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RESUMO

Os esforcos da comunidade cientifica na buscar opcOes terapéuticas para o tratamento da
COVID-19 tornou-se impreterivel em razdo da gravidade da situacdo, com altos indices de
casos e elevadas taxas de mortalidade ao redor do mundo. Por causa da auséncia de farmacos
especificos a condicdo clinica de diversos pacientes pode ser agravada por infeccoes
secundarias letais ocasionadas por bactérias e fungos. Diante disto, a utilizacdo de estratégias
da quimica medicinal, como a triagem virtual e o reposicionamento de farmacos, tornaram-se
ainda mais relevantes para o enfretamento da pandemia, tendo em vista que ferramentas como
estas reduzem o tempo de pesquisa, 0 custo e 0 nimero de compostos a serem sintetizados e
testados. Neste trabalho foi utilizada uma metodologia de triagem virtual baseada na estrutura
do receptor (SBVS - Structure-Based Virtual Screening) com o objetivo de identificar farmacos
aprovados ou em fase clinica de desenvolvimento ndo reportados na literatura como novas
alternativas terapéuticas para a COVID-19. A linha de pesquisa que foi explorada encontra-se
fundamentada na estratégia de reposicionamento de farmacos inibidores que possam se ligar de
forma covalente e irreversivel a enzima serina protease transmembrana 2 (TMPRSS2).
Inicialmente, foi realizada a busca de farmacos aceptores de Michael em bancos de dados como
NIH Chemical Genomics Center (NCGC), Pharmaceutical Collection (NPC), ChEMBL,
DrugBank e PubChem. Estes farmacos foram desenhados e tiveram a minimizacao da energia
estrutural procedida. Com a estrutura tridimensional de TMPRSS2 ainda ndo reportada até o
inicio de abril de 2021, foi realizada a modelagem molecular por homologia deste alvo
bioldgico usando como molde a serina protease hepisina. Com isto, verificou-se que a
identidade sequencial entre o molde e o alvo de interesse apresentava 33.82%, com cobertura
de 70% e desvio quadratico médio (RMSD) igual 0.111. Também foi conferido que os residuos
pertencentes a triade catalitica da TMPRSS2 (Ser441, His296 e Asp345) encontravam-se
conservados e, por meio do grafico de Ramachadran certificou-se que 92.2% de todos os
residuos se encontram em regides favoraveis, e 99.1% de todos os residuos em regides
permitidas. Em seguida, efetuou-se a validacdo do protocolo virtual de docking com diversas
substancias inibidores da TMPRSS2, em que foi avaliado tanto a estrutura homéloga quanto a
que foi resolvida experimentalmente. Apds realizar o docking com todas as moléculas nos dois
arquivos .pdb da enzima, observou-se que as mesmas apresentaram resultados mais consistente
de interacdo com os residuos essenciais do sitio catalitico quando utilizado a estrutura 3D
construida por homologia. Dessa forma, foi utilizado esta ultima para a execugéo das etapas de
ancoragem molecular com inspecdo visual e obtencdo dos valores de fitscore, e também dos
calculos de energia de docking covalente dos farmacos potenciais oriundos do processo
anterior. Para a triagem virtual, empregou-se parametros como filtros de selecdo dos farmacos
potenciais inibidores da TMPRSS2, sempre comparando com os farmacos padrGes camostato
e nafamostato: valores de fitscore, interacdo como os residuos da triade catalitica, distancia em
angstrom entre o oxigénio da Ser441 e o carbono eletrofilico dos aceptores de Michael, e
valores de energia do docking covalente. Assim, dentro os 230 ligantes que foram ancorados
na TMPRSS2 e corresponderam os parametros designados, identificou-se trés farmacos (dois
antibioticos e um com acao anticAncer) como possiveis candidatos para o reposicionamento no
tratamento da COVID-19.

Palavras-Chave: COVID-19; Reposicionamento de farmacos; SBVS; TMPRSS2; Docking.



ABSTRACT

The efforts of the scientific community in seeking therapeutic options for the treatment of
COVID-19 have become imperative due to the seriousness of the situation, with high case rates
and high mortality rates around the world. Because of the absence of specific drugs, the clinical
condition of many patients can be aggravated by lethal secondary infections caused by bacteria
and fungi. In view of this, the use of medicinal chemistry strategies, such as virtual screening
and drug repositioning, have become even more relevant in the fight against the pandemic, since
tools such as these reduce the research time, the cost and the number of compounds to be
synthesized and tested. In this work, a Structure-Based Virtual Screening (SBVS) methodology
was used to identify approved or clinically developed drugs not reported in the literature as new
therapeutic alternatives for COVID-19. The line of research that was explored is based on the
strategy of repositioning inhibitor drugs that can covalently and irreversibly bind to the
transmembrane serine protease enzyme 2 (TMPRSS2). Initially, a search for Michael acceptor
drugs was conducted in databases such as NIH Chemical Genomics Center (NCGC),
Pharmaceutical Collection (NPC), ChEMBL, DrugBank and PubChem. These drugs were
designed and had structural energy minimization proceeded. With the three-dimensional
structure of TMPRSS2 not yet reported by early April 2021, molecular homology modeling of
this biologic target was performed using the serine protease hepisin as a template. With this,
the sequence identity between the template and the target of interest was found to be 33.82%,
with 70% coverage and a root mean square deviation (RMSD) equal to 0.111. It was also
verified that the residues belonging to the catalytic triad of TMPRSS2 (Ser441, His296, and
Asp345) were conserved, and by means of Ramachadran plot it was certified that 92.2% of all
residues are in favorable regions, and 99.1% of all residues are in allowed regions. Next,
validation of the virtual docking protocol was performed with several TMPRSS2 inhibitors,
where both the homologous structure and the experimentally solved one were evaluated. After
performing the docking with all molecules in the two .pdb files of the enzyme, it was observed
that they presented more consistent results of interaction with the essential residues of the
catalytic site when using the 3D structure built by homology. Thus, the latter was used for the
execution of the molecular docking steps with visual inspection and obtaining the fitscore
values, and also the covalent docking energy calculations of the potential drugs arising from
the previous process. For the virtual screening, parameters were used as selection filters for
potential TMPRSS2 inhibitor drugs, always comparing with camostat and nafamostat standard
drugs: fitscore values, interaction with catalytic triad residues, angstrom distance between the
oxygen of Ser441 and the electrophilic carbon of Michael acceptors, and covalent docking
energy values. Thus, within the 230 ligands that were anchored to TMPRSS2 and matched the
designated parameters, three drugs (two antibiotics and one with anticancer action) were
identified as possible candidates for repositioning in the treatment of COVID-19.

Keywords: COVID-19; Drug repositioning; SBVS; TMPRSS2; Docking.
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1 - INTRODUCAO

E de conhecimento geral que doencas emergentes causam surtos, epidemias ou
pandemias, dependendo do qudo significativo é o seu impacto deixado na humanidade. Com
0s primeiros casos na cidade chinesa de Wuhan em dezembro de 2019, a pandemia da COVID-
19 gerou uma demanda global de a¢des cientifico-tecnoldgicas para o melhor entendimento dos
aspectos da doenca provocada pelo virus SARS-CoV-2, o que inclui otimizacao de diagnésticos
precisos, estudos de patogénese, sequenciamento gendmico e identificacdo de um conjunto de

medidas terapéuticas para tratar pacientes infectados.

Os estudos com o farmaco remdesivir, desenvolvido para tratar a doenga causada pelo
virus Ebola, apresentaram respaldo na literatura internacional e fizeram com este tenha sido
aprovado recentemente como o primeiro tratamento da COVID-19 em pacientes hospitalizados.
No entanto, é necessario ter cautela quando se tratando da terapia medicamentosa da COVID-
19. Ensaios clinicos randomizados mostram que o remdesivir ndo reduz a mortalidade, porém
acelera com eficiéncia o tempo de recuperacdo dos pacientes, com baixos efeitos colaterais
(LAl etal., 2021; GOLDMAN et al., 2020). Porém, estudos mais robustos deverdo apontar em
qual direcdo a utilizacdo deste farmaco deve ir. Sendo assim, necessario buscar terapias mais
especificas e acessiveis economicamente para os pacientes que sofrem com os sintomas da
infecgdo pelo SARS-CoV-2. Esta ideia vale também para o desenvolvimento acelerado de
vacinas, mesmo tendo contribuido para reducédo de casos, hospitalizacdes e 6bitos. A infec¢do

pelo novo coronavirus oferece riscos, principalmente para paises com poucos recursos.

Um outro fator que deve ser levado em consideracdo € o desenvolvimento “tipico” de
um novo farmaco, no qual estima-se que varia entre 10 a 17 anos, cuja probabilidade de sucesso
¢ abaixo de 10% em todo processo, que vai desde o planejamento até a comercializagdo
(ASHBURN e THOR, 2004). Neste sentido, o uso de um farmaco conhecido para uma nova
enfermidade, estratégia da Quimica Medicinal conhecida como reposicionamento, diminui o
tempo necessario para o desenvolvimento de um novo farmaco, uma vez que todas propriedades
farmacocinéticas e toxicologicas encontram-se descritas, rotas de formulagéo e fabricacéo sdo
amplamente conhecidas, incluindo entrada na fase clinica mais rapidamente e proporcionando
reducdo de custo de pesquisa (POROIKOV e DRUZHILOVSKIY, 2019; ARROWSMITH e
HARRISON,2012). Vale salientar que o reposicionamento é uma estratégia antiga na Quimica

Medicinal, em que varios farmacos conhecidos obtiveram sucesso em anélises farmacoldgicas
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e clinicas como a zidovudina, sildenafila, aspirina, talidomida, celecoxibe, cetoconazol, dentre
outros (PUSHPAKOM et al., 2019).

Assim como MERS-CoV e SARS-CoV, o0 virus SARS-CoV-2 possui a sua entrada
facilitada nas células hospedeiras susceptiveis por meio de enzimas ligadas as membranas delas,
em particular a ACE2 (enzima conversora da angiotensina 2) e TMPRSS2 (serina protease
transmembranar 2). A ACE2 atua como um receptor de entrada para o virus, enquanto a
TMPRSS2 ativa proteoliticamente a proteina Spike (chamada de S) presente na superficie do
novo coronavirus (MATSUYAMA et al., 2010; SHIRATO et al., 2013; HOFFMANN et al.,
2020). A TMPRSS2 é tida como um alvo promissor no contexto da SARS-CoV-2, uma vez que
se trata de uma enzima conhecida geneticamente, cuja inibicdo de sua atividade representa um
baixo risco de resisténcia. Estudos pré-clinicos com os farmacos nafamostato e camostato,
aprovados no Japdo para o tratamento de pancreatite crénica, demonstraram que eles sao
excelentes inibidores da atividade da TMPRSS2 (HOFFMANN et al., 2020; YAMAMOTO et
al., 2020; WEIS et al., 2021). Um indicativo util para a busca de novos farmacos promissores
frente a esta enzima, visto que a TMPRSS2 se trata de uma serina protease, onde em teoria 0
oxigénio da serina atuando como nucledfilo pode atacar o carbono eletrofilico de inibidores
covalentes como nafamostato e o camostato, ocasionando assim na inibicéo irreversivel da
enzima e, por consequéncia, ndo permitiria a fusao viral proporcionada pelo SARS-CoV-2 na
célula humana hospedeira (HEMPEL et al., 2021; ZHU et al., 2021).

Portanto, com o referido trabalho pretende-se contribuir na busca de outros inibidores
irreversiveis frente a TMPRSS2 que se mostrem como terapias efetivas, econdmicas e
amplamente disponiveis para a COVID-19. Para isto, foi empregado o método computacional
da triagem virtual baseada na estrutura do receptor (do inglés, structure-based virtual
screening), explorando uma linha de pesquisa com parametro na estratégia de reposicionamento

de farmacos ndo reportados na literatura como alternativas terapéuticas.
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2 - FUNDAMENTACAO TEORICA E JUSTIFICATIVA

2.1 - COVID-19: Aspectos gerais

Diversos casos incomuns de uma pneumonia severa foram relatados na cidade chinesa
de Wuhan em dezembro de 2019. Diante de tal ocorréncia, esses casos foram rastreados e
identificou-se que se tratava de um novo coronavirus, SARS-CoV-2 (severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 - coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2) (SOHRABI et
al., 2020). Estima-se que mais de 280 milhdes de pessoas ao redor do mundo foram acometidas
pela doenca até o fim do més de dezembro de 2021, provocando aproximadamente 5,4 milhdes
de mortes (WHO, 2021). No Brasil, até a primeira quinzena do més de janeiro de 2022, o
nimero de casos confirmados por COVID-19 foi estimado em mais de 23 milhdes, com
aproximadamente 621 mil mortes (WHO, 2022; OUR WORLD IN DATA, 2022).

Os coronavirus (CoVs) pertencem a familia Coronaviridae, que por sua vez se divide
em duas subfamilias: Letovirinae e Orthocoronavirinae. A subfamilia Orthocoronavirinae se
dividem em quatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus (THARAPPEL et al., 2020). De todos esses géneros, ha espécies que causam
infeccbes em seres humanos e sdo conhecidos por existirem ao longo dos tempos. A
comunidade cientifica considera os coronavirus como enzooticos, isto é, pertencentes ao seu
animal hospedeiro natural, mas que de alguma maneira conseguiu ultrapassar a barreira entre
as espécies de animais tornando-os com viruléncia consideravel (LAU et al., 2005; REST e
MINDELL, 2003). O virus SARS-CoV-2 é pertencente ao género Betacoronavirus, assim
como HCoV-0C43, HCoV-HKU1, SARS-CoV e MERS-CoV (XIA et al., 2020).

A maioria das pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2 apresentam sintomas leves a
moderados, como febre, tosse, cansaco, perda de paladar ou olfato, dor de garganta, dor de
cabeca, diarreia, erupcdo na pele ou descoloragdo dos dedos das mdos ou dos pés, olhos
vermelhos ou irritados. Entretanto, algumas pessoas podem desenvolver a forma mais grave da
doenca, cujo os sintomas sédo dificuldade em respirar, perda de fala ou mobilidade, confuséo,
dor no peito e até mesmo a morte em casos clinicos irreversiveis (WHO, 2021). Também é
reportado na literatura a incidéncia de manifestagdes trombdticas causada por uma coagulacéo
sanguinea intensa que atinge os 6rgdos como pulméo, coracdo, cérebro, figado e rins
(VINAYAGAM e SATTU, 2020; ORTEGA-PAZ et al.,2021).
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Levando em consideracdo o aspecto estrutural, o SARS-CoV-2 contém quatro estruturas
proteicas designas por S (proteina spike, a qual realiza o intermédio entre a unidade viral e os
receptores das células hospedeiras), E (proteina envelope, a qual protege o RNA viral por meio
de um envoltorio), M (glicoproteina de membrana, responsavel pela reunido de virions pela
interagdo com proteinas S, promovendo sua retencéo no reticulo endoplasmatico intermediario
para a incorporacdo em novos virions) e N (proteina do nucleocapsideo, a qual possui a
capacidade de se ligar ao genoma do RNA viral) e dezesseis proteinas ndo-estruturais, Nsp1-
16 (Figura 1) (WANG et al., 2020; MASTERS et al., 2006). Um fato singular é que tanto o
SARS-CoV quanto o SARS-CoV-2 possuem relacdo filogenética, apresentando 89.8% da
identidade sequencial em suas proteinas S (ZHOU et al., 2020; XIA et al., 2020). A proteina S
possui duas subunidades: S1 (subunidade de ligacdo do receptor) e S2 (subunidade de fusdo de
membranas). Entre as regifes S1 e S2 situa-se sitios de clivagem que permitem sofrer acdo de
determinadas proteases celulares conforme o tipo do coronavirus. Para a ativagcdo do SARS-
CoV-2 nas células humanas hospedeiras, 0 virus é suscetivel a acdo das catepsinas lisossomais,
furinas, tripsinas e serinas transmembranas tipo 2 (HOFFMANN, KLEINE-WEBER e
POHLMANN; 2020; OU et al., 2020; BESTLE et al., 2020).

Figura 1 - Estrutura do SARS-CoV-2.

FONTE: UZUNIAN, 2020.

2.2 — Serina Protease Transmembranar 2 (TMPRSS2) no contexto da COVID-19

A TMPRSS2 se trata de uma enzima chave utilizada por diversos virus, incluindo o
SARS-CoV-2, como ferramenta de entrada em células humanas hospedeiras. Também é

regulada positivamente em reposta aos horménios androgénicos em células de céncer de
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prostata (AFAR et al., 2001). Em um panorama geral de sua funcdo bioldgica normal, a
TMPRSS2 tem sido correlacionada a processos de digestdo, remodelagcdo de tecidos,
coagulacdo do sangue, fertilidade, respostas inflamatorias, invasdo de células tumorais,
apoptose e estimulos de dor (LAM et al., 2015; AFAR et al., 2001; THUNDERS e
DELAHUNT, 2020). A ativacdo desta enzima € realizada por meio da sua clivagem proteolitica
de caréater autocatalitica em um de seus dominios, assim quando liberada na zona extracelular
a serina protease pode interagir com outras proteinas na superficie da célula, com proteinas
sollveis, com componentes de matriz e com proteinas em células adjacentes; os trés residuos
no sitio ativo desta enzima sdo His296, Asp345 e Ser441, considerados cruciais para a sua
atividade (THARAPPEL et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2021).

Em concordancia com que ja foi mencionado anteriormente, 0 mecanismo de entrada
do virus causador da COVID-19 tem dependéncia da ACE2 como receptor para a ligacdo na
proteina S e da TMPRSS2 como iniciador do processo de fuséo celular (Figura 2). Tendo em
vista que esta ultima contém um dominio de serina-protease extracelular semelhante a tripsina,
que pode ativar proteoliticamente a proteina S na superficie das particulas virais do SARS-
CoV-2 permitindo a sua entrada nas células hospedeiras (HOFFMANN et al., 2020; JACKSON
etal., 2022). Contudo, é importante lembrar que 0 SARS-CoV-2 pode ser clivado por catepsinas
lisossomais, conferindo-lhe a possibilidade alternativa de entrada celular através de via
endocitica (MURGOLO et al., 2021; HOFFMANN et al., 2020). Também vale ressaltar que as
expressOes génicas ACE2 e TMPRSS2 estdo presentes nas células humanas dos alvéolos
pulmonares, no coracdo, no trato gastrointestinal, na cavidade nasal, nas regides conjuntivas e
pterigiais (THARAPPEL et al., 2020; THUNDERS e DELAHUNT, 2020).
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Figura 2 - Mecanismo de entrada do virus SARS-CoV-2.
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FONTE: MURGOLUO et al., 2021 (ADAPTADO).

Entre todos os alvos identificados do virus SARS-CoV-2, a TMPRSS2 tem sido relatada
como um alvo bioldgico importante para as estratégias de descoberta de farmacos contra a
COVID-19. A TMPRSS2 é uma serina protease, em que 0 oxigénio do seu residuo essencial de
serina pode atuar como nucleofilo, atacando farmacos com centro eletrofilico. Com isto,
ocorrera uma inibicdo irreversivel pela formacdo de uma ligacéo covalente, consequentemente,
inibindo a entrada e infeccdo do SARS-CoV-2 na célula humana hospedeira (COOPER e
HAUSMAN, 2010; NASCIMENTO et al., 2021; HEMPEL et al., 2021). Embora a TMPRSS2
esteja presente no organismo humano, varios estudos descritos na revisdo de NASCIMENTO et

al. (2021) revelam que esta protease é bastante promissora.

2.3 — Inibidores Covalentes

Conhecidos como inibidores ndo-classicos, os inibidores covalentes correspondem a
uma classe de compostos que se ligam a um alvo de modo seletivo por meio da formacéo de
uma ligacao covalente entre a molécula e o receptor, a qual pode ser reversivel ou irreversivel,
dependendo do tipo estrutural do inibidor (DU et al, 2021). Tendo um passado historico
singular, o primeiro inibidor covalente ao ser produzido e introduzido no tratamento de dor e
inflamac&o no final do século XIX foi o &cido acetilsalicilico, conhecido como aspirina. Até
1970 ndo era conhecido o mecanismo de acdo deste farmaco que atua na inibicdo covalente e

irreversivel das ciclo-oxigenases (COX)-1 e -2, enzimas responsaveis pela biossintese de
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prostaglandinas (BAUER, 2015). Posteriormente, ao logo dos anos surgiram outros farmacos
de sucesso (Figura 3), muitas vezes descobertos por “serendipidade” (ao acaso), tais como a
penicilina V, cefalosporina C, omeprazol, lansoprazol, fosfomicina, clopidogrel, bortezomibe,
saxagliptin, fumarato de dimetila, ibrutinibe, dacomitinibe, zanubrutinibe, dentre outros
(SUTANTO e KONSTANTINIDOU, 2020; BAUER, 2015).

Figura 3 — Panorama historico dos inibidores covalentes e suas datas de aprovagdo. Em

verde claro estdo destacados os centros eletrofilicos (warheads) dos farmacos.
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Os inibidores covalentes tém sido bastante estudados com a finalidade de interagir com
residuos de aminoacidos especificos do alvo biologico, como os residuos de cisteina, serina,
treonina, tirosina e lisina (GEHRINGER, 2020). Um fato em comum dos inibidores covalentes
é que eles possuem algum centro eletrofilico, conhecido como warhead, para que haja a inibicdo
do receptor bioldgico, conforme pode ser visto na figura 3. O mecanismo genérico da interacdo
covalente entre uma molécula e um alvo bioldgico pode ser descrito conforme a equacéo
esquematizada da figura 4, onde a inibigdo ocorre em duas etapas: Inicialmente o composto
interage de forma ndo-covalente com a proteina-alvo, em que o grupo eletrofilico pertencente

a molécula estd a disposicdo de um nucledfilo especifico de um determinado residuo de
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aminoacido da proteina em questdo. O complexo resultante no equilibrio sofre entdo uma
formacao de ligacao especifica, dando origem a um complexo com uma nova ligagdo covalente.
Nos casos em que a formacdo da ligacdo é efetivamente irreversivel, a constante de equilibrio
K.2 seré essencialmente zero (SINGH et al, 2011; STRELOW, 2017; DE CESCO et al., 2017).

Figura 4 — Esquema do mecanismo genérico da intera¢do entre um alvo bioldgico e um

inibidor covalente.
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FONTE: SINGH et al., 2011 (ADAPTADO).

Durante os ultimos 50 anos, a comunidade cientifica mostrou-se cética em rela¢do aos
inibidores covalentes. Problemas de reacfes adversas que foram associadas a classes de agentes
terapéuticos carbonilados, que por sua vez modificam covalentemente as proteinas celulares via
reacOes metabdlicas e que contém uma funcionalidade eletrofilica reativa pré-existente na
estrutura parental propicia a biotransformacdo (EVANS et al., 2004; ERVE, 2006; ZHOU et
al., 2005). Além disso, existem alguns pontos negativos como: risco potencial de toxicidade
idiossincrética e imunogenicidade, causando reacfes de hipersensibilidade; alto risco se o
inibidor covalente tiver auséncia de especificidade; e também este ndo é ideal para alvos quando
0 mecanismo de agdo requer tempo de residéncia curto, inibicao transitoria ou inibicao parcial
(JOHNSON, WEERAPANA e CRAVATT, 2010). Entretanto, com 0 sucesso de varios
inibidores covalentes anticancerigenos nos ultimos 20 anos, a utilizagdo de estratégias de
triagem protedbmica e de triagem de fragmentos reativos para encontrar alvos que antes eram
considerados invenciveis, foram fatores que fizeram os quimicos medicinais mudarem os seus
posicionamentos quanto aos compostos que interagem covalentemente com os seus devidos
receptores (SUTANTO e KONSTANTINIDOU, 2020; MAH, THOMAS e SHAFER, 2014).
Como pontos positivos destacam-se: eficiéncia bioquimica elevada, traduzindo-se em doses
mais baixas e reducdo dos efeitos off-target (ndo seletivos); menor sensibilidade aos pardmetros

farmacocinéticos; maior sensibilidade ao efeito farmacodinamico; maior tempo de residéncia e
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dosagem menos frequente; menores concentracfes de medicamentos necessarias para a
eficacia; estratégia mais eficiente quando é necessaria a inativagdo completa do receptor;
inibicdo de alvos com locais de ligacdo incontrolaveis e com pouca profundidade; e mitigacdo
pela propria ligacdo covalente no desenvolvimento contra a resisténcia ao medicamento
resultante da mutacdo no sitio de ligagdo (BAUER, 2015, JOHNSON, WEERAPANA e
CRAVATT, 2010).

Em nossa pesquisa foram utilizados inibidores que tenham grupos eletrofilicos:
epoxidos, halo-alcanos, fluorofosnatos, beta-lactonas e lactonas. Além destes, temos interesse
em inibidores covalentes aceptores de Michael (Figura 5), os quais sdo uma classe de compostos
gue contém em sua estrutura grupos retiradores de densidade eletrénica e um sistema a, S-
insaturado. Os mecanismos de vinculacdo covalente entre molécula-receptor configuram
reacOes Sn2, Sn1, acilacdo, formacdo de base de Schiff, adicdo de Michael (Figura 6) e
substituicdo aromatica (SnAr), em alguns casos a molécula intermediaria pode ser hidrolisada
posteriormente (PERLMUTTER, 1992; SCHWOBEL et al., 2011; BARREIRO e FRAGA,
2015; KALGUTKAR e DALVIE, 2012). Os aceptores de Michael sdo reconhecidos por possuir
elevada reatividade e amplo espectro de bioatividade, onde o aumentando da afinidade de
ligacdo de proteinas com locais de ligacdo pouco profundos e a capacidade de superar a
resisténcia aos farmacos levantou interesse no projeto covalente de medicamentos mundo afora;
desse modo vale citar alguns casos de sucesso (Figura 7) como telaprevir (inibidor da HCV
protease), gefitinibe (inibidor do EGFR), spebrutinib (inibidor de BTK), entre outros
(JACKSON et al., 2017; POTASHMAN e DUGGAN, 2009; DE CESCO et al., 2017).
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Figura 5 — Relacéo dos aceptores de Michael mais comuns.
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Figura 6 - Mecanismos covalentes de ligacdo direta entre molécula-receptor. (Nu:

corresponde sitio nucleofilico de uma proteina).
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Figura 7 — Farmacos inibidores covalente de sucesso.
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2.4 - Reposicionamento de Farmacos

O processo de descoberta e desenvolvimento de um novo medicamento envolve diversas
etapas complexas, elevado tempo e alto custo econdmico (em torno US$ 2.5 bilhdes), com taxa
de sucesso menor que 10% (ROESSLER et al., 2021). No decorrer do desenvolvimento, cada
farmaco precisa ter sua eficacia e seguranca comprovadas em determinados grupos de pessoas,
em diversas faixas etarias e em situac@es fisiopatologicas (REIS, 2020). Trata-se de um trajeto
longo que leva entre 10 a 17 anos para que a populagdo tenha acesso ao medicamento
regulamentado. Entre um periodo de 2 a 3 anos sdo necessarios para a descoberta do alvo
terapéutico, analise e validacOes; Apos este passo delineado, entre 0.5 a 1 ano séo selecionados
prototipos de farmacos com atividade bioldgica e mais 1 a 3 anos para dar seguimento a
otimizacdo deles; Posteriormente € realizado a etapa de determinacdo das propriedades
farmacocinéticas e exposicéo sisttmica (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolizagcdo, Excrecédo e
Toxicidade - ADMET) que pode levar mais 1 a 2 anos. Comprovagoes de eficcia em ensaios
clinicos e avalia¢Ges de seguranca ocorrem por volta de 5 a 6 anos; com 0s objetivos executados
nas fases anteriores, sdo necessarios de 1 a 2 anos para a obtencdo do registro de aprovacdo
regulatéria e a insercdo do lancamento no mercado (ASHBURN e THOR, 2004,
FERNANDEZ-PRADA et al., 2019; SAHU et al., 2019).
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Mesmo com os avancos tecnoldgicos, aperfeicoamento de técnicas ja existentes e com
uma grande disponibilidade de informagdes sobre diversas doencas humanas, a producéo de
terapias medicamentosas tem sido muito lenta e ndo acompanha os elevados gastos. Como
exemplo, utilizando a escala do custo em funcdo do tempo necessario para o desenvolvimento
de novos farmacos é possivel verificar que para cada dolar gasto em pesquisa e
desenvolvimento (P&D), estima-se que menos de um délar de valor é devolvido em média
(PUSHPAKOM et al., 2019). Isto é visto como algo negativo, tornando a industria farmacéutica
menos propensa a investimentos. Além deste problema de produtividade, existe uma pressao
mundial sobre os precos, os desafios dos genéricos e maiores obstaculos regulamentares
(ASHBURN e THOR, 2004; DIMASI e GRABOWSKI, 2016). Diante destes desafios, vem a
luz a estratégia de reposicionamento de farmacos, a qual se encarrega de identificar novas
utilizacbes e versdes melhoradas de agentes terapéuticos conhecidos, descontinuados ou
candidatos a farmacos (LANGEDIJK et al., 2015).

A abordagem de reposicionamento de farmacos pode ser aplicada em seis vias
principais: 1) O farmaco pode ser testado em determinados ensaios clinicos e por acaso ser
identificado como sendo eficaz para outras doengas, ou seja, redirecionamento baseado na
serendipidade; 2) Deteccdo de nova atividade desempenhada por farmacos em uma outra
enfermidade; 3) Reconhecimento de farmacos aprovados que inibem potencialmente um alvo
biolégico em uma outra doenca; 4) Reposicionamento apoiado na revelacdo de uma nova
funcgéo de uma proteina-alvo existente, sendo considerada um alvo importante em outra doenca;
5) Uma mesma substancia pode atuar em patologias distintas, isto é, redirecionamento baseado
em uma rota comum em niveis metabolicos; 6) Reposicionamento relacionado a verificacdo de
farmacos que apresentaram efeitos colaterais inesperados durante os ensaios clinicos, mas que
apresentam bons resultados para outras enfermidades (L1 e JONES, 2012; PARK, 2019).

Uma das vantagens de se reposicionar um farmaco é a necessidade de apenas refazer as
ultimas etapas dos testes clinicos, tendo em consideracéo que as propriedades farmacocinéticas
e parametros de seguranca estdo devidamente comprovados, evitando problemas de
estabilidade e toxicidade. Além disto, estima-se que a execucdo dessa estrateégia duraria cerca
de 3 a 12 anos, onde o custo investido seria aproximadamente US$ 300 milhdes com taxa de
sucesso entre 30-75% (NOSENGO, 2016; ROESSLER et al., 2021). Desde o inicio da
pandemia da COVID-19, alguns farmacos tém sido utilizados em estudos de reposicionamento
no intuito de combater a infeccdo do SARS-CoV-2. Exemplos a serem citados sdo os farmacos

remdesivir, nafamostato, camostato, baricitinib, molnupiravir e outros. Todos estes estdo sendo
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estudados nos Estados Unidos, Europa e Japdo (HUGHES, 2021; DE SAVI et al., 2020; TIAN
etal., 2021).

2.5 - Farmacos de referéncia para o presente trabalho

Em nossos estudos de triagem virtual usamos como farmacos de referéncia o
nafamostato e o camostato (Figura 8) para fins comparativos, pois se tratam de inibidores
conhecidos de serina protease (YAMAMOTO et al., 2016; ZHOU et al., 2015). Ambos os
farmacos foram aprovados pelas agéncias reguladoras do Japéo para o tratamento da pancreatite
cronica e também utilizados no tratamento de outras doencas que formam coagulos sanguineos
(DE SAVI, HUGHES e KVAERNO, 2020; CHOUDHRY et al., 2020; MARUYAMA et al.,
2011; AL-HORANID e DESALI 2014). Em pesquisa recente, foi descoberto que o nafamostato
possui eficacia na inibicdo da infeccdo por SARS-CoV-2 em culturas de células humanas
pulmonares (Calu-3), dentre um conjunto de farmacos utilizados em testes in vitro aprovados
pela FDA (Food and Drug Administration) (KO et al., 2021). Por sua vez, conforme os estudos
de Hoffmann et al. (2020), o camostato foi capaz de inibira TMPRSS2, impedindo efetivamente
a entrada do SARS-CoV-2 dentro de células epiteliais (Caco-2) em testes in vitro também.
Atualmente, os dois farmacos se encontram sob estudos de fase clinica para o tratamento da
COVID-19 (CLINICAL TRIALS.GOV, 2021; ZHURAVEL, 2021).

Figura 8 — Estruturas dos farmacos nafamostato e camostato, respectivamente.
Nafamostato Y@/HTNHZ
NH
o
Camostato . mo\)LN/

FONTE: AUTORA, 2022.
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E importante salientar que a literatura reporta diferentes efeitos adversos para os dois
farmacos citados. Um estudo informa que o nafamostato e seus metabdlitos PGBA (p-
guanidinobenzoic acid ou &cido p-guanidinobenzoico) e NA (6-amidino-2-naphthol ou 6-
amidino-2-naftol) podem inibir a conducdo de ions sédio (Na*) sensivel a amilorida nos
sistemas de ductos coletores renais resultando na inibicdo da secrecdo de ions potassio (K™),
podendo ocasionar hipercalemia (HIFUMI et al., 2020; MUTO et al., 1994). Também foi
relatado que o uso do nafamostato pode causar parada cardiaca em pacientes que recebem
dialise por causa de mudancas repentinas no estado de saude deles (KIM et al., 2016). Enquanto
0 camostato, a literatura atribui como efeitos adversos comuns erupgdo cutanea, prurido,
nausea, diarreia e modificacdes de valores em testes laboratoriais (ONO
PHARMACEUTICAL, 2009). Apesar destes efeitos adversos mencionados, os dois farmacos
sdo bem tolerados e tém tempo de meia vida curta (CHOI et al., 2015; DE SAVI, HUGHES e
KVAERNO, 2020; MIDGLEY et al., 1994).

2.6 — Modelagem molecular

A criacdo de modelos permite manipular e analisar profundamente objetos e fenémenos
fisicos reais. Com avancos na area da computacao e desenvolvimento de novos métodos na area
de quimica computacional, a modelagem molecular passou a ser um conjunto de ferramentas
valiosas para representacdo, edicdo e visualizagdo de sistemas quimicos complexos, além de
ser também utilizada para uma melhor interpretacdo de resultados experimentais (LEACH,
2001; COMBA, HAMBLEY e MARTIN, 2009).

Auxiliada por computadores, a modelagem molecular tem como instrumento
matematico regente o calculo tedrico para realizar avaliacGes e simulagdes das propriedades e
do comportamento de &tomos, moléculas, solidos, gases, liquidos e solu¢bes (DE OLIVEIRA,
2018). Séo efetuados calculos de energias conformacionais, de propriedades termodinamicas,
de orbitais moleculares e estatisticos que ajudam no entendimento das relagdes entre estrutura
e atividade biologica, na exploragdo de caracteristicas de reconhecimento molecular, na
formulacdo de hipoteses que levam ao planejamento e sintese de novos farmacos ligantes
(ANDREI et al., 2012).

Para os estudos de modelagem molecular sdo utilizados métodos classicos, que
compreende a mecanica e dindmica molecular, métodos quanticos, que inclui os métodos ab

initio, semiempiricos, teoria do funcional de densidade e analise populacional, e também
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métodos comparativos, como é o caso da modelagem de proteinas por homologia
(SANT’ANNA, 2009). A escolha de cada um desses métodos depende de qual informacéo se
quer obter, da capacidade computacional e da precisdo requerida para a concretizacdo dos
calculos (SANT’ANNA, 2009; BARREIRO e FRAGA, 2015)

2.6.1 — Modelagem por homologia

A modelagem por homologia, também conhecida como modelagem comparativa, € uma
ferramenta computacional valiosa com a finalidade de predizer estruturas tridimensionais de
proteinas e enzimas a partir das sequéncias de aminoécidos (estruturas primarias). A descoberta
de um farmaco pode atingir o sucesso por meio do conhecimento acerca da disponibilidade e
maior quantidade de informagbes da ordem estrutural do receptor biologico. Apesar dos
avancos tecnoldgicos no que diz respeito aos métodos de determinacao estrutural, implicando
no namero crescente de estruturas proteicas resolvidas experimentalmente ao longo dos anos,
ainda assim ha pouca ou nenhuma informacdo disponivel sobre uma grande maioria dos
biorreceptores tidos como alvos para novas alternativas terapéuticas. Geralmente, em cole¢oes
organizadas é possivel encontrar estruturas primarias e tridimensionais por meio de diferentes
bancos dados como, SRS, CATCH, GenBank, UniProt, BLAST, FastA, PDB, entre outros. Mas
por diversas razbes que envolve o processo de elucidacdo, o nimero de sequencias primarias
depositadas nos bancos de dados ¢ maior do que o repositorio de estruturas 3D (SANTOS
FILHO e ALENCASTRO, 2003). Com isso, existe a necessidade de elaborar virtualmente
estruturas de determinada macromolécula de interesse para a investigacdo e identificacdo de

candidatos a farmacos.

A estrutura tridimensional de uma proteina pode ser prevista pelo método ab initio ou
pelo método com base em homologia. Geralmente este ultimo é o mais aplicado, devido aos
resultados serem mais proximos da realidade conformacional (RAMOS, 2007). Em nivel
molecular, alguns padrbes gerais da modelagem por homologia tém fundamento no processo
de evolucgéo bioldgica (BRANDEM e TOOZE, 2012), o que implica que:

a) A homologia entre as sequéncias de aminoacidos reflete em semelhancga estrutural e
funcional;

b) Regides internas em proteina homdlogas séo conservadas, tais como hélices-« e folhas-

B
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c) Em regiGes externas ocorrem diferencas estruturais entre proteinas homologas,
constituidas principalmente por al¢cas (loops) que ligam os elementos de estruturas

secundarias.

Com capacidade de gerar modelos satisfatérios, a modelagem por homologia possui
quatro etapas sucessivas: (i) identificacdo e selecdo de proteinas-molde, (ii) alinhamento das
sequéncias de residuos, (iii) construcdo das coordenadas do modelo e (iv) validacdo (SANTOS
FILHO e ALENCASTRO, 2003). Um esquema geral do processo de modelagem comparativa
pode ser observado na figura 9. Destaca-se que entre uma etapa e outra € utilizado um nimero
significativo de métodos, programas e servidores especificos até a obtencdo de um modelo

homologo adequado.

Figura 9 — Fluxograma do processo geral da modelagem por homologia.
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FONTE: ORRY e ABAGYAN, 2012 (ADAPTADO).
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Identificacdo e selecdo de proteinas-molde

Levando em consideragdo o conhecimento da estrutura, similaridade funcional,
expressao génica, similaridade sequencial e correlacdo evolutiva, 0 primeiro passo
do método € identificar sequéncias de aminodcidos de proteinas resolvidas
experimentalmente que possam estar correlacionadas de modo similar com a
sequéncia alvo de interesse, cujas estruturas posteriormente sdo empregadas como
moldes (DEANE e BLUNDELL, 2003). A busca das proteinas-moldes pode ser
realizada utilizando-se algoritmos de alinhamento de servidores online como Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) e 0 SWISS-MODEL, onde séo selecionadas
as proteinas com altos indices de similaridade, identidade, e cobertura sequencial
entre os residuos de aminoacidos, além de menores indices de gaps (lacunas)
(MUNSAMY e SOLIMAN, 2017).

Alinhamento das sequéncias de residuos

Apbs a identificacdo do molde, o proximo passo é a realizacdo do alinhamento
sequencial entre a proteina-alvo e a proteina-molde, conforme demonstrado na
figura 10. O intuito desta etapa é procurar aspectos estruturais, como elementos de
estruturas secundérias e residuos cataliticos, correlacionando o0s residuos
estruturalmente equivalentes (SHARMA, WAKODE e KUMAR, 2021; SANTOS
FILHO e ALENCASTRO, 2003). Usualmente, é observado no processo a
ocorréncia de insercdes e dele¢bes que sdo localizadas nas regides das alcas, entre
elementos estruturais secundarios, como hélices e fitas. Com uma maior
porcentagem de semelhanca do que 30% de identidade sequencial entre a proteina-
molde e a proteina-alvo, a literatura afirma que existe acuracia pronunciada para a
execucdo da construcdo do modelo homologo (LESK, 2008; MUNSAMY e
SOLIMAN, 2017). Os programas mais usados para esta etapa sdo BLAST, FASTA,
CLUSTAL, e o MULTALIN, sendo disponibilizados como servidores online na

internet.
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Figura 10 — Exemplo de alinhamento entre o receptor alvo quimiocina tipo 5 (CCR5) e 0

molde (1F88). Regibes marcadas com quadrados vermelhos indicam que os residuos

conhecidos estao conservados. O programa CLUSTAL foi utilizado para o alinhamento.

(iii)

sp|P51681|CCR5_ HUMAN MDYQVSSPIYDINYYTS------- EPCQKINVKQIAARLLPPLYSLVFIFGFV! VIL 53
sp|P02699 |OPSD_BOVIN MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEAPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIMLGFP TLY 60
*3 ee. T® .3 *, * .3 *.. it # 8 & LA s*.2
sp|P51681|CCR5_ HUMAN ILINCKRLKSMTDIYL: FFLLTVPFWAHYAAAQ--WDFGNTMCQLLTGLYFIG 111
sp‘PO2699|OPSD_BOVIN VTVQHKKLRTPLNYIL FMVFGGFTTTLYTSLHGYFVFGPTGCNLEGFFATLG 120
. 3 ®gpkg . P : %k * k%
sp‘P51681|CCRS_HUHAN FFSGIFFII VVHAVFALKARTVTFGVVTSVI II-FTRSQ 170
sp|P02699 |OPSD_BOVIN GEIALWSL! CKPMSNPRFG ENHAIMGVAF LVGWSRYI 179
sp‘P51681|CCR5_HUMAN KEGLHYTCSSHFPYSQYQFWKNFQTLKIVILGL LVMVI GILKTLLRCRNE--- 227
sp‘P02699|OPSD_BOVIN PEGMQCSCGIDYYTPHEETNNESFVI IVIFF LVFTVKEAAAQQQB 239
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sp\P51681|CCRS_HUMAN ----- KKRHRAVRLIFTIMI IVLLLNTFQEFFGLNNCSSSNRLDQAMQVT 282
sp‘P02699|OPSD_BOVIN SATTQKAEKEVTRMVIIMVIA AGVAFY---=-===~ IFTHQGSDFGPIFMTIP 291
..... * * . * . *
Sp|P51681|CCR5_ HUMAN ETLGMTHCC LLVFFQKHIAKRFCKCCSIFQQEAPERASSVYTRS 342
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*k * sk
sp|P51681 | CCR5 HUMAN TGEQEISVGL 352
sp|P02699 |OPSD_BOVIN TSQVAPA--- 348
LS 3

FONTE: SHAHLAEI et al., 2011.

Construcéo das coordenadas do modelo

A partir do procedimento de alinhamento sequencial, o0 modelo tridimensional da
proteina-alvo é gerado através de algoritmos especificos que transfere as
informacdes retiradas da estrutura 3D da proteina-molde para o modelo homoélogo.
Os métodos mais utilizados para regiGes estruturalmente conservadas sdo a
modelagem pela unido de corpos rigidos (modeling by rigid-body assembly) e a
modelagem pela satisfacdo de restricbes espaciais (modeling by satisfaction of
spatial restraints). O primeiro método constroi 0 modelo por parte, tendo como
parametro a conservacdo estrutural entre proteinas homdélogas com alto grau de
identidade. Em adig&o, € considerada a média das posi¢Bes dos Ca das sequéncias
de aminoacidos das regibes estruturalmente conservadas. As regides que nao
possuem critérios satisfatorio sdo denominadas de regiGes varidveis, em que
usualmente compreendem porc¢des de alcas que conectam as regides conservadas
(SAXENA et al., 2013; MUNSAMY e SOLIMAN, 2017). Ja o segundo método
constroi 0 modelo utilizando restrigdes espaciais por meio do alinhamento entre
sequéncias alvo e molde, extraindo do molde suas restri¢des espaciais (distancias e
angulos) e transferindo-as para o0 modelo homdlogo. Além disso, tanto o tamanho

das ligacbes quanto os angulos preferenciais sdo obtidos usando campo de forga,



34

delimitando dessa maneira 0 nimero de conformacdes que o modelo pode expressar
(SAXENA et al., 2013). Workspaces que utilizam esses dois métodos s&o o SWISS-
MODEL e o MODELLER, respectivamente.

(iv)  Validacédo

Logo apobs a construcdo do modelo é preciso avaliar a qualidade dele. Nesta Gltima
etapa sdo averiguados os angulos torcionais, os angulos entre as ligagOes, o
comprimento entre as ligacdes, as ligacdes peptidicas, a planaridade dos anéis de
cadeias laterais e a quiralidade dos aminoacidos (JOHNSON 1994; SILVEIRA,
2005). Se 0 modelo for descrito com uma qualidade ruim, todo o processo anterior
deve ser refeito, melhorando o alinhamento sequencial ou buscando outras
metodologias de modelagem por homologia. Varios programas podem ser
encarregados de analisar o0 modelo gerado, como Procheck, Whatif, MolProbity e
Verify3D. Em particular, o grafico de Ramachandran (figura 11), obtido por
diversas aplicacdes, é um dado de validagdo muito importante. Nele tem-se a
definicdo dos residuos de aminoacidos que se encontram em regifes
energeticamente favoraveis e desfavoraveis, apresentando uma plotagem da
distribuicdo de combinagdes entre os angulos @ e ¥ (RAMACHANDRAN e
SASISEKHARAN, 1968).

Figura 11 - Gréafico de Ramachandran do modelo da proteina homeobox Hox-B13. Neste
exemplo, quase 89% dos residuos de aminoacidos na proteina modelada ocupam regides

favoraveis, 6,4% dos residuos ocupam regides permitidas, e 0s 5% restantes ocupam a

regido nao favoravel, respectivamente.

.o

FONTE: CHANDRASEKARAN et al., 2017.
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2.6.2 — Estratégia Structure-Based Virtual Screening (SBVS)

A triagem virtual (TV) é um termo que surgiu no final dos anos 1990 para designar
técnicas que utilizam métodos computacionais para a selecdo de compostos em bancos de
dados, de modo a identificar os ligantes de alvos terapéuticos mais promissores (LI e SHAH,
2017; LAVECCHIA e DI GIOVANNI, 2013). As técnicas de TV sdo relevantes, pois podem
ser usadas em conjunto com a triagem fenotipica em larga escala na indudstria farmacéutica, em
pequenas empresas de biotecnologia e nos laboratorios académicos (LEACH e GILLET, 2007,
LI e SHAH, 2017). Em geral, as estratégias de TV podem ser classificadas em triagem virtual
baseada nos ligantes (em inglés, ligand-based virtual screening - LBVS) e triagem virtual

baseada na estrutura do receptor (em inglés, structure-based virtual screening - SBVS).

Na abordagem LBVS h& uma dependéncia na aplicacdo computacional de descritores
de estruturas moleculares, propriedades farmacolégicas, caracteristicas do farmacéforo e nas
analises de relacGes entre o banco de dados e moléculas ativas que foram para testes biologicos,
nas quais podem funcionar como moldes devido a similaridade quimica, incluindo também
estudos quantitativos de relagdo estrutura-atividade (ou quantitative structure-activity
relationship - QSAR) e estudos de correspondéncia de forma 3D (STAHURA e BAJORATH,
2005; RODRIGUES et al., 2012). O protocolo do método LBVS é usualmente requerido
guando a estrutura tridimensional do alvo bioldgico é desconhecida ou quando nao é possivel
prever o receptor por métodos de modelagem por homologia (BANEGAS-LUNA, CERON-
CARRASCO e PEREZ-SANCHEZ, 2018). Em contrapartida, a abordagem SBVS utiliza a
estrutura tridimensional do alvo bioldgico determinada experimentalmente (por cristalografia
de raio X, ressonancia magnética nuclear ou prevista a partir de um modelo construido por meio
de proteinas homologas de identidade consideravel) para desenvolver os calculos de ancoragem
de uma selecéo de ligantes potenciais e classifica-los com base na sua predi¢éo de afinidade de
ligagdo ou complementaridade com o sitio de ligagdo (LIONTA et al., 2014; LAVECCHIA e
DI GIOVANNI, 2013).

Por este ponto de vista, a técnica SBVS tem como foco central o docking molecular (ou
ancoragem molecular), onde os calculos matematicos intrinsecos predizem a melhor orientagéo
e conformacao do ligante no sitio ativo do receptor bioldgico baseado na estabilidade energética
do complexo formado (CHENG et al., 2012). O protocolo de docking possui a combinacdo de
dois componentes complementares que sdo o algoritmo de pesquisa e a funcdo de pontuacéo.
Os algoritmos de pesquisa examinam o local da proteina-alvo em que o composto ira se ligar,
fornecendo possiveis orientaces especificas chamadas de poses de ligacdo (BITENCOURT-
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FERREIRA e DE AZEVEDO, 2019; KOLODZIK, SCHNEIDER e RAREY, 2018). Eles
podem ser classificados em trés categorias:

Algoritmos Sistemaéticos - exploram todos os graus de liberdade das moléculas-ligantes
em fragmentacdo (MAIA et al., 2020);

Algoritmos deterministicos - possuem o0 mesmo comportamento para diferentes formas

de execucdo. Dado entrada de um estado inicial especifico, sempre haverd o mesmo
resultado de saida (GUEDES et al., 2014);

Algoritmos estocasticos - envolvem movimentagdes aleatorias em relacdo aos graus de

liberdade, implicando na obtencéo de resultados distintos como saida para um mesmo
estado inicial de entrada (KOLODZIK, SCHNEIDER e RAREY, 2018).

Por outro lado, as funcbes de pontuacao sdo aplicadas para previsdo do modo de ligacdo entre

o ligante e a proteina-alvo, ranquear afinidade relativa e estimar a energia livre de ligagao
absoluta (SOTRIFFER, 2016; STAHL, 2000). As funcbes de pontuacdo podem ser

classificadas em trés tipo:

Baseadas em campo de forca - utilizam uma soma de termos classicos de campo de forca

molecular, em que a sua parametrizacdo pode ser feita com dados experimentais,
providos de calculos quanticos ou até mesmo pela combinacdo de ambos (KOLODZIK,
SCHNEIDER e RAREY, 2018; GUEDES et al., 2014). Exemplos: D-Score, G-Score,
GoldScore;

Empiricas — possuem fundamento na descricao coletiva da aproximacao da energia livre
de ligacdo, podendo ser associada ao somatorio de varidveis ndo correlacionadas
(STAHL, 2000; GUEDES et al., 2014). Exemplos: ChemScore, X-Score, GlideScore,
Fresno;

Baseadas em conhecimento - baseiam-se em analises estatisticas das interacfes e

distancias comuns empregadas nos estudos de predicdo de proteinas, dependendo de
potenciais atdmicos em pares calculados (KOLODZIK, SCHNEIDER e RAREY, 2018;
MAIA et al., 2020). Exemplos: DrugScore, PMF, RF-Score, SMoG score.

Com o surgimento do primeiro trabalho de ancoragem molecular no inicio dos anos

1980, muitas ferramentas de docking foram desenvolvidas como o Autodock, GOLD, Glide,
FlexX, ICM, DockThor, dentre outros (KUNTZ et al., 1982; SOUSA et al., 2006;
MOITESSIER et al., 2008; TORRES et al., 2019). Entretanto, deve-se destacar que algumas
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destas ferramentas performam melhor em determinados casos e outras ndo, o que implica as
vezes em resultados falso-positivos e falso-negativos (LIONTA et al., 2014). Dessa maneira, €
preciso ter consciéncia que ndo ha um dnico programa computacional que fard predicdes
precisas da classificacdo e posicao de ligacdo de compostos no sitio ativo devido a dificuldade
de parametrizacdo da complexidade das interagdes vinculantes entre ligante e receptor. Apesar
desta limitacdo, existem varias vantagens e uma delas reflete na diminui¢éo do tempo e no custo
envolvidos na triagem de milhdes de pequenas moléculas (MAIA et al., 2020). Com a estratégia
SBVS varios grupos de pesquisa ao redor do mundo tém tido sucesso, sendo capazes de
identificar e otimizar hits ou compostos lideres, assim como ter auxilio no entendimento de
dados experimentais a partir de modelos efetuados (PASSOS et al., 2020; BRAGA et al., 2019;
DE MOURA et al.,2020; FARIAS et al., 2021).

De modo geral, a aplicagdo da estratégia SBVS requer prudéncia durante a sua aplicacéo
em um estudo. Inicialmente, os ligantes a serem ancorados no receptor biolégico precisam
passar por uma preparacao que exige o calculo de cargas atdmicas e a representacdo correta de
estereoisdmeros, tautdbmeros e estados de protonacdo (FERREIRA, GLAUCIUS e
ANDRICOPULO, 2011). Esses ligantes podem ser obtidos através de bancos de dados publicos
ou comerciais, tais como PubChem, ChEMBL, ZINC, ChemSpider, Drugbank e outros.
Também, estes podem ser elaborados partindo-se do conhecimento de propriedades
farmacoldgicas desejadas, consistindo no método computacional De novo drug design (LI e
SHAH, 2017; SURYANARAYANAN et al., 2018; CHENG et al., 2012). Sob outra
perspectiva, a preparacdo de alvos bioldgicos tridimensionais a serem usados nos estudos de
docking inclui fatores importantes como a selecdo do modelo, a definicdo do estado de
protonacdo dos residuos de aminoacidos e a presenca de moléculas de agua na cavidade do sitio
de ligacéo (LIAO et al., 2013). Geralmente, os alvos receptores sdo obtidos no banco de dados
Protein Data Bank (PDB), onde estdo depositadas diversas estruturas, na qual a escolha deve
considerar a resolucdo e flexibilidade do modelo tridimensional, bem como a presenca de
ligante e as variagdes conformacionais (FERREIRA, GLAUCIUS e ANDRICOPULO, 2011).

Apols a preparacdo dos ligantes e a selecdo da estrutura receptora, a ancoragem
molecular pode ser realizada com cada molécula da biblioteca quimica, e entdo serd obtido
valores de pontuacdo e classificagdo de docking. Posteriormente, um pequeno conjunto de
compostos com melhores pontuacdes ird para a etapa de avaliagdo experimental, conforme
mostrado no fluxograma da figura 12. E importante frisar que a sequéncia de trabalho pode ter

variagcOes para requisitos especificos do estudo que se deseja realizar, incorporando filtros de
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classificacéo, de pose, de interacGes intermoleculares e de complementariedade multifuncional,
para 0 aumento das taxas de sucesso, adicionando pontuacéo consensual e outros.

Figura 12 - Etapas computacionais na SBVS, ilustrados pela identificacdo de uma nova
classe de inibidores de anidrase carbonica.
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FONTE: ANDRICOPULDO et al., 2009 (ADAPTADO).

Em face do que foi exposto anteriormente, neste trabalho utilizamos a estratégia de
reposicionamento de farmacos e a metodologia de SBVS no intuito de identificar farmacos

aceptores de Michael como alternativas terapéuticas econdmicas para o tratamento de pacientes
com COVID-19.
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3-OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Usar a estratégia de Triagem Virtual Baseada na Estrutura do Receptor (Structure-based
virtual screening - SBVS) para o reposicionamento de farmacos caracterizados como Aceptores
de Michael no combate a COVID-109.

3.2 - Objetivos especificos

e Realizar a elucidacdo do melhor modelo tridimensional da enzima TMPRSS2,
procedente na identidade e estabilidade através da sequéncia-alvo depositada no banco
de dados da NCBI;

e Buscar em bancos de dados farmacos que se caracterizem como aceptores de Michael;

e Desenhar e realizar a minimizacao estrutural dos farmacos selecionados;

e Validar o protocolo virtual de docking e escolher o melhor algoritmo do software
GOLD, com o auxilio de técnicas como re-docking, RMSD e mapa de calor;

e Realizar as etapas de ancoragem molecular, com inspecao visual e obtencdo dos valores
de fitscore;

e Seclecionar os melhores compostos classificados pelos filtros “média dos valores de
fitscores maiores ou iguais aos dos farmacos de referéncia (Nafamostato e Camostato)”,
“distancia menor ou igual a 3,4 A entre o grupo -OH do residuo Ser441 e os carbonos
eletrofilicos das moléculas”, e "interagbes com os trés residuos cataliticos essenciais
(Ser441, His296 e Asp345)”.

e Realizar célculos de docking covalente com os melhores farmacos classificados pelos

filtros.
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4 - MATERIAS E METODOS

4.1 - Materiais

e Notebook Dell® (Texas, USA), modelo Latitude 3470, com processador Intel® Core™
i3-6100U, CPU 2.30 GHz, 8 GB RAM, performando no sistema operacional
Windows® 7 professional (Redmond, USA).

e Workstation VMware 15.5.6, Ubuntu (V.18.04.5) com sistema operacional Linux,
instalado no notebook Acer® Aspire series E1 (Taiwan, China), modelo V5WEZ2, com
processador Intel® Core™ i5-4200U, CPU 1.60 GHz, 4 GB RAM, performando no

sistema operacional Windows® 10 professional (Redmond, USA).

Softwares utilizados

e ArgusLab (V.4.0.1)

e ChemDraw Professional (V.16.0.1.4)
e MOPAC (V.2016)

e GOLD (V.5.8.0)

e PyMol (V.2.4.0)

e Discovery Studio (V.20.1)

e Chimera (V.1.14)

e Excel (V. 16.0.5)

e AutoDock 4 (V.4.2.6)

Servidores online

e Browser NIH Chemical Genomics Center — NCGC (https://tripod.nih.gov/npc/)

e Pharmaceutical Collection — NPC (https://ncats.nih.gov/expertise/preclinical/npc)

e DrugBank(https://go.drugbank.com/structures/search/small_molecule_drugs/structure)
e ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chebi/advancedSearchForward.do)

e National Center for Biotechnology Information — NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

e PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)



e UniProt (https://www.uniprot.org/)
e SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/)
e Basic Local Alignment Search Tool — BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

e Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

e MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php)

e Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)

41

Os estudos de modelagem molecular foram desenvolvidos por meio de acesso remoto

em estagBes computacionais do Nucleo de Anélise e Pesquisas em Ressonancia Magnética
Nuclear (NAPRMN), situado no Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade

Federal de Alagoas (UFAL). Encontra-se esquematizado na figura 13 0 modo geral dos métodos

utilizados nos passos descritos adiante.

Figura 13 — Esquema geral da metodologia adotada para o alcance dos objetivos do

presente trabalho.
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4.2 - Selecao das estruturas dos farmacos

A busca dos ligantes para os estudos de triagem virtual foi realizada em bancos de
estruturas de compostos disponiveis através dos portais online NIH Chemical Genomics Center
(NCGC), PubChem, Pharmaceutical Collection (NPC), DrugBank e ChEMBL. Utilizando um
critério de selecdo, escolheu-se farmacos aprovados pela FDA e substancias sob investigacao
clinica que se comportam como aceptores de Michael, isto €, apresentam grupos eletrofilicos
em suas estruturas. Dessa forma, foram selecionados 230 farmacos no total, sendo dois deles
utilizados como referéncia para o presente trabalho (Mesilato de Camostato e Mesilato de
Nafamostato).

4.3 - Minimizacao das estruturas dos farmacos

ApoGs selecionar a lista de ligantes, as estruturas dos farmacos foram desenhadas
utilizando os softwares ArgusLab (V.4.0.1) e ChemDraw Professional (V.16.0.1.4), assim
como a minimizacdo das energias, empregando-se o campo de forca MM2 (Molecular
Mechanics 2) e os métodos semi-empiricos Austin Model 1 (AM1) e Parametric Method 3
(PM3). Foi utilizado também o método Parametric Method 7 (PM7) no software MOPAC
(V.2016) para moléculas com maiores gradientes de calculos.

4.4 - Estrutura 3D e modelagem por homologia do alvo TMPRSS2

A estrutura tridimensional da TMPRSS2 ndo havia sido resolvida experimentalmente e
depositada no site do Protein Data Bank até o dia 21 de abril de 2021, sendo esta uma data
posterior ao inicio do desenvolvimento da pesquisa. Entdo, construimos o seu modelo por

homologia. Com isso, foram conduzidas as seguintes etapas:

(1) Identificacéo e sele¢ao da enzima-molde

Inicialmente, pesquisou-se a sequéncia de aminoacidos da TMPRSS2, obtendo-se em
formato FASTA a sequéncia da serina protease transmembranar isoforma 2 [Homo
sapiens] no banco de dados da National Center for Biotechnology Information (NCBI);
cujo cadigo UniProt € 015393. Em seguida, esta sequéncia da enzima alvo foi submetida

a pesquisa de estruturas no servidor automatizado SWISS-MODEL, e ap6s o alinhamento
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de sequéncias o repositério do servidor forneceu diversos moldes. Entretanto, foi escolhido
aquele que apresentou um bom critério de preciséo e cobertura da sequéncia alvo, sendo
este 0 molde da proteina homologa serina protease hepsina (5cel.1A) como o de melhor

qualidade.

(2) Alinhamento das sequéncias

A partir da correlacdo enzima-alvo e proteina-molde alcancada na etapa 1, foi necessario
realizar um alinhamento pairwise sequencial entre os residuos de aminoacidos. Para isto,
utilizou-se como ferramenta o servidor Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e
Clustal Omega.

(3) Construgédo do modelo

Apo6s verificar que os residuos de interesse estavam conservados na sequéncia de
aminoécidos da proteina-molde 5cel.1A na etapa anterior, construiu-se o modelo
homologo pelo SWISS-MODEL.

(4) Avaliacdo do modelo

Para este ultimo passo, 0 modelo construido foi avaliado pelo valor de root-mean-square
deviation (RMSD) e também pelo grafico de Ramachandran, este Gltimo gerado pelo
servidor online MolProbity. Duas observagdes podem ser destacadas: |- A enzima
homologa construida ndo possui ligante complexado; 1l- Posteriormente, foi feito o
download do pdb resolvido experimentalmente no site Protein Data Bank, cujo o cédigo é
7MEQ. Com ele resolveu-se trabalhar a etapa seguinte.

4.5 - Validacéo do processo de ancoragem molecular

Com a resolucao experimental da estrutura 3D do alvo TMPRSS2, resolveu-se elaborar
um banco de dados contendo 62 moléculas descritas na literatura como inibidores e nédo
inibidores frente a enzima de interesse com intuito de verificar qual dos pdbs seria adequado
para ser utilizado adiante. Foi realizado inicialmente o processo de re-docking com o pdb
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7MEQ, o qual consiste na comparacdo da posi¢cdo do ligante cristalizado com a posicdo do
ligante redocado no mesmo sitio ativo do alvo bioldgico, de modo a verificar se 0 modelo in
silico é capaz de prever a orientacdo espacial do ligante e as interagdes com residuos de

aminoéacidos relevantes para a atividade bioldgica.

Dessa forma, carregou-se no software GOLD (V.5.8.0) o arquivo .pdb da enzima
(TMEQ), submetendo-a a alteracGes em sua estrutura. O ligante principal presente no arquivo
foi extraido, foram deletadas moléculas de agua remanescentes e adicionados hidrogénios a
estrutura biolégica. Em seguida, foi selecionado na aba “Define Binding Site” a op¢ao “One or
more ligands’’ e definiu-se 0 mesmo local de ligacéo do ligante complexado na enzima em um
grid box de 10 A. Em seguida foi adicionado na enzima o ligante &cido 4-
carbamimidamidobenzdico com a sua conformacdo experimental, obtido no portal online
Protein Data Bank. Na aba “Fitness & Search Options’’, foram selecionados por vez 0s
algoritmos CHEMPLP, GoldScore, Chemscore e ASP na se¢do “Scoring Function’’, nio
selecionando a opgao “Allow early termination’’ com o objetivo de gerar um maior nimero de
solucdes. Ja na opgdo “GA Settings’’, selecionou-se 200% na barra “Search efficiency’’ e
marcada a caixa “Max ops’’ para sele¢do de um maior nimero de operagdes. Logo apds, foi
escolhida a pasta onde foram salvos os resultados do ensaio de docking e iniciou-se os calculos.
Depois de alguns minutos com o ensaio finalizado, visualizou-se as dez solu¢des geradas pelo
software e salvou-se em formato .pdb aquelas que obtiveram o maior valor de fitscore para cada

algoritmo selecionado.

Posteriormente, foi realizado no software PyMol (V.2.4.0) o alinhamento dos ligantes
ancorados com o ligante experimental da proteina, obtendo-se assim os valores de RMSD para
0s 4 algoritmos disponiveis no GOLD (V.5.8.0). Apos a etapa anterior, foi elaborado um mapa
de calor no Excel com todos os valores de RMSD para cada algoritmo, e por fim foi escolhido
ChemScore, o algoritmo com o menor valor de RMSD para ser utilizado nos ensaios de
ancoragem molecular das 62 moléculas do banco de dados. Utilizando os mesmos passos
anteriores, foi realizada a ancoragem em triplicata destas moléculas no pdb 7MEQ, assim como
no pdb homologo para subsequente analise estatistica. Sendo que para o pdb homdlogo
modificou-se a opgdo “One or more ligands’’ para a opg¢ao “Atom’’ e definiu-se o atomo OG
do residuo Ser441 como local de ligacdo, devido ndo haver ligante complexado em sua

estrutura.



45

4.6 - Ancoragem molecular

Apos a realizacdo dos procedimentos anteriores e escolha do pdb adequado para a
realizacdo do trabalho, os 230 farmacos selecionados foram submetidos a ancoragem molecular
no modo semirrigido conforme as mesmas configuragdes da metodologia descrita
anteriormente, utilizando-se a funcéo de pontuacdo GoldScore para os calculos. Todas as poses
obtidas para cada molécula foram aguelas com maior valor de pontuacdo gerado, estas
posteriormente foram analisadas com os softwares Discovery Studio (V.20.1), PyMol (V.2.4.0)
e Chimera (V.1.14), verificando-se assim as interacGes correspondentes de interesse para a
pesquisa. Ap0s a inspecdo visual, foi determinado quais farmacos seguiriam para os calculos
de docking covalente através da média dos valores de fitscores maiores ou iguais aos dos
farmacos de referéncia, e utilizando como filtro, a distancia menor ou igual a 3,4 A entre o
grupo -OH do residuo Ser441 e os carbonos eletrofilicos das moléculas, além das interagdes
com os trés residuos cataliticos - Ser441, His296 e Asp345.

4.7 - Docking covalente

Nesta etapa do trabalho, utilizou-se 0 método de Bianco et al. (2016) para os célculos
de docking covalente, sendo o software AutoDock4 (V.4.2.6) executado nos procedimentos em

sistema operacional Linux.

A principio, adicionou-se hidrogénios ao arquivo .pdb da proteina selecionada no
programa PyMol (V.2.4.0). Para cada estrutura tridimensional dos farmacos, adicionou-se a
ligacdo covalente do oxigénio do grupo -OH da serina e minimizou-se a energia dos arquivos
.mol2 com o campo de forca MM2. Modificando “= =" por “is” na primeira func¢do vector do
arquivo prepareCovalent.py e partindo de um conjunto de comandos, foi feito inicialmente um
alinhamento dos ligantes com o receptor TMPRSS2, em que especificou-se a cadeia, tipo de
residuo de aminoacido (no nosso caso cadeia A:Ser441) e os indices de &tomos no arquivo dos
ligantes. Em seguida, gerou-se para a estrutura do receptor os arquivos padrdo PDBQT para o
programa onde ocorreu o alinhamento do ligante covalente. Também foram gerados arquivos
PDBQT para os componentes rigidos e flexiveis usados para o docking, em que primeiro o
receptor é processado para extrair a parte rigida (especificando qual residuo sera flexibilizado)
e a mesma tarefa foi feita para o ligante processado. Logo apds, gerou-se 0s arquivos de

parametro para o calculo real (.gpf e .dpf). O comando que gerou estes arquivos instrui o encaixe
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do ligante covalente como um residuo flexivel e ignora qualquer ligante como tido

“verdadeiro”, mas para isso precisou-se criar um arquivo vazio.

Além disso, o arquivo .dpf foi editado para definir o modelo de energia apropriado para
que a pontuacdo de encaixe correspondesse a interacdo entre o residuo flexivel (o ligante) e o
receptor rigido, bem como uma parametrizacdo melhor para os atomos (para isso, a entrada:
“unbound_model extended” foi substituida por ‘“unbound_energy 6.6 e a entrada
"autodock_parameter_version 4.2" por “parameter_file AD4_ parameters.dat’’. Em adicéo,
editou-se  manualmente o arquivo .gpf, substituindo somente a entrada
“autodock_parameter_version 4.2” por “parameter_file AD4_parameters.dat”. Por fim, o
programa foi executado por outro conjunto de comados e gerou-se depois de alguns minutos o

arquivo .dlg contendo os resultados de calculos.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do encontram-se apresentados e discutidos os resultados sobre a busca e
minimizacao das estruturas dos farmacos (ligantes) obtidos nos bancos de dados, modelagem
por homologia e estrutura tridimensional da enzima TMPRSS2, valida¢édo do protocolo virtual

de docking, ancoragem molecular e, por fim, docking covalente.

5.1 - Escolha dos farmacos de referéncia

Com finalidade de comparar os resultados obtidos com algum composto inibidor de
TMPRSS2 conhecido, foram escolhidos como referéncias os farmacos nafamostato (ou
Mesilato de Nafamostato) e camostato (ou Mesilato de Camostato). Tanto o nafamostato quanto
0 camostato tiveram destaques positivos apos reduzir a infeccao causada pelo SARS-CoV-2 em
células hospedeiras em testes in vitro (Hu et al., 2021; Cannalire et al., 2020; KAUR et al.,
2021). O estudo de Shrimp et al. (2020) reporta que a concentracdo inibitoria média (ICso) para
0 camostato e para o nafamostato foi de 6,2 nM e 0,27 nM, respectivamente (Figura 14A e
14B). Esse mesmo estudo também relata que para o camostato, a constante de dissociacdo
aparente (Ki®") para o complexo TMPRSS2-inibidor foi igual a 6 £ 0,8; enquanto para 0
nafamostato, o Ki®*® foi igual a 0,2 £ 0,08 (Figura 14C). Esses dados revelam que héa alta
afinidade destes farmacos com a enzima, de modo que a inibicdo da entrada do SARS-CoV-2
na célula hospedeira é causado pela inibicdo direta da TMPRSS2. Assim, os dois farmacos
mencionados sdo uteis para serem utilizados como modelos na buscar e no design de novos
inibidores de TMPRSS2.
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Figura 14 — Estruturas moleculares, concentragéo inibitéria média 1Cso em azul e ensaio
enzimatico em preto pelo (A) camostato e (B) nafamostato. No gréafico em (C) encontra-se
a concentracdo de TMPRSS?2 ativa calculada e as constantes de dissociacdo aparente KPP

ajustadas pela equacéo de Morrison para os farmacos camostato e nafamostato.
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FONTE: SHRIMP et al., 2020 (ADAPTADO).

5.2 - Planejamento dos farmacos (ligantes)

A selecdo dos 230 farmacos para o estudo de triagem virtual foi fundamentada na
hipotese de que as moléculas devem se comportar como aceptores de Michael, os que podem
se ligar de forma covalente e irreversivel a enzima TMPRSS2, resultando na inibi¢éo deste alvo
bioldgico. Na figura 15 abaixo encontram-se os diferentes grupos funcionais identificados como
aceptores de Michael usados no trabalho (MATHER et al., 2006; DE CESCO et al., 2017,
PERLMUTTER, 1992).
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Figura 15 - Grupos funcionais pesquisados nos farmacos caracterizados como Aceptores
de Michael.
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FONTE: AUTORA, 2021.

Os farmacos selecionados foram modelados nos programas ArgusLab (V.4.0.1) e
ChemDraw Professional (V.16.0.1.4), assim como tiveram as suas energias minimizadas com
proposito de melhorar as coordenadas internas das estruturas, de forma que foi possivel obter
conformacdes eficientes e energeticamente baixas. E importante enfatizar que o processo de
otimizacdo da conformacdo de uma molécula se traduz na procura de um ponto minimo local
na superficie de energia potencial, uma vez que ha varias combinacdes de angulos torcionais,
comprimentos e angulos de ligagdes. A complexidade da superficie de energia potencial é
proporcional aos nimeros de graus de liberdade de rotagfes, havendo pontos de inflex&o,

pontos de maximos ou minimos locais como pode ser visto na figura 16 (DE OLIVEIRA, 2018).
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Figura 16 - Superficie de energia potencial genérica. Um ponto de inflex&o (+xd) encontra-
se localizado entre dois minimos locais (+xs e +x3%). Os pontos +x!m € +x’m sdo dois

minimos locais localizados na direc¢éo ortogonal.
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FONTE: REDDY e CHIANG, 2006.

5.3 - Modelagem por homologia da enzima TMPRSS2

A biblioteca virtual da NCBI forneceu 3.078 resultados para sequéncias de aminoacidos
do alvo biol6gico de interesse. Foi escolhida a sequéncia priméaria serina protease
transmembranar isoforma 2 [Homo sapiens], contendo 492 aminoacidos ao longo do formato
de arquivo FASTA. Apos a realizacdo da busca sequencial da TMPRSS2, a construcdo do
modelo estrutural da enzima seguiu os parametros do servidor automatizado SWISS-MODEL,
onde inicialmente foi feito um alinhamento entre a sequéncia-alvo e os moldes disponiveis em
seu repositorio. A pesquisa dos moldes foi efetuada com o auxilio da biblioteca do BLAST e
do HHBIits, onde sdo confrontadas com as sequéncias de aminoacidos primarios contidos na
SMTL (SWISS-MODEL template library - SMTL verséo 2020-07-22, langamento do PDB em
2020-07-17) para estruturas com relacGes evolutivas que correspondem a sequéncia alvo. No
servidor foram encontrados um total de 806 moldes, entretanto foram filtrados os 50 melhores

templates, ou moldes, (tabela 1) para a escolha do usuario.

Tabela 1 — Cinquenta melhores estruturas-moldes filtrados pelo SWISS-MODEL.
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FONTE: SWISS-MODEL, 2020 (ADAPTADO).

Entdo, optou-se pelo molde da proteina serina protease hepsina (5cel.1A) com
cobertura de 0,70 (ou 70%), identidade de 33,82% em relacdo a sequéncia-alvo da enzima
TMPRSS2 e RMSD igual a 0,111 (Figura 17). Geralmente uma proteina-molde € considerada
favorédvel quando esta compartilha um valor acima de 30% de identidade acerca da sequéncia-
alvo de interesse, sendo desta forma um modelo confidvel para posteriores trabalhos de
modelagem molecular. Este percentual depende também do nimero de residuos de aminoacidos
que a proteina a ser modelada ira conter, sendo considerado entre baixa e péssima qualidade
um menor comprimento sequencial de residuos compreendidos numa faixa de 90-200
aminoécidos (ORRY e ABAGYAN, 2012).

Figura 17 — Alinhamento comparativo entre o molde 5cel.1A (verde) e o modelo homdélogo

da TMPRSS2 (azul ciano) em trés diferentes poses.

FONTE: AUTORA, 2021.
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Antes da modelagem do modelo, procedeu-se um alinhamento pairwise sequencial entre
o0s residuos de aminoacidos da proteina-molde e do alvo bioldgico de interesse utilizando o
servidor BLAST como ferramenta. Com isto, verificou-se que ha 24 gaps, 133 aminoacidos
idénticos e 201 aminoacidos semelhantes entre si no total comparativo sequencial. Alem disso,
o dominio catalitico encontrou-se conservado com os residuos idénticos da triade catalitica de

interesse (His296, Asp345 e Ser441), como pode ser visto nas figuras 18 e 19.

Figura 18 - Alinhamento da sequéncia de moldes da TMPRSS2 e Serina Protease
Hepsina (5CEL1.A). Em contornos pretos os residuos de aminoacidos conservados de
His296, Asp345 e Serd441. (Obs.: NP_005647.3 corresponde ao alvo TMPRSS2).
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FONTE: CLUSTAL OMEGA, 2020 (ADAPTADO).
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Figura 19 - Residuos-chave (amarelo) do sitio ativo de ligacao.

N

FONTE: AUTORA, 2021.

Com base no procedimento de alinhamento, o modelo homdlogo foi criado
conservando-se as coordenadas entre o alvo e 0 molde no modo oligo-estado monémero pelo
ProMod3 versédo 3.0.0 - ainda no servidor SWISS-MODEL. Utilizando uma biblioteca de
fragmentos, as inser¢des e exclusdes foram remodeladas, as cadeias laterais foram reconstruidas
e aplicando um campo de forga a geometria do modelo foi regularizada, o que corrobora com
Guex et al. (2009) e Bertoni et al. (2017) Vale destacar que a enzima homologa modelada nao
possui ligante complexado (Figura 20), pois conforme o relatério do servidor, os residuos de
amino&cidos originais do sitio ativo do molde ndo foram conservados para o modelo da
TMPRSS2.

Figura 20 - Estrutura tridimensional modelada da TMPRSS2.

FONTE: SWISS-MODEL, 2020.



57

No que diz respeito a avaliagdo estrutural da enzima homdloga, o modelo apresentou
pontuacdo de QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) igual a -1,43, indicando uma boa
estimativa da qualidade absoluta global e local com base em um Gnico modelo. A pontuacéo de
QMEAN é um parametro de estimacdo do grau de semelhanca, mostrando quanto o modelo é
preciso ao ser comparado com estruturas experimentais de tamanho similar. Pontua¢Ges mais
préximas de zero apontam modelos satisfatorios e pontua¢es menores que -4,0 sdo indicativos
de modelos com baixa qualidade (BENKERT et al., 2011). Outra maneira de avaliar o modelo
que esta intrinsicamente relacionada com a métrica QMEAN € a pontuacdo de Z-score. Esta
fornece um resultado quantitativo e mais robusto sobre a estimativa do grau de natalidade de
aspectos estruturais no contexto global, associando o modelo especifico com o que se pode
esperar de proteinas resolvidas experimentalmente por difracdo de raio X e por ressonancia
magnética nuclear (FERREIRA, 2016; WATERHOUSE, 2018). Para o0 modelo homdlogo da
TMPRSS2 foi obtido o gréafico representado na figura 21 para a fungdo de Z-score, onde 0 €ixo
y encontra-se o score de QMEAN4 normalizado e o eixo x determina o tamanho da proteina
(quantidade de residuos). Nota-se que para o modelo construido, marcado com uma estrela
vermelha, a pontuacdo de Z-score ficou entre menor que 2 e maior que 1, na faixa dos pontos
cinza escuros. Isto significa que o modelo obtido da estrutura experimental 5cel.1A estd um
pouco fora do desvio padrdo da média, que corresponde aos pontos pretos no gréafico
(BENKERT et al., 2011). De forma sucinta, 0 modelo homologo é mediano; contudo, ao
analisar as estimativas globais dos quatros termos estatisticos individuais de QMEAN tem-se
que o descritor de interagdo Cp, que informa interacGes em pares entre 0s carbonos beta dos 20
aminoacidos padrdes, é igual a -0,61. Enquanto, a interacdo entre todos os atomos do modelo
(interaction all-atom) é igual a -2,49, a solvatacdo dos residuos de aminoacidos (solvation) e a
torcdo geométrica local do angulo de trés residuos de aminoacidos consecutivos (torsion),
apresentam valores iguais a -0,28 e -1,15, respectivamente. Todos esses valores apontam que
apesar do modelo homologo pontuar abaixo das estruturas experimentais em média, 0 mesmo
fornece pontuacdes aceitaveis e proximo de zero. Isto pode ser visualizado no grafico de barras
da figura 22, onde a regido branca indica que a propriedade é semelhante ao que se esperaria de
estruturas experimentais de tamanho similar (BENKERT et al., 2011; BENKERT et al., 2009).
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Figura 21 — Grafico da pontuacdo de Z-Score.

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

o

Normalized QMEAN4 Score

=}
o

|z-score|>2 #1<|Z-score|<2 e|Z-score|<l Yk model

0.0 100 200 300 400 500
Protein Size (Residues)

FONTE: SWISS-MODEL, 2020.

Figura 22 — Estimativa de qualidade global do QMEAN para o modelo.
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FONTE: SWISS-MODEL, 2020.

Em adicdo a avaliagdo do modelo da TMPRSS2, o relatorio do servidor SWISS-
MODEL exibe uma estimativa de qualidade correlacionada com a estimativa de QMEAN cuja
denominagdo é Global Model Quality Estimation (GMQE). A métrica. GMQE combina
propriedades do alinhamento entre a sequéncia alvo e o0 molde, sendo esta pontuacdo expressa
no intervalo entre 0 e 1 (WATERHOUSE et al., 2018; BIASINI et al., 2014). Para 0 modelo
homdlogo escolhido a pontuagdo de GMQE foi igual 0,53, em que comparado com outros
moldes apresentados no SWISS-MODEL este valor foi o melhor, tendo em vista que guanto

mais proximo de 1 reflete maior confiabilidade (BIASINI et al., 2014).

A estimativa da qualidade local do modelo foi relatada pelo SWISS-MODEL através do
gréafico da figura 23, onde o eixo y representa a similaridade local prevista para o alvo biologico

e 0 eixo x 0 nimero de residuos de aminoacidos. O gréafico estd baseado na pontuacdo IDDT
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(Local Distance Difference Test) que consiste em avaliar as diferencas de distancia local de
todos os atomos do modelo homdlogo no intervalo de 0 a 1, incluindo a razoabilidade
estereoquimica (MARIANI et al., 2013; STUDER et al., 2020). Usualmente, € esperado que 0s
residuos com pontuacdo acima de 0,6 sejam de alta qualidade. Assim, observa-se na figura 23
que existem algumas regiGes no modelo da enzima homdloga com scores abaixo de 0,6,
indicando que a semelhanga com a estrutura nativa é baixa para determinados residuos. Embora,
ao analisar as regides onde se encontram a triade do sitio catalitico da TMPRSS2, nota-se que
os residuos Ser441, His296 e Asp345 estdo estimados em locais que representam qualidade

confiével.

Figura 23 — Gréfico da estimativa da qualidade local do modelo construido por homologia.
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FONTE: SWISS-MODEL, 2020.

No servidor MolProbity, foi observada a qualidade dos angulos diédricos da estrutura
tridimensional do modelo homdlogo, no qual foi obtido o diagrama de Ramachandran da figura
24. Este tipo de representacdo grafica € uma ferramenta util para descrever visualmente as
combinagbes dos angulos diedros ¢ e w permitidos ou ndo permitidos em um esqueleto
peptidico, em torno das respectivas ligagdes N-C, e C,-C (NELSON e COX, 2014). Ao checar
o diagrama relatado pelo servidor online, observou-se que 92,2% (317/344) de todos os residuos
se encontram em (98%) regiGes favoraveis dentro dos contornos azuis claro, 99,1% de todos os
residuos estdo em (>99,8%) regides permitidas dentro das linhas azuis escuro, e 3 residuos

(Ser208, Ala216 e Arg255) estdo em regibes ndo favoraveis na por¢do branca, como € mostrado
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na figura 24. Estes resultados indicam a geometria coerente e boa disposicédo tridimensional do
modelo, visto que é considerado percentual minimo de 90% para que um modelo possua
residuos dentro das regides energeticamente favoraveis (LASKOWSKI et al., 1993; LOVELL

et al., 2003), incluido os residuos essenciais do sitio catalitico da TMPRSS2.

Figura 24 — Diagrama de Ramachandran.
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FONTE: MOLPROBITY, 2020.

5.4 — Validacao do processo de ancoragem molecular

A validacdo do processo de ancoragem molecular passou por um teste falso-positivo
com o propdsito de evitar uma metodologia enviesada, levando em consideracdo o fato de ter
sido realizada uma modelagem comparativa da enzima TMPRSS2 e da disposic¢ao posterior da
estrutura experimental deste mesmo alvo biolégico no banco de dados Protein Data Bank.
Como a enzima modelada por homologia ndo possui ligante complexado, isto seria uma
limitacdo para efetivagéo do processo de re-docking usual em termos comparativos com que
seria realizado na estrutura cristalina. Com o intuito de evitar esta adversidade, para a validagéo
do protocolo de docking foram selecionadas 62 moléculas ativas e néo ativas frente a enzima
TMPRSS2, provenientes de experimentos abordados por Shrimp et al. (2020), Hu et al. (2021),
Cannalire et al. (2020), e Meyer et al. (2013). Essas moléculas foram desenhadas, codificadas
e tiveram suas energias minimizadas conforme o que foi feito para os 230 farmacos ligantes

selecionados para a triagem virtual.
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A partir do protocolo de ancoragem molecular executada em triplicata, tanto com o pdb
7MEQ quanto com o pdb homdlogo, pode-se verificar por meio dos complexos gerados que:
1) Os valores de fitscore dos dockings do pdb homdlogo foram mais homogéneos comparados
aos do 7MEQ. Sendo que os desvios padrdes calculados foram menores para uma grande parte
de seus complexos, implicando em uma menor variabilidade em torno da média. As analises
podem ser consultadas nas tabelas 3 e 4 do apéndice A; 2) Apenas a molécula com o codigo ini
44 interagiu com os residuos da triade catalitica quando ancorada no pdb 7MEQ (Observacao:
ini 44 ¢ uma molécula inativa frente a TMPRSS2); 3) Por outro lado, as moléculas com cédigos
ini 14, ini 26, ini 28, ini 33, ini 34, ini 35, ini 36, ini 41, ini 46 e ini 48 interagiram com a mesma
triade quando ancoradas no pdb homélogo. Desta lista, ini 46 e ini 48 sdo moléculas inativas
frente a TMPRSS2 (Figura 25). Além disso, checou-se que o RMSD dos residuos principais
entre os pdbs foi igual 0,263 A (figura 26), sendo este um valor dentro do limite aceitavel para
0 desvio abaixo de 2 A (SANTOS FILHO e ALENCASTRO, 2003). Em consequéncia destes
resultados, optou-se por fim utilizar o pdb homoélogo para os dockings moleculares dos

farmacos aceptores de Michael.
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Figura 25— Alguns inibidores ativos e inativos de TMPRSS2 utilizados no banco de dados.

)\C\(‘j o ,:‘/ Q\\s/n C)ﬁ
Spe! o TTON o

; Y Codigo: ini28 O\L Cédigo: ini33
Nome: ---

T Nome: -
Cadigo: ini14 Codigo: ini26 Ki=8.0 nM Ki=19.0 nM

Nome: NCGC00591804 Nome: ---

ICso = 1.39 uM Ki=4.0 nM
o asy C%@ QJ ¥ @
Cadigo: ini41

Codigo: ini34 Cadigo: ini35 Codigo: ini36
Nome: --- Nome: --- Nome: - Nome: ---
Ki =20 nM Ki =21 nM Ki =44 nM Ki =230 nM
>/®J OA/ N o Coédigo: ini48
Cadigo: |n|44 o Cadigo: ini46 Nome: ——
mome: - Nome: -- Ki = 7344 nM
Ki =393 nM Ki = 1633 nM

FONTE: AUTORA, 2021.

Figura 26 — Alinhamento entre os residuos da triade catalitica presentes no pdb da

TMPRSS2 homologa (azul ciano) e no pdb 7MEQ (rosa magenta).

FONTE: AUTORA, 2021.

5.5 — Ancoragem molecular e docking covalente

Com base nas caracteristicas do receptor homologo e dos farmacos selecionados nos

bancos de dados, ancorou-se no software GOLD (V.5.8.0) os 230 ligantes na enzima homologa,
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em que apenas 90 deste total apresentaram valores médios de pontuacfes mais alta do que o
nafamostato e camostato, f&rmacos padrao de referéncia. Em particular, foi dado énfase nos trés
residuos-chave da triade catalitica da TMPRSS2 (Ser441, His296 e Asp345), mantendo a
His296 em sua forma neutra (N protonado) e o atomo de oxigénio (OG) da Ser441 como ponto

de apoio para a defini¢do do local de atracamento.

Em relacdo aos tipos de interacGes feitas pelos farmacos com o receptor, eles
correspondem a interacdo de van der Waals, ligacdo de hidrogénio classica e ndo classica,
empilhamento-z, empilhamento-T, interacdo z-alquila, z-enxofre, interagdo idnica, interacdo
repulsiva, interacdo z-par isolado e interacdo alquila-alquila. Os inibidores padrdes interagiram
com diferentes residuos, onde inclui os mais importantes como Ser441, His296, Gly439 e
Asp435, onde dois primeiros deles pertencem a triade catalitica e o Ultimo ao S1 pocket presente
na enzima, sendo Asp435 capaz de estabilizar o estado de complexo de Michael e auxiliar a
orientacdo das moléculas numa conformacdo adequada para a inibicdo do alvo. Enquanto
Gly439 juntamente com Ser441 tem a funcao de ajudar na ativacdo do processo de inibicao da

enzima, essas analises sdo confirmadas pelos estudos de HEDSTROM e HEMPEL et al.

E importante destacar, que a partir da analise visual 2D feita pelo software Discovery
Studio (V.20.1) tanto o camostato quanto o nafamostato apresentaram uma interacdo
desfavoravel com os residuos Val473 e Ser441, respectivamente (Figura 27A e 27B). Mais
adiante também veremos outra interacdo desfavoravel feita por um farmaco selecionado como
promissor na pesquisa. De acordo com Dhorajiwala et al. (2019), ligacdes desfavoraveis afetam
a estabilidade entre o complexo proteina-ligante, indicando a existéncia de for¢as repulsivas
que ocorrem entre um atomo ou duas moléculas. Entretanto, a interacdo desfavoravel ndo
significa necessariamente que o protocolo virtual seja falho e determinado inibidor seja bom ou
ruim. Efeitos mal contabilizados no docking podem ocasionar interacbes desfavoraveis, tais

como solvente, entropia do sistema, parceiros de interagdo, entre outros fatores (Du et al., 2016).
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Figura 27 — Representacao bidimensional dos farmacos camostato (A) e nafamostato (B)

realizando interag¢fes com alguns residuos da enzima TMPRSS2.
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Em relacdo aos noventa farmacos mencionados anteriormente, eles variaram suas
interacOes entre os trés residuos da triade catalitica (Ser441, His296 e Asp345) e do S1 pocket
(Asp435), sendo que quatro deles interagiram com todos estes residuos de aminoacidos citados
e apenas um farmaco interagiu somente com os residuos da triade, como pode ser visto na tabela
2. Em adicdo, estes cinco farmacos em especial também tiveram variacGes de interacfes polares
e apolares com os residuos Gly439, GIn438, Glu299, Val280, Tyr337 e Leu 302, uma vez que
sdo considerados residuos relevantes para o reconhecimento, ligacao, estabilizacéo e orientagédo
da conformacéo reativa dos ligantes dentro do sitio ativo catalitico da TMPRSS2 (HEMPEL et
al., 2021; HU et al., 2021; IDRIS et al., 2020; KUMAR et al., 2020).

Para os estudos de docking covalente, foi utilizado o método de cadeia lateral flexivel
(flexible side chain method) que provém dos estudos de BIANCO et al. (2016) e executado pela
arquitetura do programa AutoDock4. Neste método o ligante é unido em uma conformagao
arbitraria com o receptor, sendo modelado o ligante anexado como um lado totalmente flexivel
a cadeia da proteina na simulacédo, de forma semelhante a outros programas de docking como

demonstrado na figura 28.

Figura 28 - Diagrama esquematico da abordagem flexible side chain method, com a

proteina em cinza e o ligante em preto.

Overlap

b%' b‘.—’ ‘

FONTE: BIANCO ET AL., 2016.

Com esta finalidade, escolheu-se somente aqueles farmacos que apresentaram 0S
seguintes resultados tedricos: 1) Ligantes com valores de fitscore melhores que os farmacos de
referéncia; 2) farmacos que interagiram com a triade catalitica; 3) E também aqueles que
tiveram uma distancia menor ou igual a 3,4 A entre o grupo eletrofilico de suas estruturas e o
atomo de oxigénio do residuo Ser441l, este essencial para a formacdo da possivel ligacdo
covalente. Os resultados obtidos expressam que os farmacos selecionados para os célculos
tiverem energia livre de ligagdo menor ou igual a +41,78 Kcal/mol. Trés deles apresentaram
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valores de energia muito menor do que o nafamostato e o camostato, sendo que estes dois
apresentaram valores de -6,58 Kcal/mol e -5,90Kcal/mol, respectivamente. Estes resultados
indicam uma excelente simulacao efetiva para que ocorra uma ligacdo covalente real por parte
dos trés farmacos pesquisados. Na tabela 2 é possivel visualizar os resultados referentes a
energia covalente para os farmacos selecionados nesta etapa. Com isto, os farmacos
identificados para os proximos passos do projeto foram cefpiramida, cefotaxima e pelitinibe
(Figura 29A, 29B e 29D); dois antibidticos e um antineoplasico aprovados pela FDA,
respectivamente. Nas figuras 30A, 30B e 30C podemos visualizar as interacdes que estes trés

farmacos promissores podem fazer com outros residuos de amino&cidos.

A molécula de cefpiramida estabeleceu interacGes de van der Waals semelhantes aos
farmacos de referéncia através dos residuos de aminoacidos Gly472, Gly462, Cys297, Cys281,
Serd41, Asp440, Cys297, Asp4d40, Thrd59 e Gly472. Também foi observado interacOes
hidrofébicas, com os anéis aromaticos substituidos benzeno e tetrazol pertencentes ao farmaco,
por meio de Cys464, Val280, Val275, Val278 e Leu302, enquanto Ser436, Cys437 e Trp461
fazem contatos por empilhamento m. Os residuos de aminoacidos Lys342, Gln438, Gly439 e
His296 fazem ligacdo de hidrogénio com cefpiramida, sendo que a cadeia lateral de His296
interagem com o farmaco por interacGes n-enxofre, elétrons 7 isolados e ligagdo ndo classica
carbono-hidrogénio. Para a molécula de cefotaxima foram vistas interacdes de van der Waals
similares aos farmacos de referéncia por meio de Ala466, Ser460, Asp440, Thrd59, Cys437,
Val4d73, Arga70, Gly472, Pro471 e Tyr4d74. Foram observadas interac6es hidrofdbicas e por
empilhamento m com as cadeias laterais de Cys465 e Trp461, respectivamente. Observou-se
interacdes de hidrogénio com as cadeias laterais de Ser436, Ser441 e Gly462, interacdo nédo
classica carbono-hidrogénio com os residuos Gly472, Serd36, His296, Lys342 e Asp345.
Enquanto a molécula de pelitinibe fez interagdes de van der Waals com Cys297, Val280,
Asp440, Thrd59, Gly462, Val473 e Gly472, contatos estes realizados por nafamostato. Foram
constatadas interacdes hidrofébicas com as cadeias laterais de Cys281, Trp461 e His296, com
estes dois Ultimos residuos fazendo os mesmos contatos visto para o nafamostato (figura 27B).
Além disso, His296 interagem com pelitinibe através da interagdo por empilhamento n. A
ligacdo de hidrogénio foi vista para os residuos Ser441, Gly439, Lys342, Ser460, GIn 438 e
Gly439, e ligacdo nao classica carbono-hidrogénio foi observada para os residuos Asp345,
Tyr337, Gly464, Ser436 e GIn438.

De modo geral, as interacdes intermoleculares sdo muito importantes para 0 processo

de estabilizacdo e reconhecimento molecular do farmaco no sitio do receptor, pois as somas
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energéticas sdo favorecidas criando uma forte coesdo (PATRICK, 2013; BARREIRO e
FRAGA, 2015). Durante a inspecdo visual, foram notados cinco tipos de interacbes que tanto
os farmacos de referéncia fazem quanto os trés farmacos promissores deste trabalho. Elas sdo
interagdes de van der Waals, hidrofobicas, empilhamento 7, ligagao de hidrogénio e ligagao nao
classica carbono-hidrogénio. No entanto, é importante salientar que as estruturas e forcas
intermoleculares demonstradas nos diagramas das figuras 27A, 27B, 30A, 30B e 30C devem
ser compreendidas como “momentdneas”, havendo diversas possibilidades estruturais em
equilibrio que se sucedem com aspectos termodinamicos e cinéticos na biofase (FOKOUE et
al., 2020).

Tabela 2 — Dados dos estudos realizados com os melhores farmacos.

Farmacos de Referéncia
TMPRSS2 Residuos Essenciais Plus

O'P'izmzl Cédigo ,\Sﬂcé%rii Serd41 c%?/gg:nie Serddl | His296 | Asp345 | Asp 435
Ligacéo
Colisdo | de H/ Pi-
Desfavord | pi Em Ligagio de
6.58 vel / forma de H/Ponte
Nafamostato | Drug229 | 59,4935 | 2,639A Keal Doador- T/ X :
cal/mol . Salina/Car
Doador Amida- a Atrativa
Desfavora Pi 9
vel Empilha
do
i-pi em Carga
Camostato | Drug230 | 62,3511 |2,592A K-5’90 van der f%rr%a de X atrativ%/lig
cal/mol Waals ,
T acdo de H
Farmacos Selecionados
TMPRSS2 Residuos Essenciais Plus
0';‘;;?:]2' Codigo fﬂcé%riz Serda1 C%?/quﬁe Serd4l | His296 | Asp345 | Asp 435

H bond /
van der Pi-Lone

Cefpiramida | drug129 | 81,0705 | 3.360A -11,29 Waals/ Pair/ Pi- | van der van der

Kcal/mol | ligaco de | Sulfur/ | Waals Waals

C-H C-H

bond
. -7,19 ligacdo de | Ligagdo | Ligagdo | van der
Cefotaxima | drug134 | 72,6298 | 3,283A Kcal/mol h de C-H | deCoH Waals
. -5,23 ligacdo de | Ligagdo | van der van der
Cefdinir drug135 | 68,6797 | 3,194A Kealmol ¥ BeH | Waals Waals

Ligacéo

. +41,78 ligacdo de | de C-H/ | ligacdo van der
Cefixima | drugl39 | 72,4129 | 2,805A Kcal/mol # pi-piem | de H Waals

forma de
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T/ par
Pi-lone
o Pi-Pi
7,71 nga(%?Ode Empilha | ) ;o050
Pelitinibe drugl77 | 60,7036 |2,866A Kcal/mol | Hiligacio doll;gli?m de C.H X
deH | Ajquil

FONTE: AUTORA, 2021.

Figura 29 — Cefpiramida (A), Cefotaxima (B) e Pelitinibe (C). Em destaque verde 0s
grupos eletrofilicos participantes da ligacdo covalente, em detalhe branco a enzima
TMPRSS2 no formato cartoon e superficie, em roxo o ligante fazendo a ligacdo covalente

com o residuo de Ser441 em amarelo.
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FONTE: AUTORA, 2022.

Figura 30 — Interac¢des dos farmacos promissores com os diferentes tipos de residuos (A
Cefpiramida; B — Cefotaxima e C — Pelitinibe).
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6 — CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel construir a estrutura tridimensional da enzima protease
transmembrana serina 2 (TMPRSS2) através da modelagem por homologia, tendo como base
0 molde da estrutura cristalografica da serina protease hepsina (5cel.1A). O modelo homdlogo
foi validado por diferentes métricas e parametros avaliadores como 0 RMSD, o0 QMEAN, o
GMQE, o Z-Score e o grafico de Ramachandran, resultando na confirmacéo de um modelo de
qualidade para a realizagéo das etapas de triagem virtual.

Com a selecdo de 230 farmacos ligantes nos bancos de dados da NIH Chemical
Genomics Center (NCGC), Pharmaceutical Collection (NPC), DrugBank e do ChEMBL, os
mesmos tiveram as suas estruturas minimizadas energeticamente por métodos semiempiricos
e, posteriormente, foram ancorados no sitio catalitico da enzima homologa pelo programa
GOLD (V.5.8.0). Os resultados obtidos mostraram que cinco deles interagiram com os residuos
de aminoécidos da triade catalitica (Ser441, His296 e Asp345), apresentaram valores médios
de pontuacdes de score mais alta do que os farmacos padrbes de referéncia nafamostato e
camostato e também possuiam os seus carbonos eletrofilicos a uma distancia menor ou igual a
3.4 A até o grupo -OH do residuo Ser441.

Utilizado o método de célculo da cadeia lateral flexivel (flexible side chain method)
através do programa AutoDock4, obtivemos como resultados que os cincos farmacos filtrados
nas etapas de ancoragem molecular e inspe¢do visual tiverem energia livre de ligagdo menor ou
igual a +41,78 Kcal/mol. No entanto, trés farmacos mostraram menores valores de energia
comparados aos valores de energia do nafamostato e o camostato, que foram respectivamente
iguais a -6,58 Kcal/mol e -5,90 Kcal/mol. Dessa forma, os farmacos identificados foram os

antibidticos cefpiramida e cefotaxima, e o antineoplasico pelitinibe, todos aprovados pela FDA.

Como perspectiva futura, pretendemos dar prosseguimento as etapas de dinamica
molecular. Por meio da cooperagdo com outros grupos de pesquisas de outras instituices de
ensino superior, realizaremos os testes in vitro com os farmacos identificados na triagem virtual,

contemplando o ensaio de inibi¢do enzimatica frente a TMPRSS2.
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Tabelas referentes as analises de inspecéo visual e de dados estatisticos do processo de

validacao da metodologia de ancoragem molecular.

Tabela 3 — Dados dos dockings com o pdb 7TMQE.

TMPRSS2 - PDB 7MEQ Interacgdes cor_n_re5|duos
essenciais
Cédiao Docking | Docking Docking Média Desvio | Coef.De | Residuo Residuo Residuo
g score 01 score 02 score 03 Padrdo | variacdo Ser441 His296 Asp345
iniol | 22,0681 | 21,2293 | 21,5304 | 21,6093 | 0,4249 | 1,97% | H bond Amide-Pi -
Stacked
Van
ini02 | 28,8094 | 29,2589 | 29,0465 | 29,0383 | 0,2249 | 0,77% der H bond -
Waals
ini03 | 21,2339 | 21,6314 | 21,8089 | 21,5581 | 0,2944 | 1,37% | H bond Amide-Pi -
Stacked
Van Van der
ini04 | 21,9496 | 19,8904 | 20,1538 | 20,6646 | 1,1206 | 5,42% der | -
Waals Waals
ini05 | 25,955 | 26,1405 | 25,5463 | 25,8806 | 0,3040 | 1,17% | Hbond | Pi-Sulfur -
CH 1 Amide-pi
bond; Stacked;
ini06 | 29,0881 | 29,3533 | 30,0205 | 29,4873 | 0,4804 | 1,63% Pi- Pi-PiT-, -
Donor
H bond Shaped
- Van der
ini07 | 17,2804 | 17,2264 | 15,8087 | 16,7718 | 0,8345 | 4,98% | H bond Waals -
ini0o8 | 17,8827 | 18,7975 | 17,2685 | 17,9829 | 0,7694 | 4,28% - - -
Van
ini09 | 38,5651 | 33,777 | 35,2078 | 35,8500 | 2,4578 | 6,86% der H bond -
Waals
Van
inil0 | 31,9758 | 27,8372 | 30,1694 | 29,9941 | 2,0749 | 6,92% der - -
Waals
inill | 23,2726 | 24,2579 | 23,1781 | 23,5695 | 0,5980 | 2,54% | Hbond | H bond -
C-H
ini12 | 29,9456 | 27,7093 | 30,5403 | 29,3984 |1,4927 | 5,08% | H bond AI?(‘;/TF’;F,i_ .
Alkyl
inil3 | 25,7847 | 25,6572 | 28,842 | 26,7613 | 1,8031 | 6,74% | Hbond | Pi-Alkyl -
H bond;
Amide-Pi
inil4 | 22,736 | 22,7917 | 24,3332 | 23,2870 | 0,9065 | 3,89% | Hbond | Stacked; -
Pi-Pi T-
Shaped
C-H
ini15 | 24,4017 | 24,1995 | 24,1913 | 24,2642 | 0,1192 | 0,49% | H bond Altl’(‘;,rl‘_d;,i_ .
Alkyl
- H bond;
inilé | 18,2947 | 18,2604 | 17,51 18,0217 | 0,4435 | 2,46% | H bond . . -
Pi-Cation
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Van Stzlclfeld-
inil7 | 24,0457 | 23,4515 | 23,1471 | 23,5481 | 0,4570 | 1,94% der Pi-PiT-’
Waals
Shaped
inil8 | 21,2222 | 21,277 | 21,0207 | 21,1733 | 0,1350 | 0,64% - -
ini19 | 21,1542 | 20,8135 | 19,0427 | 20,3368 | 1,1336 | 5,57% - C-H bond
ini20 | 18,6788 | 22,3958 | 21,1294 | 20,7347 | 1,8897 | 9,11% - -
ini2l | 17,1728 | 17,1223 | 18,2059 | 17,5003 | 0,6116 | 3,49% - -
Van Stzlclfeld-
ini22 | 20,2805 | 19,5077 | 18,7967 | 19,5283 | 0,7421 | 3,80% der Pi-PiT-’
Waals
Shaped
ini23 | 19,4085 | 19,018 | 19,1062 | 19,1776 | 0,2048 | 1,07% - -
Van
ini24 | 32,4884 | 33,6683 | 31,5771 | 32,5779 | 1,0485 | 3,22% der -
Waals
Van
ini25 | 30,0737 | 29,3339 | 31,6979 | 30,3685 | 1,2093 | 3,98% der -
Waals
Van
ini26 | 33,2267 | 35,5106 | 36,0229 | 34,9201 | 1,4887 | 4,26% der -
Waals
Van H bond;
ini27 | 32,3962 | 30,2523 | 31,5273 | 31,3919 | 1,0783 | 3,44% der Alkyl; Pi-
Waals Alkyl
. Van der
ini28 | 26,4031 | 30,4267 | 27,9488 | 28,2595 | 2,0297 | 7,18% | H bond Waals
ini29 | 26,8004 | 27,7188 | 28,4476 | 27,6556 | 0,8254 | 2,98% - \@gzﬂ‘:r
ini30 | 26,5326 | 25,2437 | 25,2479 | 25,6747 | 0,7429 | 2,89% | Hbond | Pi-Alkyl
Van Van der
ini31 | 27,6682 | 28,4203 | 27,8353 | 27,9746 | 0,3949 | 1,41% der
Waals
Waals
ini32 | 22,3366 | 22,4353 | 22,453 | 22,4083 | 0,0627 | 0,28% - -
ini33 | 23,8743 | 26,8699 | 30,1635 | 26,9692 | 3,1458 | 11,66% E'H Van der
ond Waals
ini34 | 25,8651 | 26,4206 | 28,3671 | 26,8843 | 1,3139 | 4,89% | H bond \@ggir
ini35 | 19,2535 | 21,2112 | 22,5226 | 20,9958 | 1,6452 | 7,84% - -
Van C-H
ini36 | 26,7189 | 31,3898 | 25,1264 | 27,7450 | 3,2553 | 11,73% der bond; Pi-
Waals Alkyl
ini37 | 27,3712 | 31,0765 | 38,2817 | 32,2431 | 55480 | 17,21% | Hbond | Pi-Alkyl
ini38 | 25,2513 | 27,1652 | 28,8092 | 27,0752 | 1,7807 | 6,58% | Hbond | Pi-Sulfur
H bond;
ini39 | 27,1762 | 27,3704 | 29,8768 | 28,1411 | 1,5063 | 5,35% | Hbond | Pi-PiT-
Shaped
Van
ini40 | 28,9691 | 26,2059 | 32,6525 | 29,2758 | 3,2342 | 11,05% der H bond
Waals
s Alkyl; Pi-
ini4l | 24,65 24,65 | 24,6199 | 24,6400 | 0,0174 | 0,07% | H bond Alkyl
Van Van der
ini42 | 24,4931 | 28,1679 | 24,0722 | 25,5777 | 2,2530 | 8,81% der
Waals
Waals
ini43 | 28,9625 | 32,3007 | 22,5413 | 27,9348 | 4,9602 | 17,76% | Hbond | Pi-Alkyl
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Van Calzilt_)n' Calzilt_)n'
ini44 | 26,8429 | 26,5037 | 27,3167 | 26,8878 | 0,4084 | 1,52% der L L
Attractive | Attractive
Waals
Charge Charge
Van
ini45 | 25,3431 | 25,9174 | 25,8703 | 25,7103 | 0,3188 | 1,24% der - -
Waals
Van
ini46 | 29,8216 | 26,004 | 31,635 | 29,1535 | 2,8743 | 9,86% der - -
Waals
ini47 | 25,4105 | 23,8763 | 25,4616 | 24,9161 | 0,9009 | 3,62% - - -
ini48 | 20,0243 | 20,6307 | 23,0282 | 21,2277 | 1,5885 | 7,48% | H bond \@r;;(ser -
Van Van der
ini49 | 20,4827 | 19,4103 | 22,5834 | 20,8255 | 1,6141 | 7,75% der -
Waals
Waals
- Van der
ini50 | 20,2504 | 19,574 | 21,9162 | 20,5802 | 1,2054 | 5,86% | H bond Waals -
H bond;
ini51 | 10,0287 | 15,7218 | 13,017 | 12,9225 | 2,8477 | 22,04% | H bond 2;]':;62', .
C-H bond
.. Van der
ini52 | 22,0698 | 22,6487 | 22,8683 | 22,5289 | 0,4125 | 1,83% | H bond Waals -
van | pipj
ini53 | 20,0488 | 22,4988 | 21,9188 | 21,4888 | 1,2804 | 5,96% der -
Stacked
Waals
Van
ini54 | 21,378 | 20,4284 | 20,5262 | 20,7775 | 0,5223 | 2,51% der H bond -
Waals
ini55 | 18,9522 | 21,755 | 21,1451 | 20,6174 | 1,4740 | 7,15% | Hbond | C-H bond -
Van
ini56 | 16,3647 | 16,3623 | 15,9172 | 16,2147 | 0,2577 | 1,59% der - -
Waals
.. H bond;
ini57 | 25,1874 | 22,5487 | 25,1625 | 24,2995 | 1,5163 | 6,24% | H bond Pi-Sulfur -
Van | g
ini58 | 21,8042 | 19,7477 | 22,5223 | 21,3581 | 1,4401 | 6,74% der Pi-pPi, -
Waals Stacked
ini59 | 23,2901 | 24,2903 | 22,7517 | 23,4440 | 0,7808 | 3,33% - - -
Van
- Van der
ini60 | 15,8354 | 20,5678 | 23,4156 | 19,9396 | 3,8289 | 19,20% der -
Waals
Waals
- Van der
ini6l | 21,3292 | 22,0843 | 22,6935 | 22,0357 | 0,6834 | 3,10% | H bond Waals -
Van Van der
ini62 | 13,1547 | 11,9532 | 14,6703 | 13,2594 | 1,3616 | 10,27% der Waals -

Waals




Tabela 4 — Dados dos dockings com o pdb da enzima homéloga.

TMPRSS2 — PDB Homdélogo

Interacdes com residuos
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essenciais
Codi Docking Docking Docking Meédi Desvio Coef. De Residuo Residuo Residuo
odigo score 01 score 02 score 03 edia Padréo Variacdo Ser441 His296 Asp345
iniol | 23,0215 | 23,7784 | 21,8956 | 22,8985 | 0,7736 | 3,38% | H bond \@r;;gr -
inio2 | 31,7305 | 31,4228 | 31,3712 | 31,5082 | 0,1586 | 0,50% \@gggr H bond -
H bond;
inio3 | 21,2393 | 20,7502 | 21,4025 | 21,1307 | 02772 | 1,31% | Hbond | Pi-PiT- -
Shaped
inioa | 22,4565 | 206071 | 22,1692 | 21,7743 | 0,7706 | 3549 | Vander | Van der -
Waals Waals
inio5 | 25,0485 | 24.1508 | 24,6024 | 24,6006 | 03665 | 1,49% | H bond Z‘hz;); -
inio6 | 27,8024 | 261655 | 26,0862 | 26,6847 | 07910 | 2969 | vander | Alkyl; ]
Waals | Pi-Alkyl
ini07 | 20,6467 | 19,9181 | 20,7123 | 20,4257 | 0,3599 | 1,76% | Hbond | H bond -
inio8 | 18,0384 | 18,7442 | 19,0355 | 18,6060 | 0,4186 | 2,25% | H bond \@gggr -
ini09 | 36,5201 | 37,134 | 37,5849 | 37,0797 | 04364 | 1189 | Vander | Vander -
Waals Waals
inil0 | 31,3725 | 34,0914 | 26,8707 | 30,7782 | 2,9776 | 9,67% | Hbond | Pi-Alkyl -
C-H
inill | 19,5595 | 22,7284 | 21,7376 | 21,3418 | 1,3236 | 6,20% | H bond X‘I’QSI;_ -
Pi-Alkyl
ini12 | 30,081 | 297045 | 29,8329 | 29,8728 | 01563 | 05206 | Vander | Vander ;
Waals Waals
ini13 | 28,1837 | 28,1605 | 27,6825 | 28,0089 | 0,2310 | 0,82% | H bond \@';::‘;r -
Amide-
Pi
inil4 24,5769 | 25,6818 | 28,7255 | 26,3281 | 1,7542 6,66% H bond | Stacked; | H bond
Pi-Pi
Stacked
inil5 | 26,4629 | 26,8917 | 28,2813 | 27,2120 | 0,7761 | 2,85% | H bond P’?_‘i‘?’k';l -
inil6 | 17,406 | 17,2331 | 17,4507 | 17,3633 | 0,0938 | 0,54% \@2;? Pi-Alkyl -
Pi-Pi T-
inil7 | 257978 | 251847 | 254652 | 254826 | 0,2506 | 0,089 | Vander | Shaped; -
Waals Alkyl;
Pi-Alkyl
inil8 | 21,0087 | 20,3115 | 20,7686 | 20,6963 | 0,2892 | 1,40% | H bond & r':j -
- Van der | Alkyl;
inil | 215134 | 2151 | 2158 | 215345 | 00322 | 015% |\ | SO -
ini20 | 18,61 | 18,8886 | 19,1253 | 18,8746 | 0,2106 | 1,12% \@25? Pi-Sigma | -
ini21 | 21,4979 | 21,1028 | 21,3371 | 21,3126 | 0,1622 | 0,76% | Hbond | H bond -
ini22 | 17.8677 | 195217 | 19,4498 | 18,9464 | 0.7633 | 4,039 | Vander | Alkyl; )
Waals | Pi-Alkyl
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ini23

18,7599

18,5298

18,5499

18,6132

0,1041

0,56%

H bond

Pi-
Sulfur;
Amide-

Stacked;
Pi-Pi T-
Shaped

ini24

33,0279

35,1806

32,9427

33,7171

1,0355

3,07%

Van der
Waals

ini25

30,558

40,1762

37,957

36,2304

4,1120

11,35%

H bond

H bond;
Pi-Pi T-
Shaped;
Pi-sulfur

ini26

34,5401

31,0591

33,7228

33,1073

1,4863

4,49%

Van der
Waals

H bond;
Pi-Pi T-
Shaped;
Amide-
Pi
Stacked

Van der
Waals

ini27

34,2706

28,5557

32,1665

31,6643

2,3600

7,45%

H bond;
Alkyl;
Pi-Alkyl

ini28

31,5848

30,4416

31,8592

31,2952

0,6139

1,96%

H bond

H bond;
Pi-Pi T-
Shaped;
Amide-
Pi
Stacked

Van der
Waals

ini29

26,0588

25,0579

26,2799

25,7989

0,5317

2,06%

H bond

Pi-Pi
Stacked;
Pi-Pi T-
Shaped;
Amide-

Pi
Stacked

ini30

21,155

22,8041

23,547

22,5020

0,9996

4,44%

H bond

Van der
Waals

ini31

29,7592

31,6593

27,95

29,7895

1,5145

5,08%

H bond

H bond;
Pi-Pi T-
Shaped;
Pi-sulfur

ini32

21,2358

18,7933

18,9936

19,6742

1,1072

5,63%

Van der
Waals

Van der
Waals

ini33

27,6637

29,8678

28,5971

28,7095

0,9033

3,15%

Van der
Waals

Alkyl;
Pi-Alkyl

Van der
Waals

ini34

25,4842

24,9741

25,003

25,1538

0,2339

0,93%

H bond

H bond;
Alkyl;
Pi-Alkyl;
Pi-Sulfur

Van der
Waals

ini35

21,0287

19,4169

25,574

22,0065

2,6070

11,85%

H bond

H bond;
Alky; Pi-
Alkyl;
Pi-Sulfur

Van der
Waals

ini36

32,1499

28,15

34,8463

31,7154

2,7510

8,67%

bond

Alkyl;
Pi-Alkyl

Van der
Waals

ini37

26,7357

28,3243

27,9541

27,6714

0,6787

2,45%

H bond

C-H
bond; Pi-
Alkyl;
Pi-Pi T-
Shaped;
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Pi-Pi
Stacked
ini38 | 29,5077 | 26,2717 | 29,5222 | 28,4339 | 1,5289 | 5,38% | H bond \@';;? -
C-H
ini39 | 27,5157 | 28,8356 | 27,4288 | 27,9267 | 0,6437 | 230% | H bond ESESIE: -
Sulfur
ini40 | 28,5252 | 31,7907 | 29,3974 | 29,9044 | 1,3805 | 4.62% | Hbond | H bond -
C-H
bond;
Alkyl;
Pi-Alkyl;
inidl | 24,6935 | 22,9279 | 25,2626 | 24,2947 | 09940 | 4,099 | VANder | pipiq" | Vander
Waals . Waals
Shaped;
Amide-
Pi
Stacked
ini42 | 28,1339 | 29,0263 | 26,7808 | 27,9803 | 0,9231 | 3,30% \@';ad,ir Pi-Alkyl | -
ini43 | 28,8698 | 32,6685 | 28,4687 | 30,0023 | 1,8924 | 631% | vander | Alkyl i
Waals | Pi-Alkyl
H bond;
inidd | 24,2207 | 24.4849 | 26,134 | 24,9465 | 08466 | 3,39% | H bond P{f‘xi‘;l_ -
Pi-Sulfur
inid5 | 24.8623 | 27,2059 | 22,8022 | 24,9568 | 1.7990 | 7.2196 | Vander | Alkyl; ]
Waals | Pi-Alkyl
C-H
bond; .
inia6 | 29,0119 | 31,5904 | 29,024 | 29,8754 | 12127 | 4,06% Pi- Alkyl; | Van der
Pi-Alkyl | Waals
Donor
H bond
ini47 | 23,2544 | 28,0813 | 26,4963 | 25,9440 | 2,0089 | 7,74% é:or']*d Pi-Alkyl -
C-H
bond;
inia8 | 24,2043 | 19.8072 | 23,7204 | 22,5803 | 1,9704 | 873% | Yander | Alkyl; | Van der
Waals Pi- Waals
Alkyl;Pi-
Sulfur
H bond;
C-H
ini49 | 21,053 | 22,6102 | 18,207 | 20,6234 | 1,8231 | 884% | Hbond | bond; -
Alkyl;
Pi-Alkyl
H bond;
ini50 | 27,4958 | 21,3071 | 22,7533 | 23,8521 | 2,6433 | 11,08% | H bond bor?élHPi- -
Sulfur
ini51 | 10,3176 | 10,9537 | 12,371 | 11,2141 | 0,8583 | 7,65% | H bond \@r;:lzr -
ini52 | 18,306 | 29,1024 | 19,9415 | 22,4500 | 4,7511 | 21,16% \@';ggr Pi-Alkyl -
ini53 | 19.9408 | 18,6082 | 22,7231 | 20,4240 | 1,7143 | 8309 | Vander | Van der -
Waals Waals
ini54 | 22,1305 | 21,2993 | 21,0013 | 21,4770 | 04778 | 2,22% | Hbond | Pi-Sulfur ]
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.. Van der | Van der
0, -
ini5 | 21,6927 | 23,0849 | 16,2882 | 20,3553 | 2,9315 | 14,40% | \oo oo | (T8
.. Van der | Van der
0, -
inis6 | 17,326 | 17,3275 | 18,9812 | 17,8782 | 0,7799 | 436% | \o0 | A0
ini57 | 19,8446 | 20,6199 | 21,0553 | 20,5066 | 0,5007 | 2,44% | H bond \@';;? -
ini58 | 22,3801 | 22,0022 | 26,71 | 23,6974 | 2,1358 | 9,01% | Hbond | Pi-Alkyl -
ini59 | 21,5479 | 23,4865 | 24,0205 | 23,0183 | 1,0623 | 4,62% | Hbond | H bond -
ini60 | 16,184 | 19,8858 | 13,4885 | 16,5194 | 2,6224 | 15,87% | Hbond | Pi-Sulfur -
- Vander | Alkyl; | Van der
O 1
ini6l | 17,6926 | 24,9003 | 23172 | 21,9216 | 3,0725 | 1402% | oo | oAl | gl
ini62 | 12,253 | 11,5276 | 13,1308 | 12,3038 | 0,6555 | 5,33% | Hbond | Pi-Sulfur -




