2,54 | 2,54 | 2,49
L5ZMS 3,47 4,55 | 4,42 | 455 | 4,35 | 4,48 | 4,37 | 438 | 459 | 4,61 | 4,60
LeJPW 3,74 4,49 | 4,49 | 4,48 | 4,37 | 4,37 | 4,36 | 4,45 | 4,53 | 4,35 | 4,54
L6KK2 1,35 1,80 | 1,38 | 1,42 (1,47 (1,73 (1,84 | 1,85 | 1,42 | 1,72 | 1,67
L6KK3 1,86 4,26 | 4,27 | 4,29 (4,229 4,27 | 4,34 | 4,38 | 4,37 | 4,29 | 4,22
L6KK4 1,43 1,75 | 1,74 | 1,72 | 1,54 | 1,71 | 1,58 | 1,56 | 1,54 | 1,56 | 1,58
L6KK5S 1,47 3,68 | 3,73 | 3,64 | 3,77 | 3,74 | 3,79 | 3,74 | 3,68 | 3,79 | 3,70
L6KK6 1,51 1,92 | 1,84 | 2,05 | 1,91 | 1,79 | 1,91 1,8 | 1,97 | 2,03 | 2,06
L6KPQ 1,80 1,98 | 2,05 | 2,04 | 2,00 | 2,03 [ 1,94 | 2,00 | 1,96 | 1,97 | 2,13
LeL4z 0,21 0,55 (050 (053|049 062|050 0,18 | 0,57 | 0,75 | 0,26
L6L50 0,05 0,05 { 0,05 0,05| 005|005 |005|005 {005/ 0,05 | 0,05
L6Y3B 1,72 1,70 | 1,66 | 1,66 | 1,61 | 1,68 | 1,72 | 1,78 | 1,74 | 1,81 | 1,89
L7DOC 3,05 3,42 | 3,42 | 3,35 | 3,35 | 4,61 | 463 | 4,66 | 3,51 | 3,45 | 3,06
L702M 1,84 4,63 | 4,65 | 4,65 | 4,43 | 4,61 | 5,52 | 4,67 | 4,50 | 4,78 | 4,50
L7055 1,70 1,93 11,8 | 194|185 (19 (1,8 | 189|191 | 1,88 | 1,81
L70BV 1,73 2,15 | 2,15 | 2,16 | 2,10 | 2,15 | 2,09 | 2,14 | 2,23 | 2,24 | 2,29
L70C2 1,31 4,09 | 4,10 | 4,11 | 4,14 | 4,18 | 4,22 | 4,38 | 4,19 | 4,33 | 4,37
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L7PFQ 1,66 4,49 | 4,45 | 4,48 | 4,78 | 4,47 | 4,78 | 4,75 | 4,46 | 4,82 | 4,76
L7PFY 1,54 1,69 | 1,70 { 1,52 | 1,69 | 1,66 | 1,67 | 1,73 | 1,53 | 1,73 | 1,70
L7PG1 1,62 4,71 | 4,98 | 4,64 | 4,76 | 4,93 | 5,01 | 4,94 | 4,93 | 5,19 | 4,88
L7VLH 1,56 1,82 | 1,78 (1,88 |193 (201|180 (198 | 1,8 | 1,75 1,88
L7VXY 4,33 3,89 | 4,06 | 3,59 | 3,90 | 3,98 | 4,04 | 4,05 | 4,05 | 3,84 | 3,71
L7ZLD 1,74 3,29 | 3,21 | 3,23 | 3,30 | 3,22 | 3,25 | 3,25 | 3,29 | 3,31 | 3,27

Na etapa final dessa analise, realizamos o calculo de RMSD para verificar se 0 uso
da conformacédo proxima a do ligante cristalografico como arquivo de entrada
impactou nos resultados em relagéo a reprodugdo da pose cristalografica, objetivo
central do cross-docking. Utilizamos o resultado do docking realizado com os ligantes
com a melhor conformagéao geradas pelo OMEGA. Nesse ponto, a avaliagédo nao se
restringe apenas a estrutura dos ligantes, e sim considera sua orientagdo dentro do
alvo molecular (pose). Para realizar essa avaliagdo, adotamos os seguintes critérios:
sucesso quando o RMSD foi inferior a 2 A (destacado em verde) e sucesso parcial
quando o RMSD ficou entre 2 e 3 A (destacado em amarelo) (RAMIREZ;
CABALLERO, 2018; THOMAS; PARRILL; BAKER, 2022) e falha quando o RMSD foi
superior a 3 (branco). Observamos que, mesmo empregando conformacdes similares
a do ligante cristalografico, ndo conseguimos obter sucesso no cross-docking (tabela
7). Contudo, em contraste com o resultado do primeiro cross-docking (tabela 4) que
nao apresentou nenhum tipo de sucesso, obtivemos trés sucessos parciais (L6KK4,
L7055, 7PFY) nesta abordagem. Os demais ligantes continuaram apresentando falha
na amostragem. Vale destacar que o L7055, apesar de ter obtido um sucesso parcial
na identificacdo da pose, apresentou falha no ranqueamento pois a pose relacionada

ao sucesso parcial nao foi a melhor classificada.

Tabela 7 - RMSD entre a conformacao dos ligantes cristalograficos e o resultado do
docking realizado com a melhor conformagdo do OMEGA

RMSD (A) entre os ligantes cristalogréficos e as poses resultantes do docking com 5YOF

Ligantes
Pose 1 | Pose 2 | Pose 3 | Pose 4 | Pose 5 | Pose 6 | Pose 7 | Pose 8 | Pose 9 | Pose 10

L5YOF 6,7 7,29 7,28 7,33 6,51 6,95 7,36 7,05 6,58 12,34

L5ZMQ 8,07 8,07 7,55 7,55 7,64 7,64 7,44 7,61 7,61 7,52

L5zMS | 11,07 | 10,93 | 11,06 | 10,82 | 10,88 | 10,81 | 10,95 | 11,06 | 11,06 | 10,97

L6JPW | 12,81 | 12,8 12,81 | 12,93 | 12,93 | 12,97 | 12,77 | 12,85 | 12,96 | 12,85

L6KK2 7,15 7,1 7,17 7,02 | 10,61 | 7,36 7,22 7,06 10,88 10,86

L6KK3 9,25 9,25 9,29 9,08 9,25 9,27 9,02 9,02 9,35 8,68

L6KK4 2,98 10,05 | 10,22 | 9,65 9,75 10 9,93 9,69 9,6 2,75
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L6KKS 6,5 6,48 6,37 6,50 6,68 6,69 6,44 6,52 6,63 6,49
L6KK6 7,11 7,24 7,2 7,31 7,48 6,97 7,57 6,92 7,1 7,03
L6KPQ 7,09 10,07 | 7,05 10,07 | 9,85 10,86 | 10,02 | 10,64 | 10,13 10,18
L6L4z 11,17 | 11,11 | 11,04 | 11,05 | 11,09 | 11,07 | 11,36 | 11,24 | 11,02 12,83
L6L50 14,45 | 13,58 | 13,25 | 155 | 13,58 | 13,8 16 14,44 | 14,76 10,77
L6Y3B 8,48 8,75 8,81 8,85 8,74 8,53 9,3 8,81 8,73 8,68
L7DOC | 10,32 | 10,32 | 10,36 | 10,36 | 12,63 | 12,64 | 12,61 | 10,33 | 10,35 11,42
L702M 7,72 7,66 7,65 9,47 | 10,69 | 10,6 10,67 | 10,63 | 10,8 10,61
L7055 3,05 2,51 2,81 7,65 3,06 2,92 7,61 7,59 3 2,78
L70BvV 7,76 7,75 7,76 7,78 7,79 7,78 7,76 7,73 7,76 7,80
L70C2 6,98 7,04 6,99 9,45 9,49 9,91 10,17 | 9,58 10,1 10,33
L7PFQ | 11,68 | 11,74 | 11,56 | 8,74 | 11,77 | 8,87 8,7 11,48 8,8 8,73
L7PFY 2,22 2,35 2,15 2,25 2,41 2,34 2,37 2,3 2,47 2,28
L7PG1 54 11,77 | 6,28 6,51 | 11,65 | 11,62 | 7,43 11,69 | 10,57 11,66
L7VLH 6,98 6,89 6,97 6,98 6,78 6,98 6,78 6,93 6,8 6,72
L7VXY 7,3 7,31 7,41 7,32 7,32 7,34 4,28 7,28 7,25 7,31
L7ZLD 7,5 7,48 7,44 7,49 7,54 7,44 7,43 7,78 7,54 7,45

Com base nessas analises, podemos concluir, que a conformacéao utilizada para

executar o docking pode influenciar no resultado final, diminuindo falhas na

amostragem, como o observado para o ligante L7PFY (figura 12) em que a insergao

de uma conformacgéo mais proxima a cristalografica resultou em poses e interagdes

similares ao observado no ligante cristalografico. No entanto, apenas usar uma

conformacé&o préxima a cristalografica ndo solucionou o sucesso na reproducéo das

poses, como visto na figura 13 referente ao ligante 5YOF, em que, apesar de haver

uma melhora na conformacao inicial utilizada, o resultado do docking foi pior do que o

obtido no primeiro cross-docking. A modificagao de outros parametros no docking, tais

como reducao do numero de atomos presentes na ancora utilizada e o aumento na

geracao de posicdes da ancora e nas conformacgdes dos ligantes dentro do sitio,

também podem influenciar em uma melhora no resultado do cross-docking.
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Figura 12 - Comparagao das conformacgées e poses do ligante L7PFY. A) estrutura 2D do ligante
L7PFY. B) Conformacé&o cristalografica do ligante 7PFY em cinza, com a conformag&o de menor energia
do OMEGA em verde (RMSD: 4,78 A) C) Conformagao cristalogréfica do ligante 7PFY em cinza, com
a conformagao de menor RMSD em verde (RMSD: 1,54 A). D) Pose cristalograficaem rosa e a pose
1 docking antes da analise conformacional do ligante L7PFY em laranja (6,70 A) E) Pose cristalogréafica
em rosae a pose 1do docking apds a analise conformacional do ligante L7PFY em roxo (RMSD: 2,22

A).
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Figura 13 — Comparagao das conformagoes e poses do ligante 5YOF. A) Estrutura 2D do ligante
L5YOF. B) Conformag&o cristalografica do ligante 5YOF em rosa, com a conformagao de menor energia
do OMEGA em azul (RMSD: 3,58 A) C) Conformagcao cristalogréafica do ligante 5YOF em rosa, com a
conformag&o de menor energia do OMEGA em azul (RMSD: 1,49 A). D) Pose cristalografica em rosa
e a pose 1 do docking antes da analise conformacional do ligante 5YOF em azul (RMSD: 5,11 A) E)
Pose cristalograficaem rosa e a pose 1 do docking apos a analise conformacional do ligante 5YOF em

amarelo (RMSD: 6,70 A).
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4.3.4 Analise de enriquecimento

Outra analise realizada para avaliar o desempenho do protocolo de docking é sua
performance na triagem virtual (BROZELL et al., 2012). Isso envolve a analise do
enriquecimento, que compara a habilidade do protocolo em priorizar a classificagcao
de ligantes experimentalmente ativos em detrimento de ligantes que sao
presumidamente (decoys) ou comprovadamente inativos. Uma métrica utilizada para
medir o enriquecimento é a area sob a curva de uma curva ROC. Essa representacao
grafica permite analisar visualmente a sensibilidade versus a especificidade do
protocolo, proporcionando uma viséo do enriquecimento global do protocolo (ALLEN
et al., 2015; TRIBALLEAU et al., 2005).

Para a construgdo das curvas ROC, compilamos um conjunto de moléculas ativas,
incluindo os ligantes usados no cross-docking, bem como outros comprovadamente
ativos que foram identificados na literatura. Além disso, utilizamos dois grupos de
ligantes provenientes de duas fontes diferentes: decoys gerados pelo DUD-E
(MYSINGER et al., 2012) e um conjunto de ligantes inativos descrito no estudo de

triagem em larga escala realizado por Abrans et al. (2020).

Os ligantes que compuseram o grupo dos ativos foram retirados de dez artigos
relacionados com as estruturas cristalograficas (BRAUN et al., 2020;
HAMMERSCHMIDT et al., 2023; HUBER et al., 2022; LI et al., 2017, 2018; PATIL et
al., 2021; PHOO et al., 2018; QUEK et al., 2020 ; XIONG et al., 2022), totalizando 73
ligantes. A fim de melhor caracterizagdo desse grupo foram realizadas duas analises:
o calculo do coeficiente de Tanimoto para cada par de compostos do conjunto e a

clusterizacéo dos ligantes com base em suas estruturas.

Ao analisar o coeficiente de Tanimoto (figura 14) observamos a distingado de dois
grupos principais: um grupo maior relacionado a moléculas macrocilicas e um grupo
menor composto por moléculas aciclicas. Além disso, ao realizar a clusterizacao
(figura 14), os ligantes foram agrupados em trés clusters distintos, devido a divisdo
dos ligantes macrociclos em dois subgrupos. O cluster 0 (37% dos ligantes) é
composto por ligantes macrociclos que possuem um anel aromatico em sua cadeia
principal. O cluster 1 (20% dos ligantes) compreende os ligantes aciclicos,

caracterizados por cadeias moleculares abertas. Ja o cluster 2 (43% dos ligantes) é
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composto por ligantes macrociclos sem a presenca de anéis aromaticos em sua

estrutura principal.
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Figura 14 — Clusterizagao dos ligantes ativos usados na construgao das curvas ROC. A) Heatmap
do coeficiente de Tanimoto. Dois grupos distintos sao observados, um maior central e outro menor na
regido superior esquerda do mapa. A variagéo da similaridade entre os ligantes é representada por tons
de azul (0) a vermelho (1). B) Clusterizacao dos ligantes utilizando fingerprints de Morgan. Trés grupos
distintos de ligantes s&o identificados, onde o cluster 0 (vermelho) € composto por ligantes aciclicos, e
os clusters 1 e 2 (verde e azul, respectivamente) sdo compostos por ligantes macrociclos.

O conjunto de decoys foi gerado através do DUD-E (MYSINGER et al., 2012). Esse
programa utiliza as informagdes fisico-quimicas dos ligantes fornecidos para fazer
uma busca no banco de dados ZINC20 por estruturas com caracteristicas
semelhantes, ao mesmo tempo que aplica filtros relacionados a estrutura topolédgica
para que as estruturas encontradas sejam estruturalmente dissimilares em relagao as
ativas (MYSINGER et al., 2012). Vale ressaltar que a versao atualizada dessa
plataforma, DUDE-z (STEIN et al.,, 2021), ndo pode ser utilizada devido a uma
restricdo quanto a massa molar dos ligantes. Diversos ligantes ativos utilizados em
nosso estudo possuem massa molecular que ultrapassa o limite estabelecido pela

plataforma (600 g/mol), o que inviabilizou seu uso.

A primeira curva construida utilizou os decoys gerados pelo DUD-E, apds serem
filtrados para evitar duplicidades, resultando em 307 moléculas distintas. No entanto
os resultados obtidos ndo foram satisfatérios, como pode ser visto na figura 15. A

curva cruzou a linha de aleatoriedade, e o valor da AUC foi baixo (0,487).
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Nas triagens virtuais, além do valor de AUC, também se utiliza a métrica de
enriquecimento em varias porcentagens. Essa métrica visa avaliar o numero de
ligantes ativos recuperados em diferentes faixas da base triada, como 0,1%,1% e 2%,
comparando este valor com o que seria esperado pela ordenagao aleatéria dos
compostos (BROZELL et al., 2012). Contudo, devido ao numero reduzido de ligantes
empregados na construgdo dessa curva (307 decoys e 73 ativos) o uso dessas faixas
seria inviavel, pois 0 numero de ligantes pertencentes a esses intervalos seria
pequeno. Portanto para analise da curva ROC, optou-se por considerar os primeiros
10% da curva, onde foram recuperados apenas cinco ligantes, correspondendo a um
fator de enriquecimento (EF) de apenas 0,68. Apesar de considerar uma porcentagem
maior do que as faixas mencionadas anteriormente, esse resultado € considerado
insatisfatorio pois representa uma baixa taxa de recuperagdo dos ligantes de

interesse, abaixo da curva de um resultado esperado aleatoriamente.

E importante ressaltar que o desejado na construcdo de uma curva empregando
decoys é que tenhamos entre 20 a 50 decoys para cada ligante ativo a fim de garantir
uma maior diversidade no banco de dados (MYSINGER et al., 2012; STEIN et al.,
2021). Entretanto, nesse caso, ndo foi possivel obter um numero suficiente de decoys,
resultando em uma proporc¢ao de aproximadamente 4 decoys para cada ligante ativo.
Essa limitacdo pode ter impactado negativamente na curva ROC, uma vez que o

banco de dados triados foi relativamente pequeno.

O conjunto de ligantes inativos foi obtido a partir do artigo de Abrans et al. (2020) que
conduziu uma triagem de alto rendimento visando a identificagdo de inibidores da
ZIKV NS2B-NS3pro realizando analise bioquimica de milhares de compostos.
Portanto foi possivel recuperar um grande numero de ligantes inativos
experimentalmente testados para serem utilizado na construg¢ao da curva ROC. Para
esta segunda curva, a proporcao de decoys para ligantes foi de 50 para 1, o que é
considerado satisfatoria para esse tipo de analise. No total, a base de dados
considerada continha 3674 compostos (3600 inativos e 73 ativos). Como pode ser
observado na Figura 15, o protocolo utilizado apresentou boa performance na
recuperacao de verdadeiros positivos, com valor da AUC de 0,962. Além disso, o fator
de enriquecimento (FE) foi avaliado em trés faixas distintas: 10%, onde o FE foi de
9,5; 5% com FE de 17,5 e 1% da base triada, com FE de 18,9. Esses resultados

contrastam com o que foi observado na curva ROC dos decoys gerados pelo DUD-E.
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Além disso, trata-se de um resultado inesperado considerando-se a baixa

performance do protocolo de docking nas analises de cross-docking e re-docking.
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Figura 15 - Resultado das andlises de enriquecimento. A) Curva ROC para o conjunto de dados
dos decoys (AUC = 0,487). B) Curva ROC para o conjunto de dados dos ligantes inativos, (AUC =
0,962).

Um possivel viés que pode explicar esse resultado esta relacionado a natureza do
sitio ativo da NS2B-NS3pro ZIKV, que é predominantemente carregado
negativamente (ZHANG et al., 2016). A hipétese subjacente é que os compostos uma
carga total positiva mais alta seriam melhor classificados em relagcdo aqueles com
cargas neutras e negativas. Para investigar essa possibilidade, dividimos cada grupo
de ligantes de acordo com sua faixa de carga total, conforme mostrado na figura 16.
A maioria dos ligantes ativos possui carga igual a 3, enquanto os ligantes inativos
tendem a ter cargas predominantemente 0 e 1. Os decoys, embora mais
uniformemente distribuidos, também apresentam representantes na faixa de carga
inferior a 3. Porém, eles também estao distribuidos em faixas de carga mais elevadas,
como 7 e 8, que contém apenas decoys. Além disso, nas faixas de cargas 4 € 5, 0
numero de decoys supera o de ligantes ativos. Esse desbalanceamento de cargas na
geragao de decoys, em relagao aos ligantes ativos, pelo DUD-E foi destacado como
uma corregado realizada na criagdo do DUDE-Z (STEIN et al., 2021). Além das
caracteristicas do sitio, a fungdo de pontuagdao do Dock6, conforme descrito na
equacao 1, leva em consideragdo apenas as energias de van der Waals e
eletrostatica, n&o incorporando o custo de dessolvatagao do ligante. Isso implica que
os ligantes carregados néo irdo sofrer esse tipo de penalidade, podendo ter melhor
classificacédo nesse sistema. Portanto, os resultados obtidos nas curvas ROC se

mostram coerentes, uma vez que no caso dos decoys, eles possuem maior carga e
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no caso da curva dos inativos, os ligantes ativos sdo os mais positivamente
carregados.

Além das caracteristicas do sitio, a fungao de pontuacado do Dock6, conforme descrito
na equagao 1, leva em consideragao apenas as energias de van der Waals e
eletrostatica, ndo incorporando o custo de dessolvatagao do sistema. Isso implica que
os ligantes carregados néo irdo sofrer esse tipo de penalidade, podendo ter melhor
classificacdo devido as interagdes eletrostaticas favoraveis. Portanto, os resultados
obtidos nas curvas ROC se mostram coerentes, uma vez que no caso dos decoys
computacionais, eles possuem maior carga e no caso da curva dos inativos, os

ligantes ativos sdo os mais positivamente carregados.

Cargaformal dos ligantes usados naanalise de enriquecimento

Porcentagem de ligantes (%)
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Figura 16 — Distribuigdo de cargas nos diferentes grupos de ligantes. Os ligantes inativos (barras
cinzas) exibem distribuicdo da carga formal variando de 0 a 3, com maior concentragao nas cargas 0 e
1. Os decoys (representados por barras azuis) estdo distribuidos em todas cargas formais, com
concentragao predominante nas cargas 0 e 1, sendo também os Unicos a apresentarem carga 7 e 8. Os
ligantes ativos (representados por barras laranjas) mostram-se distribuidos entre 0 e 6, com a maioria
concentrada na carga formal 3.
A validagcdo retrospectiva do protocolo desenvolvido revelou um desempenho
insatisfatorio na reproducédo da pose cristalografica e identificacdo de verdadeiros
positivos em detrimento de falsos positivos. No entanto, € importante observar que

diversos cuidados tomados durante a definicdo do protocolo estdo de acordo com o
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recomendado para o estabelecimento do mesmo. A caixa do grid criada (figura 17)
abrange todo o sitio ativo, bem como os residuos preditos como os mais frequentes
para interagbes entre o alvo molecular e ligante. Os ligantes foram protonados
utilizando a ferramenta Fixpka que gera o estado de protonagéo mais abundante para
o pH 7,4. Quanto ao alvo molecular, sua preparacao foi realizada no Chimera, a partir
do dock prep, abordagem recomendada pelos desenvolvedores do Dock6. Durante
essa preparagao, foi considerada a protonacdo dos residuos ionizaveis no sitio,
mantendo a His com o hidrogénio no carbono delta (HID). Essa configuracao ja foi
descrita em estudos de dindmica como mais estavel (SANTOS; CAFFARENA,
FERREIRA, 2022). A protonagédo dos ligantes foi realizada em pH 8,5, o qual foi
selecionado com base nas condicbes experimentais e é considerado 6timo para a
atividade da enzima. Os parametros usados para o docking, para amostragem das
poses, descritos na metodologia (3.2.4), sdo compativeis com o descrito na literatura
para o uso do programa (ALLEN et al., 2015). Além disso, os compostos usados na
validagdo, como ja mencionado, sdo desafiadores devido a sua estrutura flexivel,
frequentemente com mais de quinze ligagdes rotacionaveis. Essa complexidade
estrutural ndo é refletida nos compostos da biblioteca utilizada na triagem virtual, que
sera discutida no préximo topico, apresentando compostos menores e menos
flexiveis. Por fim, vale ressaltar que a selecdo de compostos para os testes
bioquimicos ndo se baseia apenas na classificacdo gerada pelo programa, mas
também em uma inspecdo visual, onde sdo consideradas caracteristicas como
complementariedade e interagdes do ligante com o alvo molecular. Portanto, mesmo
com os resultados da validagdo, o protocolo desenvolvido foi utilizado para a

realizagcao da triagem virtual.
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Figura 17 - Caixa usada para o docking com a estrutura tridimensional 5YOF. Representacao da
caixa desenvolvida para a triagem virtual. Os sticks em azul destacam alguns residuos pertencentes
ao sitio ativo (Dimensdes: X: 22,7 A Y: 30,5A Z: 35,8 A)

4.4 Triagem virtual
A triagem virtual foi conduzida utilizando a biblioteca BraCoLi que contém um total de
1076 compostos com diversidade estrutural. Seguindo o protocolo desenvolvido neste
trabalho e utilizando a estrutura tridimensional 5YOF, 99,35% dos ligantes foram
docados. Para realizar uma analise mais detalhada dos resultados, os 150 compostos
melhores ranqueados foram submetidos a uma inspecgao visual. A primeira etapa
consistiu em uma analise de encaixe na superficie da ZIKV NS2B-NS3pro utilizando
o Chimera. Durante essa etapa, os compostos que ndao apresentavam uma ocupagao
satisfatoria do sitio ativo foram descartados. Na proxima etapa, ainda utilizando o
Chimera, foram destacados os dez aminoacidos relevantes indicados pelo LUNA, bem
como o Asp75, para verificar interagdes intermoleculares e possiveis clashes.
Compostos que nao apresentavam pelo menos uma ligagcao de hidrogénio, e/ou nao
realizavam interacdes com o subsitio S1 foram descartados durante essa etapa. Por
fim, os compostos remanescentes foram submetidos ao Discovery Studio, permitindo

uma analise mais detalhada e clara das interacdes diversas no sitio ativo.

Como resultado, 16 moléculas foram selecionadas para os ensaios enzimaticos. Para
simplificar a explicagdo das escolhas, os compostos foram agrupados com base em
suas caracteristicas quimicas. No grupo 1, temos os compostos BR10186 e BR10265,

ambos contendo uma glicose ligada a um grupo tiazol. Como observado na figura
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18, o carboidrato realiza interagdes de hidrogénio com a Ser81 e Asp83, na regiao do

subsitio S2, além de um empilhamento aromatico com Tyr161 no subsitio S1.
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Figura 18 — Estrutura quimica dos compostos do grupo 1 e modo de ligagao predito no sitio
ativo da NS2B/NS3pro ZIKV, com a estrutura tridimensional 5YOF. A) estrutura quimica dos ligantes
BR10186 e BR10265. B) Resultado do docking da molécula BR10186 na estrutura de PDB 5YOF.
Ligagdes de hidrogénio estdo destacadas em amarelo.

O grupo 2 inclui os compostos BR10153, BR10668, BR10713 e BR10402,

caracterizados pela presenca de uma glicose ligada a um anel aromatico. Um

representante desse grupo, mostrado na figura 19, exibe ligagcées de hidrogénio com



68

as Tyr130 e 161 do subsitio S1, além de interacdes pi com a His51 da triade catalitica.
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Figura 19 — Estrutura quimica dos compostos do grupo 2 e modo de ligagdo predito no sitio
ativo da NS2B/NS3pro ZIKV e modo de ligagdo com a estrutura tridimensional 5YOF. A) estrutura
bidimensional dos ligantes BR10402, BR10153, BR10713 e BR10668. B) Resultado do docking da
molécula BR10668 na estrutura de PDB 5YOF. Ligagbes de hidrogénio estdo destacadas em amarelo.

O grupo 3 consiste nos compostos BR10617, BR10620, BR10636. Diferentemente
dos demais, esses compostos ndo ocupam o sitio S1, mas foram selecionados devido
as suas interagdes com outros subsitios e uma boa ocupacgao geral do sitio ativo. Na
figura 20, observamos interagdes de empilhamento aromatico com His51 e ligagdes

de hidrogénio com Asp83.
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Figura 20 — Estrutura quimica dos compostos do grupo 3 e modo de ligagédo predito no sitio
ativo da NS2B/NS3pro ZIKV e modo de ligagdo com a estrutura tridimensional 5YOF A) estrutura
bidimensional dos ligantes BR10620, BR10617 e BR10636. B) Resultado do docking da molécula
BR10617 na estrutura de PDB 5YOF. Ligagdes de hidrogénio estdo destacadas em amarelo.

O grupo 4 é composto por BR20427, BR20442, BR20441, BR20426, caracterizados
por conter um anel morfolino ligado a uma cadeia linear de trés carbonos seguido de
uma amina secundaria. Tomando o BR20442 como exemplo (figura 21), vemos uma
boa ocupacdo do subsitio S1, com interagdes com a Tyr161, também ha ligagdes de

hidrogénio com Gly151 e Ans152.
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Figura 21 — Estrutura quimica dos compostos do grupo e modo de ligagdo predito no sitio ativo
da NS2B/NS3pro ZIKV e modo de ligagdao com a estrutura tridimensional 5YOF. A) estrutura
bidimensional dos ligantes BR20426, BR20427, BR20441 e BR20442. B) Resultado do docking da
molécula BR20442 na estrutura de PDB 5YOF. Ligagbes de hidrogénio estdo destacadas em amarelo.

O grupo 5 engloba compostos sem uma estruturacomum, todos destacados na figura
22. O BR20151, ocupa o subsitio S1 e realiza interagdes de empilhamento aromatico
com a Tyr161 e His51, ligagdes de hidrogénio com Tyr130, Asp83 e Gly153 além de
interagdes alquil. O BR10718 interage por meio de ligagdes de hidrogénio com Gly82,
Ans152, Asp83, além de interagdes alquil com Ala132, Tyr161 e Val72. Por fim, o
BR10151, no sitio S1, estabelece ligagbes de hidrogénio com Asp129 e Tyr130, e

empilhamento aromatico com a Tyr161.
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Figura 22 — Estrutura quimica dos compostos do grupo 3 e modo de ligagdo predito no sitio
ativo da NS2B/NS3pro ZIKV e modo de ligagdo com a estrutura tridimensional 5YOF. A) estrutura
bidimensional dos ligantes BR10151, BR10718 e BR20151. B) Resultado do docking das moléculas
BR10151, BR10718, BR20151 na estrutura de PDB da 5YOF. Liga¢des de hidrogénio estdo destacadas
em amarelo.

Além das anadlises especificas relacionadas ao modo de ligacdo dos compostos
docados, utilizamos novamente o LUNA para fornecer um panorama geral dos
residuos envolvidos e tipos de interacbes mais frequentes, tanto para a biblioteca
BraCoLi completa quanto para os dezesseis compostos selecionados para os testes
enzimaticos. Esses resultados foram comparados com a analise realizada
anteriormente para as estruturas cristalograficas (4.1.2) e podem ser vistos na figura
23.
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Figura 23 — Grafico de interagdes versus residuos do sitio ativo da NS2B-NS3pro. Cada grafico
representa um conjunto distinto de ligantes. “PDBs” refere-se aos 49 ligantes cristalograficos
recuperados. “BraCoLi” refere-se aos 1076 ligantes apds o docking molecular. “Compostos
selecionados” sdo os 16 ligantes selecionados a partir dos ligantes da BraCoLi. O simbolo **’ indica a
auséncia de interagées com o residuo em cada um dos grupos.

Na comparacao entre os resultados da BraColLi e os ligantes cristalograficos (figura

24), observamos um enriquecimento na frequéncia de ligacado de alguns residuos na
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BraCoLi, como His51, Asp75, Asp83, Asn152, Tyr161 e Pro131. Houve também uma
mudanga no perfil de interagdes, indicando uma maior diversidade na BraCoLi em
comparagao com os ligantes cristalograficos. Por outro lado, os residuos Asp129,
Tyr150 e Val155 apresentaram uma redugao em sua frequéncia de interacéo, sendo
que no caso do Asp129 houve modificagao no tipo de interagdo, com o surgimento de

interagdes anion-eletrofilicas na biblioteca.
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Figura 24 — Residuos dos PDBs com maior frequencia de interagdo com o ligante. Os residuos
estdo coloridos de acordo com sua frequéncia de interacdo com os ligantes cristalograficos. Quanto
mais proximo do azul menor a frequéncia e quanto mais proximo ao rosa maior a frequéncia
encontrada.

O aumento da frequéncia de interagao do Asp75, Asp83 e Asn152 esta relacionado
com o aumento da ocupacgao do sitio S2, considerada uma regido critica para o
reconhecimento do substrato e atividade catalitica (CUI et al., 2020). Portanto, &
interessante que ligantes tenham afinidade por esse subsitio. Ao analisarmos os
residuos que compde o subsitio S1, notamos que houve tanto diminuicdo (Tyr150,
Asp129) quanto aumento (Tyr161) na frequéncia das interagdes, demostrando uma

mudanga no perfil de ligacdo com priorizagdo de residuos localizados proximo ao
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subsitio S2. Também houve valorizagdo do subsitio S1’ devido ao aumento na

frequéncia de interacdo com a histidina catalitica.

Ao analisar as interagdes de ligantes da BraColLi, observamos trés residuos que
interagem que nao estavam presentes nos PDBs: Trp50, Lys54 e Val72. Os trés estao
localizados nos subsitios S1’ e S2, proximos a histidina e ao aspartato cataliticos,
corroborando com a possibilidade de maior interacdo nesses dois subsitios. Em
contrapartida, nos ligantes cristalograficos ha presenca de interagdes com a Ser85,
localizada na regido S4, que ndo esta presente na BraCoLi. A auséncia dessa
interacdo pode estar relacionada ao menor tamanho dos ligantes da biblioteca,

quando comparado aos cristalograficos.

Comparamos também os trés graficos, para entender o perfil dos ligantes escolhidos
para os testes enzimaticos. O perfil observado nos ligantes selecionados assemelha-
se ao da biblioteca completa, no entanto, ao compara-las ainda € possivel distinguir
algumas diferengcas em relagcdo as frequéncias de interagbes de alguns residuos.
Essas pequenas alteragbes sao relatadas a seguir. Houve aumento na frequéncia de
ligacdo do Asp83, His51 e Asp75, juntamente com uma diminui¢cdo da frequéncia dos
residuos Asp129 e Val155, mantendo-se os tipos de interagbes observadas. Em
relacdo a triade catalitica, o aspartato e a histidina apresentaram aumento da
frequéncia de interagdo. No entanto, a Ser135 ndo seguiu essa tendéncia; sua
interacdo nas moléculas escolhidas € aproximadamente de 50%, enquanto nos
ligantes cristalograficos era proximo de 75%. Houve uma énfase na interacdo com a
Gly82, localizada na regido do subsitio S2, com um aumento de cerca de 25% em

relacdo a biblioteca completa.

Em suma, podemos observar que os dezesseis ligantes selecionados para realizagao
dos testes bioquimicos apresentam um perfil diferente dos ligantes cristalograficos. A
selecao esta concentrada principalmente no subsitio S2, mantendo interacbes com
alguns residuos do subsitio S1. Além disso, observou-se um aumento na interagéo

com os residuos cataliticos HIS51 e ASP75.

4.5 Caracterizagao dos potenciais inibidores de NSB2-NS3 ZIKV
Os compostos selecionados na triagem virtual foram fornecidos pelos professores
Renata Barbosa de Oliveira e Ricardo Alves José, ambos da Faculdade de Farmacia

da UFMG. Nem todos estavam disponiveis no momento em que os experimentos
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foram realizados, portanto foram submetidos aos ensaios de caracterizacdo dez
compostos, sendo dois deles analogos do BR10153 cujo codigo € BR10155 e do
BR10668 cujo cédigo é BR10696 (figura 25).
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Figura 25 — Estruturas dos compostos submetidos aos ensaios enzimaticos
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Os compostos BR10186 e BR20427 nao foram completamente soluveis em DMSO
durante a preparagao da solucdo estoque com concentracdo de 10 mM, ndo sendo
possivel prosseguir com 0s ensaios para ambos. Os demais compostos nao
apresentaram problemas, tanto na diluicdo em DMSO quanto nos testes de
solubilidade nas condigdes do ensaio. Diante disso, os oito compostos foram
avaliados quanto a atividade inibitéria na concentragéo de 100 uM na presencga de 0,2
nM da enzima e 44 uM do substrato fluorescente Bz-Nle-Lys-Lys-Arg-AMC.
Realizamos a triagem com incubacdo de dez minutos com a enzima. A inibicdo
maxima encontrada foi de 31% (tabela 8).

Tabela 8 — Atividade inibitéria experimentalmente determinada dos compostos
selecionados na triagem virtual a 100 yM

Atividade inibitoria com

Composto

incubagao a 100 uM (%)*
BR10155 4+6
BR10617 26+6

BR10636 14 +£5
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BR10696 205
BR20151 31+14
BR20426 87

BR20441 217
BR20442 23+10

*Os experimentos foram realizados em triplicatas e dois experimentos independentes. O valor da tabela

representa a média dos experimentos e seus respectivos desvios padroes.

Os experimentos foram realizados em triplicatas e dois experimentos independentes. O valor da tabela

representa a média dos experimentos e seus respectivos desvios padrdes.

Apesar da baixa inibicdo inicial, optamos por prosseguir com a caracterizacdo do
composto BR20151. Primeiro avaliamos se a inibicdo da enzima era tempo
dependente. Para isso, conduzimos o ensaio de inibigdo a 100 uM sem incubacgéo
prévia com a enzima, resultando em uma inibicdo de 37 + 18 %. Dado que essa
inibicdo é comparavel com aquela nas condigdes de incubacédo ( 31 £ 14%), podemos
inferir que a inibicdo n&do € tempo-dependente. Devido a sua solubilidade em
concentracbes mais elevadas (400 uM), realizamos ensaios de 1Cso com pré-
incubagao de 10 minutos com a enzima. Avaliamos a atividade da enzima em sete
concentracdes do composto, variando de 400 yuM a 97 nM, em duplicata e em dois
experimentos independentes. O composto apresentou ICso média de 150,65 pM
(figura 26) e coeficiente de Hill proximo a 2. O coeficiente de Hill € a medida do grau
de cooperatividade entre ligantes ao interagirem com o alvo. Um coeficiente igual a 1
indica uma interagdo nao cooperativa, enquanto valores maiores que 1 indicam
cooperatividade positiva (NELSON; COX; NELSON, 2013). Valores elevados também
estdo associados a uma maior probabilidade de o composto ser agregador, no entanto
esta ndo € uma evidéncia conclusiva para tal comportamento (DOUGLAS S. AULD;
JAMES INGLESE; JAYME L. DAHLIN, 2017).
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Log 1Cso (M) 2,224 2,127
Topo (%) =100 =100
Base (%) =0 =0
Coeficiente de Hill 2,005 1,986

Figura 26 — Curvas de ICs0 do composto BR20151. Cada curva corresponde a um experimento
independente determinada com sete concentragdes do composto, em duplicata.

O teste utilizando diferentes concentracdes de Triton X-100 é consolidado na literatura
como um experimento para detecg¢ao de inibicdo por agregacédo. Em situagbes onde
ha presenca de inibigdo nao especifica, a formagao de agregados coloidais € uma das
principais fontes desse comportamento (SHOICHET, 2006). A utilizagao do detergente
ibnico Triton X-100 visa desassociar os agregados formados, o que impactaria
negativamente na inibicdo da enzima pelo composto testado (FENG; SHOICHET,
2006). Ao analisar a tabela 13 observamos que nao houve alteragdo na inibigdo da
enzima ao alterar as concentragdes de Triton X-100, sugerindo um comportamento
nao agregador. No entanto, ao compararmos com a inibicdo nas condi¢gbes padréo,
(representada pela coluna com concentragédo enzimatica de 0,2 nM, na auséncia de
Triton X-100), notamos uma queda acentuada na inibicdo, passando de 70% para
25%. Devido a inconclusividade desse experimento, optamos por adotar outras

abordagens para detectar comportamento agregador.

Compostos com comportamento promiscuo tendem a se ligar a diferentes tipos de

proteinas. Incubamos o composto com uma alta concentracdo (1 mg/mL) de BSA
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antes da adicdo da NS2B-NS3pro. Caso o composto inibisse a enzima de forma
especifica, esperavamos que a incubagcdo com o BSA nao alterasse a inibicdo da
enzima de interesse (FENG; SHOICHET, 2006; SHOICHET, 2006). Como observado
na tabela 13, a adicdo de BSA, assim como ocorreu com o Triton X-100, diminuiu
aproximadamente 50% da inibicdo observada se comparada com a condi¢ao padréo,
sendo um indicativo de comportamento agregador. Realizamos também dois
experimentos onde variamos apenas a concentragdo da enzima ou do substrato.
Aumentar a concentracdao enzimatica do ensaio em dez vezes deveria resultar na
manutengdo da inibicdo se o composto fosse um inibidor especifico. Isso ocorre
porque, mesmo com o0 aumento da concentragdo enzimatica, a concentracido do
composto permaneceria significante superior, podendo manter a taxa de inibigdo
(FENG; SHOICHET, 2006; SHOICHET, 2006). No caso de inibigdo por agregados
coloidais, a inibicdo diminuria, pois a inibicdo enzimatica ocorrendo devido a uma
inibicdo altamente influenciada pela estequiometria, devido a possibilidade de
saturacdo dos agregados. O BR20151 apresentou o segundo comportamento ao
diminuir a inibigdo de 70% para zero (tabela 9).

Tabela 9 — Inibicdo da NS2B-NS3pro pelo composto BR20151 em diferentes
condi¢oes experimentais

% de inibicdo da ZIKV NS2B-NS3pro!

100 uM 200 uM
Comp. 044 044 0/
H 3 i 30 2
incubacao | incubacgéo 0,2nM X-100 | X-100 = X-100 2 nM
BR20151 3114 37+18 15214 7049 35 +12 23+10 23+8 28+8 0 +12

tampéo base 10 mM Tris-HCI pH 8,5; 20% glicerol e 1 mM CHAPS 2 O teste foi realizado sem incubar
o composto com a enzima por 10 minutos, todos os demais sofreram esse processo. 20O tampdo
utilizado ndo possui nenhum detergente. 4 Substituicdo do detergente CHAPS pelo Triton no tampao
empregado. Os experimentos foram empregados em ftriplicata, com excegao do teste de ICso que foi
conduzido em duplicata.

A ultima analise realizada buscou avaliar a existéncia de um comportamento inibitorio
competitivo do composto. Para tanto, avaliamos a inibicdo enzimatica em condi¢cbes
nas quais houve variagdo da concentragdo do substrato utilizado, mantendo a
concentragdo enzimatica (SAMRAT et al., 2022). A expectativa para um inibidor
competitivo seria um aumento na inibicdo quando a concentragdo do substrato é

menor, ja que haveria menos competigao pelo sitio de ligagdo. No entanto, ao observar
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a figura 27, notamos uma variacdo aleatéria nas inibicdes, indicando que o
comportamento desse ligante ndo € competitivo. Esse comportamento € coerente com
inibigdo por agregacao (FENG; SHOICHET, 2006; SHOICHET, 2006), e nao seria
esperado para inibidores que se ligassem de forma competitiva com o substrato, no
sitio ativo da enzima, como proposto a partir do docking. Desta forma, os compostos
selecionados a partir da triagem virtual da BraColLi exibiram baixa capacidade de
inibicdo da protease. Adicionalmente, a caracterizagdo do composto BR20151 revelou
baixa poténcia, evidenciada pela I1Cso, e varios indicios de inibicao relacionados a de

formacao de agregados.

Inibicdo da NS2B-NS3pro em relacao a variacdao da concentracao de substrato

100 - .
& Replica 1

& Réplica 2

0 T T T | — 1
0 20 40 60 80 100

Concentragdo do substrato (uM)

% inibigdo da NS2B-NS3pro ZIKV

Figura 27 — Comportamento da inibigdo da enzima com variagao da concentragao do substrato.
Experimento realizado em duplicatas e dois experimentos distintos. As concentragdes de substrato
usados foram 5,5 uyM; 11 uM ; 22 uM; 44 uM e 88 uM.
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5 Conclusao
Esse estudo nos mostrou uma grande similaridade entre as estruturas
experimentalmente resolvidas da NS2B-NS3pro ZIKV, tanto em termos globais quanto
no sitio ativo. A consisténcia dessas estruturas sugere que possuimos um modelo
confiavel da proteina em relagdo a conformacao do sitio ativo na presenca de um
ligante que pode ser usado para futuras prospecgdes in silico. Contudo, o protocolo
de triagem desenvolvido enfrentou desafios significativos durante as validagbes
retrospectivas de reprodugdo de conformacdo de ligantes cristalograficos e
performance na triagem. Essas dificuldades podem ser atribuidas a falhas tanto na
preparacao dos ligantes quanto a limitagdes do algoritmo de busca do Dock6 em lidar
com ligantes muito flexiveis e que contenham anéis com muitos atomos, como os
macrociclicos. Além disso, a pontuagao padrdo do programa nao considera o custo
de dessolvatacdo em seu calculo o que, junto com a caracteristica negativa do sitio
ativo, favorece ligantes com cargas positivas e ndo necessariamente os que teriam
melhor encaixe. Uma abordagem sugerida para estudos futuros € utilizar outras

fungdes de pontuagao disponiveis no Dock6 para reavaliagado das poses.

A utilizacdo do LUNA se revelou uma ferramenta valiosa em diferentes fases do
estudo. No preparo da caixa para realizagdo do docking, permitiu identificar os
residuos essenciais a serem englobados por ela, a partir da frequéncia de interagao
destes com ligantes presentes em complexos cristalograficos.. Além disso, a analise
de interagdo dos ligantes através do LUNA contribuiu para elucidagédo de seu perfil e

compreensao das caracteristicas do conjunto estudado.

A triagem da biblioteca BraCoLi, embora tenha resultado na sele¢éo de 16 compostos
para triagem experimental, resultou em compostos com baixa inibicdo enzimatica.
Mesmo no caso do BR20151, que foi submetido a uma caracterizagado mais detalhada,
observamos indicios de que sua agao pode ser atribuida a agregacao. O refinamento
dos parametros utilizados para triagem virtual e a busca em bibliotecas mais extensas
no futuro podem promover melhores resultados na identificagcdo de potenciais

inibidores.
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