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RESUMO

FREIRE, M.C.L.C. Busca por candidatos a farmacos contra viroses epidémicas e
pandémicas, tendo como alvo a RNA-polimerase dependente de RNA (nsP4) do
alfavirus Chikungunya e a papain-like protease (PL-Pro) do betacoronavirus SARS-
CoV-2. 2022. 130 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2022.

O desenvolvimento de estratégias para o controle de doengas causadas por virus apresentou um
notdrio crescimento nas Ultimas décadas, no entanto, o desenvolvimento de tratamentos especificos
ainda continua sendo desafiador e necessario para muitas dessas infecgdes. Neste contexto, o
conhecimento detalhado das etapas de replicagdo viral e os componentes envolvidos neste processo
contribuem significativamente para o desenvolvimento de novos antivirais. Dentre as doengas virais
que ainda permanecem sem tratamentos especificos, a Febre Chikungunya é uma arbovirose causada
pelo virus Chikungunya (CHIKV) e transmitida pela picada de mosquitos fémeas do género Aedes. O
virus CHIKV é um virus de RNA de fita simples de sentido positivo, pertencente ao género
Alphavirus, cujo material genético codifica duas poliproteinas que apds clivadas, ddo origem a cinco
proteinas estruturais e quatro ndo estruturais. Dentre as proteinas ndo estruturais, a nsP4 (nsP4-
CHIKV) é a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e tem funcdo crucial no processo de
replicagdo do RNA viral, sendo assim considerada um alvo promissor para o desenvolvimento de
novos farmacos antivirais. Neste projeto, a nsP4-CHIKV foi expressa, purificada e caracterizada
através de um conjunto de métodos biofisicos, gerando informacgdes estruturais e dinamicas. Na busca
por novas moléculas com potencial antiviral para este alvo, uma série de compostos foi avaliada e
dentre eles, um composto denominado LabMol-309 foi identificado e sua interacdo com a proteina foi
avaliada através de métodos biofisicos e computacionais. A atividade antiviral do composto LabMol-
309 foi confirmada através de ensaios celulares utilizando sistemas replicon e virus reporter.
Adicionalmente, diante da pandemia causada pelo novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2, e dentro do
esforgo emergencial de pesquisa conduzido pelo CIBFar/CEPID/IFSC/USP, estudos também foram
desenvolvidos juntamente com grupos colaboradores, para buscar solu¢des para esse grave problema
global de satde publica. Dentre as proteinas do SARS-CoV-2, a protease PLpro (papain-like protease)
é responsavel pelo processamento da poliproteina viral, atuando na replicacdo e, dessa forma,
considerada um alvo importante para a busca de farmacos. Neste projeto, a PLpro foi expressa,
purificada e foram realizados ensaios de inibi¢do da atividade enzimatica para triagens de séries de
compostos e peptideos inibidores. Dentre as séries avaliadas, os peptideos derivados da regido C-
terminal da Bothropstoxina-1 apresentaram-se promissores e foram avaliados em ensaios celulares
com o virus, confirmando o potencial inibitério. Esse projeto est4 vinculado ao CIBFar/CEPID da
FAPESP e tem também como objetivo estabelecer uma base no grupo, que ja possui experiéncia com
outras arboviroses, para estudos do CHIKV e do SARS-CoV-2

Palavras-chave: Chikungunya. nsP4. Caracterizaco biofisica. Antivirais. PLpro.






ABSTRACT

FREIRE, M.C.L.C. Search for drug candidates against epidemic and pandemic viruses,
targeting the RNA-dependent RNA polymerase (nsP4) of the Chikungunya virus and
the papain-like protease (PL-Pro) of the SARS-CoV-2 virus. 2022. 130p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo
Carlos, 2022.

The development of control strategies for viral diseases has shown notable growth in recent decades.
However, the development of specific treatments remains challenging and necessary for many
infections. In this context, the detailed knowledge of the viral replication steps and the components
involved in this process contributes significantly to the development of new antivirals. Among the
viral diseases that remain without specific treatments, Chikungunya Fever is caused by the
Chikungunya virus (CHIKV) and transmitted by the bite of female mosquitoes of the Aedes genus.
CHIKYV is a positive-sense single-stranded RNA virus belonging to the Alphavirus genus. Its genome
encodes two polyproteins, which, after cleaved, give rise to five structural and four non-structural
proteins. Among the non-structural proteins, nsP4 (nsP4-CHIKYV) is the RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp). It has a crucial role in the viral RNA replication process, thus being considered a
promising target for developing new antiviral drugs. In this project, nsP4-CHIKV was expressed,
purified and characterized using biophysical methods, generating structural and dynamics information.
A series of compounds were evaluated in the search for new molecules with antiviral potential for this
target. A compound named LabMol-309 was identified, and biophysical and computational methods
evaluated its interaction with the protein. The inhibitory activity of the compound LabMol-309 was
confirmed by cellular assays using a replicon system and reporter virus. In addition, given the
pandemic caused by the new coronavirus SARS-CoV-2, and within the emergency research effort
conducted by CIBFar/CEPID, studies were also carried out together with collaborating groups that
came together to seek solutions to this serious global problem of public health. Among SARS-CoV-2
proteins, the protease PLpro (papain-like protease) is responsible for processing the viral polyprotein,
acting on replication and is considered a key target for searching for drugs. In this project, PLpro was
expressed, purified, and enzymatic activity assays were performed to screen a series of compounds
and peptides. Among the evaluated series, the peptides derived from the C-terminal region of
Bothropstoxin-l were promising and were assessed in cell assays with the virus, confirming its
inhibitory potential. This project is part of the CIBFar/CEPID/FAPESP and aims to establish a base in
the group, which already has experience with other arboviruses, for CHIKV and SARS-CoV-2 studies.

Keywords: Chikungunya. nsP4. Biophysical characterization. Antivirals. PL-pro.
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Representacdo esquematica do genoma do CHIKV. Em azul claro esta
quadro de leitura aberta 1 (ORF, do inglés open reading frame) que
codifica para as quatro proteinas nao estruturais. Em cinza, a ORF 2, que
codifica para as cinco proteinas estruturais.

Figura 2 - Esquema resumido da replicacdo do virus Chikungunya, evidenciando o

processamento das poliproteinas e atuacao das proteinas virais.

Figura 3 - A) Sequéncia de aminodcidos da proteina nsP4-CHIKV. Em vermelho,

Figura 4 -

regido da sequéncia aonde esta localizado o dominio RdRp. Os residuos
de &cido aspértico cataliticos (Asp371 e Asp466) estdo destacados em
verde e a sequéncia GDD est4 marcada com um retangulo roxo. B) Gel de
acrilamida 12,5% das fracGes eluidas durante a gel filtracdo: M, marcador
de peso molecular; Elul, eluicdo da proteina na primeira etapa de
afinidade; Ptev, fracdo ap6s a clivagem com a TEV protease; Elu2,
eluicio da proteina na segunda etapa de afinidade; P1, fracdo
correspondente ao primeiro pico da gel filtragdo; P2, fracéo
correspondente ao segundo pico da gel filtragdo, onde esta presente a nsP4
CHIKV purificada (54,54 kDa). C) Cromatograma obtido na etapa de
purificacdo de gel filtracdo

Anélise de SEC-MALS para a nsP4-CHIKV em solucdo. A proximidade
da massa molecular estimada de (60 + 1) kDa com a massa molecular
tedrica da proteina sugere a predominancia do estado monomeérico.

Figura 5- Perfil de estrutura secundaria da nsP4 de CHIKV obtida por CD.

Figura 6 -

Figura 7-

Figura 8 -

Estabilidade térmica da nsP4 CHIKV obtida por CD. A elipticidade em
222 nm em funcdo da temperatura foi transformada para a fragdo de
proteina desenovelada. A) Taxa de aquecimento de 0,5 °C/min. B) Taxa
de aquecimento de 1,0 °C/min. As linhas sélidas representam o ajuste aos
dados de CD utilizando um modelo de equilibrio de dois estados.

Perfil de desnaturacdo quimica da nsP4 CHIKV. As alteraces na
elipticidade foram monitoradas em 222nm, a temperatura constante e
avaliadas em funcédo da concentracéo de uréia.

A) Dados de DSC da desnaturacdo térmica irreversivel da nsP4 CHIKV
(concentragédo de 12 pM) e a linha de base correspondente do tampdo (50
mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NaCl e 5% glycerol), obtidos usando uma
taxa de aquecimento de 10 °C/h. B) Capacidade térmica excedente da
nsP4-CHIKV nas quatro taxas de aquecimento, como indicado, obtidas
apos a normalizacao pela concentracdo da proteina e subtragdo da linha de
base do tampao.

Figura 9 - Gréfico de Arrhenius mostrando a dependéncia da temperatura de

desenovelamento (T,,) da nsP4 CHIKV com a taxa de aquecimento. A
inclinacdo da reta corresponde a energia de ativacdo para o processo de
desnaturacdo irreversivel da nsP4 CHIKV.

Figura 10 - Estrutura quimica do composto LabMol-309, identificado nos

experimentos de DSF.
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Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

— A) Ensaio de checagem de ligagdo com o composto LabMol-309 na

concentracdo Unica de 200 uM, indicando a supressdo da fluorescéncia
inicial quando comparada a amostra controle (apenas com DMSO). B)
Curva de afinidade de ligagdo do LabMol-309 a nsP4-CHIKV.
Constante de dissociacdo estimada kp+ Akp=6 = 1 uM.

Assinalamento do composto LabMol-309. (A) e (B) representam o0s
espectros de RMN do LabMol-309 e as suas respectivas posi¢fes de
ressonancia dos prétons. Os espectros *H-*C-HSQS, COSY e TOCSY
foram obtidos a 298 K, utilizando o compostos nas concentracdes de
0,25 mM (linha vermelha) e 1 mM (linha azul) em D,0. C) Estrutura do
LabMol-309 e os respectivos posicionamentos dos prétons.

- Anélise de CSP baseada na sobreposicdo dos espectros do composto

LabMol-309 obtidos na presenga (linha vermelha) e auséncia (linha
azul) da proteina nsP4-CHIKV. A direita, as diferengas nos
deslocamentos quimicos foram medidas (em Hz) para cada préton da
estrutura do LabMol-3009.

- Modelo tridimensional da nsP4-CHIKV obtido pelo AlphaFold2. A)
Modelo colorido de acordo com o pLDDT, onde as escalas de cores
estdo representadas na parte superior direita. B) Modelo da nsP4-CHIKYV
colorido de acordo com o assinalamento de dominios. As hélices da
regido N-terminal, dedos, dominio catalitico e polegar estdo coloridos
em roxo, azul, verde e vermelho, respectivamente. Na insercdo, €
apresentada uma visdo detalhada do residuos de é&cido aspartico
cataliticos. C) Projecdo do potencial eletrostatico na superficie da nsP4-
CHIKV, calculado através do método APBS. As regifes positivas estdo
representadas em azul e as regides negativas em vermelho. D) Analise
do modelo da nsP4-CHIKV utilizando o ConSurf, na qual os
aminoéacidos sdo coloridos de acordo com o grau de conservacao das
regides. Na barra de cores, o sentido em direcdo a cor verde indica maior
variabilidade e o sentido em direcdo a cor roxa indica maior
conservagéo.

Figura 15 - Modelo de interacdo entre a nsP4-CHIKVA e o LabMol-309, obtido

através dos calculos de docking. A) Representacdo em 3D das interacdes
entre os residos da nsP4-CHIKVe o LabMol-309. As ligagdes de
hidrogénio estdo representadas pelas linhas pontilhadas na cor cinza e as
interacBes cation-r pela linha pontilhada verde. Os dtomos de oxigénio,
nitrogénio e hidrogénio estdo mostrados em vermelho, azul e branco,
respectivamente. Os atomos de carbono do LabMol-308 estdo
representados em rosa e 0s dos residuos proteina estdo em cinza. Os
residuos cataliticos da regido GDD entdo destacados em negrito. B)
Diagrama de interacdo 2D do LabMol-309 com a nsP4-CHIKV. As
ligagbes de hidrogénio estdo representadas pelas linhas pontilhadas na
cor cinza e as interacOes cation-n pela linha pontilhada verde. Os
residuos cataliticos da regido GDD estdo destacados em azul.
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Figura 16 - Avaliacdo da estabilidade estrutural através de simulagdes de dindmica

molecular do modelo do complexo nsP4-CHIKV-LabMol-309. A)
Andlise de RMSD para os atomos da cadeia principal da proteina (linha
preta) e os aomos (ndo hidrogénios) do composto (linha cinza). B)
NUmero de contatos entre os &tomos da nsP4-CHIKYV e do LabMol-309
a distancias inferiores a 0,6 nm. C) Numero de ligacdes de hidrogénio
formadas entre a proteina e 0 composto.

Figura 17 - Efeito do composto LabMol-309 no sistema replicon de CHIKV. Os

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20

Figura 21 -

Figura 22 -

resultados sdo representativos de dois experimentos independentes e
realizados em duplicatas A) Curva de ECs, gerada a partir da incubagéo
das células com o composto em diluigdo seriada de 20 uM a 0,03 pM,
durante 48h. A atividade Gluc foi medida utilizando o sobrenadante
celular. B) Curva de CCsy, gerada a partir da incubagdo das células com o
composto em diluicdo seriada de 100 uM a 0,3 pM, durante 48h. A
viabilidade celular foi medida utilizando o sobrenadante celular.

Efeito do composto LabMol-309 na viabilidade de células BHK-21 e na
replicagdo do CHIKV-nanoluc. As células BHK-21 foram tratadas com
0 LabMol-309, numa faixa de concentracdo de 0,78 a 100 uM, na
presenga ou auséncia do CHIKV-nanoluc durante 16h. A replicacéo
viral foi quantificada através da medicao da atividade da Nanoluciferase
(indicado por #) e a viabilidade celular foi medida utilizando o ensaio de
MTT (indicado por ®). Resultados representativos de dois experimentos
independentes realizados em triplicata. As barras de erros representam
0s desvios padrdo. Figuras e analises estatisticas foram realizadas
utilizando o GraphPad Prism 8.

Representacdo esquematica do genoma do SARS-CoV-2. Em azul claro
estdo os quadros de leitura aberta (ORF1a e ORF1b) que codificam para
as 16 proteinas ndo estruturais. Em cinza, a ORF que codifica para as
guatro proteinas estruturais e em verde 0s genes que codificam para as
proteinas acessorias. Fonte: Elaborado pela autora.

-Estrutura tridimensional da PLpro de SARS-CoV-2, resolvida
experimentalmente através de Difracdo de Raios-X (PDB ID: 7CMD
(186). A representacdo foi colorida por perfil de estrutura secundaria,
onde as folhas estdo representadas em amarelo, as hélices em roxo e
azul, e as estruturas de voltas em ciano.

A) Sequéncia de aminoacidos da proteina PLpro de SARS-CoV-2. Em
vermelho, regido da sequéncia aonde esta localizado o dominio
peptidase. Em verde e destacado de amarelo, as CYS112 e HIS 273, que
formam o sitio catalitico. B) Gel de acrilamida 12,5% das fracGes
eluidas durante a gel filtracdo: M, marcador de peso molecular; F.S.,
fracdo soltvel do lisado pos centrifugacdo; Ft, fracdo que ndo se ligou na
coluna, também chamada de “flow through”; Elu, eluicdo da proteina na
primeira etapa de afinidade; GF, fracdo correspondente ao pico da gel
filtracdo, onde esta presente a PLpro de SARS-CoV-2 purificada (35,90
kDa). C) Cromatograma obtido na etapa de purificacdo de gel filtrag&o.
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Figura 23 - Curvas de concentracdo-resposta para a série de compostos MMV
Pandemic Response Box e os valores de ICx. 100
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Tabela 7 - Efeito do composto LabMol-309 na viabilidade de células BHK-21 (CC50) e
na replicagdo do CHIKV (EC50) durante 16h de tratamento.

Tabela 8 - Séries de moléculas utilizadas nos ensaios de ponto-Unico para triagem de
moléculas inibidoras. Estdo apresentados os nimeros de compostos/peptideos
de cada série e 0 numero de compostos/peptideos que apresentaram inibicao
da atividade enzimatica superior a 70%.

Tabela 9 - Descricdo da série de Inibidores de Proteases que apresentaram inibicdo



superior a 70%, com os seus respectivos codigos de identificacdo, nomes e
pesos moleculares (em kDa) e valores de ICs, (com o desvio padrdo e em 97
micromolar).

Tabela 10 - Descricdo da série de compostos do MMV Pandemic Response Box que
apresentaram inibicdo superior a 70%, com 0s seus respectivos codigos de 100
identificacdo, nomes, classes farmacoldgicas e valores de ICsy (em
micromolar).

Tabela 11 - Descricdo dos componentes da série de Peptideos Hecates que apresentaram
inibicdo superior a 70%, com 0s seus respectivos nomes, grupamentos 103
conjugados a cadeia principal do Hecate, pesos moleculares (em Dalton) e
valores de ICs, (em micromolar).

Tabela 12 - Descricdio dos componentes da série de Peptideos derivados da
Bothropstoxina-1 que apresentaram inibicao superior a 70%, com 0s seus 106
respectivos nomes, sequéncia de aminodacidos, pesos moleculares (em
Dalton) e valores de ICs, (em micromolar). Nas sequéncias, os destaques
em vermelho representam as alteracGes que foi realizada em cada
peptideo. O peptideo Hy-al foi utilizado como controle para investigar
interagdes inespecificas.
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1 INTRODUCAO

As infecgdes virais estdo entre as principais causas de doencas em humanos, podendo
levar a quadros de salde debilitantes e a ocorréncia de Obitos. Neste cenario, novos virus
podem ser transmitidos a humanos a partir de outras especies, podendo facilmente se
estabelecer e persistir na populacdo. Além disso, podem ocorrer mutacdes no material
genético dos virus j& existentes, levando ao surgimento de variantes que rapidamente se
adaptam a novas situagdes ambientais, dispersando-se e ocasionando grandes surtos. (1)

E notdrio que nas ultimas décadas, crescentes avangos em pesquisas possibilitaram
uma maior compreensdo dos virus em geral, no que se refere a sua estrutura, biologia,
mecanismos de infeccdo viral, fisiopatologia e resposta do hospedeiro a essas infecgdes. (1)
Além disso, o desenvolvimento das vacinas, representou um grande marco no ambito da
salide publica e possibilitou a profilaxia eficaz dessas doencas virais, reduzindo o nimero de
infeccdes e dbitos. (2)

Apesar deste notério avango, uma série de doencas virais ainda permanecem sem
vacinas, 0 que torna importante e necessario o desenvolvimento de novos tratamentos eficazes
e especificos. (2-3) Dentre elas, pode-se mencionar a “Febre Chikungunya”, que é uma
arbovirose causada pelo virus artritogénico Chikungunya (CHIKV) e transmitida através da
picada de mosquitos fémeas do género Aedes. (4) Além da inexisténcia de vacinas licenciadas
disponiveis, o outro desafio do manejo da Febre Chikungunya é em relacdo ao seu tratamento,
pois até 0 momento, ainda ndo foram aprovados antivirais especificos para essa arbovirose.
Dessa forma, essa realidade configura um grave problema de salde publica, pois os
constantes surtos geram uma sobrecarga no sistema de salde e a evolugdo crbnica desta
doenca impacta expressivamente no exercicio das atividades de trabalho e qualidade de vida
dos pacientes. (5)

Adicionalmente, um outro fato que impulsiona a busca por farmacos antivirais é a
emergéncia de novos virus, em especial os virus causadores de doencas respiratorias, que
rapidamente se espalham causando danos em uma escala global. A partir de dezembro de
2019, a popula¢do mundial vivenciou o surgimento do novo Coronavirus SARS-CoV-2, que
foi identificado pela primeira vez na provincia de Wuhan, na China. (6) Desde entdo, sua
dispersdo ocorreu rapidamente, impactando a economia e o0s sistemas de saude de todo o
mundo e isso fez com que a Organizacdo Mundial de Saude declarasse a doenga como uma
situacdo de pandemia. (7) Diante das graves consequéncia geradas por esse virus, um rapido

desenvolvimento de candidatos vacinais ocorreu de forma nunca vivenciada pela comunidade
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cientifica. (8) No entanto, apesar das vacinas ja estarem sendo disponibilizadas, a cobertura de
toda a populagdo mundial ainda representa um grande desafio e 0 tempo para iSso ocorrer
permanece indeterminado. Sendo assim, mesmo no contexto da existéncia das vacinas, faz-se
necessaria a busca por alternativas terapéuticas, como os antivirais, uma vez que a cobertura e
eficacia vacinal sugerem que casos de COVID-19 ainda continuardo a acontecer e novas
variantes podem continuar surgindo. (9-10)

Neste cendrio, quando se pensa no desenvolvimento de novos farmacos para essas
doencas, a busca por moléculas com atividade antiviral depende da compreensao das reac6es
e interacbes que ocorrem a nivel molecular, durante o processo de infecgdo. Assim, cada
etapa que ocorre no ciclo viral representa um potencial sitio de intervencdo, no qual as
diferentes proteinas virais surgem como alvos promissores para estes fins. (3)

Para isso, devem ser consideradas as duas principais estratégias racionais utilizadas: o
planejamento de farmacos baseado na estrutura do alvo ou SBDD (do inglés, Structure-Based
Drug Design) e o planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante ou LBDD (do
inglés, Ligand-Based Drug Design). A primeira, baseia-se na utilizacdo de informacdes
estruturais do alvo desejado para o desenvolvimento de um inibidor especifico. O alvo,
comumente é uma proteina viral ou alguma proteina ou receptor da célula hospedeira. Sendo
assim, a disponibilidade da sua estrutura tridimensional é o pré-requisito quando se pensa na
utilizacdo desta abordagem. (11) Para isso, os métodos experimentais mais utilizados na
resolucdo de estruturas de proteinas sdo a Cristalografia de Raios-X, a Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e, mais recentemente, a Criomicroscopia eletronica (Cryo-EM, do inglés
Cryoelectron microscopy). (11)

Por outro lado, na auséncia de informagdes estruturais do alvo, a estratégia de LBDD é
utilizada para a busca de compostos inibidores e também para a otimizacdo de compostos
lideres. (11) No LBDD, o conhecimento acerca das moléculas de um conjunto de ligantes e o
modo de interacdo destes com o alvo sdo estudados para criar modelos matematicos das
propriedades fisico-quimicas do ligante que se correlacionam com a atividade farmacologica
desejada. (12) Para isso, sdo utilizadas tanto abordagens computacionais, como o0s estudos de
docking molecular e de relagdo estrutura-atividade, bem como abordagens experimentais,
como os métodos que se baseiam em principios biofisicos e bioquimicos. (12)

Os métodos biofisicos sdo amplamente utilizados neste contexto, pois possibilitam a
realizacdo de triagens de amplas bibliotecas de ligantes. Esses métodos fornecem informagdes
relevantes sobre a interagdo entre essas moléculas e o alvo de interesse, como constantes de

equilibrio e de ligacdo, parametros cinéticos e termodindmicos e também a deteccdo de
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mudancas conformacionais associadas a essas interacdes. (13) Dentre eles, método de
fluorimetria diferencial de varredura (DSF, do inglés differential scanning fluorimetry ) vem
sendo uma excelente ferramenta de triagem nas fases iniciais da busca de farmacos, por ser
um meétodo rapido, acessivel e de facil implementacdo. (14) Os métodos calorimétricos como
a calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC, do inglés isothermal titration calorimetry) e a
calorimetria diferencial de varredura (DSC, do inglés differential scanning calorimetry)
também merecem destaque tanto como forma de validar os resultados das triagens
previamente feitas, quanto para realizar analises independentes. (15-16)

Os métodos espectroscopicos como as espectroscopias de fluorescéncia e de dicroismo
circular (CD, do inglés circular dichroism), bem como a ressonancia magnética nuclear
(RMN) também geram informacdes consistentes sobre a interacdo entre ligantes e proteina
alvo. (17) Outros métodos como a ressonancia plasménica de superficie (SPR, do inglés
surface plasmon resonance), espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry) e
mais recentemente a técnica de termoforese em microescala (MST, do inglés MicroScale
thermophoresis) também integram as técnicas biofisicas que geram grandes contribuicdes
para os estudos nesta area. (18-20) Neste trabalho, os métodos biofisicos que foram utilizados
serdo discutidos em detalhes nas suas respectivas secgoes.

Além da estratégia de LBDD, os métodos computacionais também podem ser
importantes ferramentas na busca de farmacos quando a estrutura do alvo ndo foi resolvida
experimentalmente. Essa abordagem € denominada modelagem por homologia ou
similaridade, e possibilita a predicdo estrutural baseando-se em outras estruturas de proteinas
similares que j& foram resolvidas. (11,21) Além disso, com 0S recentes avangos expressivos
nessa area, ja é possivel prever o modelo tridimensional a partir da sequéncia de aminocidos,
sem a necessidade de estruturas molde. (22)

Um exemplo que é considerado uma das mais recentes e impactantes revolugdes na
area de biologia estrutural, é o programa de predi¢do de estruturas de proteinas AlphaFold2,
que € baseado em aprendizagem de maquina profunda (do inglés, deep learning). (23) Este
programa foi anunciado no final de 2020 pela companhia de inteligéncia artificial DeepMind
e apresentou um excelente desempenho no evento bienal Critical Assessment of Protein
Structure Prediction (CASP), com a predicdo de modelos com qualidade que se aproximavam
da determinacdo experimental. Devido ao seu impacto cientifico, o AlphaFold2 foi
considerado pela Revista Science como o “Breakthrough of The Year 2021.” (22) Em 2021, o
cédigo do AlphaFold2 tornou-se disponivel publicamente e também foram desenvolvidos

outros programas como o RoseTTAFold, que vem possibilitando a predicdo de estruturas de
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proteinas e também de complexos proteicos. (22) Assim, a integracdo entre esses métodos
computacionais e os métodos experimentais possibilitara inimeras contribuicdes no &mbito da
identificacéo e desenvolvimento de novos farmacos. (24)

Sendo assim, diante da relevancia da busca por novos farmacos, em especial para as
doencas virais, o presente trabalho tem como foco as doencas infecciosas Febre Chikungunya
e COVID-19 e apresenta-se dividido em dois capitulos. O primeiro, traz uma introducdo
especifica, metodologia e resultados dos estudos desenvolvidos com a enzima polimerase
nsP4 do virus Chikungunya (nsP4-CHIKV), o que inclui a sua obtencdo, caracterizacdo
biofisica e a busca de ligantes para este alvo. O segundo capitulo ira apresentar-se nos
mesmos moldes e refere-se aos estudos realizados com a enzima protease PLpro do virus
SARS-CoV-2, incluindo a sua obtencdo e a utilizacdo de ensaios enzimaticos para triagem de
compostos e peptideos ligantes para esse alvo. Dessa forma, os resultados apresentados neste
trabalho fornecem informagdes que irdo contribuir para o maior entendimento destas
proteinas alvo e para os avangos na busca e desenvolvimento de novos antivirais para essas

doencas.



25

2 CAPITULO I: PROTEINA nsP4 — RNA-POLIMERASE DEPENDENTE DE
RNA DO VIRUS CHIKUNGUNYA (nsP4-CHIKYV)

2.1  Ovirus CHIKV: isolamento, epidemiologia e cenério atual

O virus CHIKV foi isolado e identificado pela primeira vez no ano de 1952 na
Tanzania (Africa), durante um surto epidémico de uma doenca semelhante a Dengue, na qual
0s pacientes infectados apresentavam severas dores articulares e musculares, febre alta e
erupgdes cutaneas. (25) O nome “Chikungunya” ¢é de origem africana, da linguagem
Kimakonde (tribo Makonde), que significa “aquele que se dobra” ou “corpo contorcido”, que
descrevia a postura curvada comumente observada nos pacientes, devido ao
comprometimento musculo-articular causado pela infeccédo. (26)

A partir desta identificacdo, nos anos seguintes foram reportados outros surtos que se
restringiam as regides da Africa e regido Sudeste da Asia, em paises como Africa do Sul,
Republica Democratica do Congo, Uganda, Indonésia, Tailandia e india. (27) Devido a essa
distribuicdo geografica, estudos filogenéticos sugerem que o CHIKYV teve origem na Africa e
em sequida dispersou-se para a Asia, sendo entdo classificado filogeneticamente em trés
linhagens: Oeste Africana (WA, do inglés West African), Leste/Central/Sul Africana (ECSA,
do inglés East/Central/South African) e a linhagem Asiatica (AL, do inglés Asian lineage).
(28)

A dispersdo do CHIKV tornou-se mais acentuada a partir de 2004, com um grande
surto na costa do Quénia, que rapidamente espalhou-se para as llhas do Oceano indico, india
e sudeste Asiatico, totalizando aproximadamente 6 milhdes de casos. (29) A partir desses
casos e analises filogenéticas, foi incluida a quarta linhagem, denominada de Oceano indico
(IOL, do inglés Indian Ocean Lineage). Entre o0 ano de 2004 e 2006, mais casos aconteceram
nas regides de Comores, India, Sri Lanka, Ilhas Maldivas, Cingapura, Malésia e Indonésia.
(26)

O cenéario tornou-se ainda mais preocupante apos 2007, quando o CHIKV foi
identificado na Italia (29) e em 2010 quando foram notificados casos nos Estados Unidos e
Franca. Neste mesmo ano, também ocorreram grandes surtos na india, Indonésia, Mianmar,
Tailandia, llhas Maldivas, Ilhas Reunido e Taiwan. (29) No ano de 2013, o CHIKV chegou ao
sub-continente latinoamericano, inicialmente dispersando-se na regido do Caribe e alcangando
0 Brasil no ano seguinte. Ao final de 2014, aproximadamente 1,5 milhGes de casos foram

reportados e confirmados em 50 diferentes regides das Américas. (30)
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A chegada do CHIKV ao Brasil no ano de 2014 ocorreu com a confirmagdo dos
primeiros casos na regido Norte em Oiapoque (Amapd) e na regido Nordeste em Feira de
Santana (Bahia). Em apenas um més ap0s essa identificacdo, mais de 600 casos ja haviam
sido confirmados. (30) Entre 2014 e 2017, ocorreram mais de 300 mil casos, contando com
mais de 200 oObitos. (26) Nos anos seguintes, ocorreu uma diminui¢do expressiva do nimero
de casos confirmados e de Obitos, no entanto 0s casos continuaram a acontecer no pais. Um
aumento na incidéncia foi notificado em 2020, com predominancia nas regides Nordeste e
Sudeste, tendo sido registrados 82.419 casos e 31 6bitos confirmados.

Em 2021, foram reportados mais de 96 mil casos e 14 ¢bitos, o que reflete um
aumento de aproximadamente 30% quando comparado ao ano anterior. A regido Nordeste
liderou o percentual de casos, onde pode-se destacar um surto em Pernambuco com aumento
de 148%. (31) No cenario mundial para este mesmo ano, mais de 220 mil casos foram
reportados, localizados na Bolivia, México, Coldmbia, Peru e Paraguai, sendo ainda o Brasil o
lider no ndmero de casos nas Américas. Na regifo da Asia também foram reportados casos na
india, Cambodja, Malasia e Tailandia, e na regido Africana os casos ocorreram na Republica

Democratica do Congo (https://www.ecdc.europa.eu/en/chikungunya-monthly).

Atualmente, até abril de 2022 ja foram notificados mais de 47 mil casos, 0 que
corresponde a um aumento de 40% em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior. Em relacdo
a distribuigéo, as regides Nordeste e Sudeste lideram com as maiores incidéncias de casos. O
Brasil segue sendo notoriamente o pais com o maior numero de casos de infeccdo por
CHIKV. (32) Casos também foram notificados na Bolivia, Colémbia, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Paraguai, Peru e VVenezuela. No continente Asiatico, foram notificados
aumentos de casos na India, Malasia e Tailandia. Também foram notificados casos no
continente Africano, em especial na Etiopia e Kénia

(https://www.ecdc.europa.eu/en/chikungunya-monthly).

Desde o seu primeiro isolamento até 0 momento atual, as infecgdes por CHIKV foram
reportadas em diferentes paises em todos os continentes, exceto na Antartica. (29) A
prevaléncia de surtos na regido da América do Sul pode ser explicada por fatores climaticos e
de habitat que favorecem a manutencdo do vetor em circulacdo. (28) Além disso, a co-
circulacdo do CHIKV com outros arbovirus, como Dengue (DENV), Zika (ZIKV), Febre
Amarela (YFV) e Mayaro (MAYYV), torna necessaria uma rigorosa vigilancia epidemioldgica,
estratégias de diagndstico diferencial para uma correta confirmagéo dos casos e a estruturagdo
de medidas de controle e combate ao vetor. (29)


https://www.ecdc.europa.eu/en/chikungunya-monthly
https://www.ecdc.europa.eu/en/chikungunya-monthly
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2.2  Febre Chikungunya: aspectos gerais, diagnostico, tratamento e profilaxia

A Febre Chikungunya, causada pelo CHIKYV, é transmitida principalmente de forma
vetorial, atraves da picada de mosquitos fémeas do género Aedes, no qual as espécies A.
aegypti e A. albopictus sdo atualmente as mais relevantes na transmissdo urbana. Outras vias
como a transmissdo através de transfusdes de sangue e atraves da saliva também ja foram
reportadas. (33-34) A transmissdo vertical materno-fetal também j& foi relatada e durante a
epidemia de 2016 no Brasil, foi observado um caso de encefalite neonatal, evidenciando a
possibilidade de infeccdo congénita. (35-36) Posteriormente, outras manifestacdes clinicas
foram reportadas em neonatos provenientes de parturientes em estado de viremia, como casos
de meningoencefalite, lesbes cisticas cerebrais, miocardite, convulsdes e insuficiéncia
respiratoria aguda. (37-38) Embora a transmissdo congénita tenha sido confirmada, a
transmissdo através do leite materno ndo foi evidenciada até 0 momento. (39) Em relacéo a
uma possivel transmissdo sexual, o material genético do CHIKV foi detectado em amostras de
sémen de pacientes ainda 30 dias apds o desaparecimento dos sintomas, entretanto mais
estudos sdo necessarios para a confirmacdo dessa via de transmissao. (29,39)

O periodo de incubacdo do CHIKV pode variar de um a doze dias e os individuos
infectados apresentam periodo de viremia de até dez dias, no qual em média 80% dos casos
ocorrem de forma sintomatica. (4,29) Em relacdo aos sintomas, a Febre Chikungunya
apresenta duas fases, a primeira consistindo em uma fase aguda e que pode evoluir para a
segunda fase, representada pela cronificacdo da doenca. A fase aguda € caracterizada por
febre alta, poliartralgia, mialgia, dores de cabeca, edemas na face e extremidades, dor
periorbital e erupcbes cuténeas (rashes). (26,40) A poliartralgia bilateral é o sintoma mais
caracteristico, afetando principalmente articulacGes periféricas (tornozelos, punhos e falanges)
e algumas articulagbes grandes (joelhos e cotovelos). (29) Outros sintomas menos comuns
como diarreia, vémitos, nauseas e dores abdominais podem ocorrer também na fase aguda.
(29)

Ap0s essa primeira fase, aproximadamente 40% dos pacientes evoluem para a segunda
fase, que é a fase cronica. Esta é caracterizada pela permanéncia da poliartralgia e/ou
poliatrite e dores musculares, podendo persistir por meses e até anos, 0 que causa severas
limitacOes de mobilidade e impacta diretamente na qualidade de vida do paciente. (5,40-42)
A persisténcia desses sintomas ja foi relatada para infecgdes por outros Alfavirus como o
Virus da Floresta de Semliki (SFV) e o Virus Sindbis (SINV), sendo associada a persisténcia

dos antigenos virais e ativagdo constante da resposta imune da regido das articulacdes. (43)
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Em relagdo aos antigenos virais presentes, ainda ndo hd um consenso estabelecido na
literatura se realmente ha replicacdo viral ou se eles sdo apenas o resultado de uma depuracao
atrasada de antigenos virais ndo replicativos. (44) Adicionalmente, outro fator que contribui
para o0 processo inflamatério crénico € a presenca de infiltrados celulares de macréfagos,
monacitos e linfocitos e mediadores proinflamatérios como IL-6, IL-8 e MCP-1 no fluido
sinovial. (43)

No que se refere ao diagndstico da infeccdo causada pelo CHIKV, é realizado através
da observacdo clinica e exames laboratoriais. No entanto, é notéria a dificuldade no
diagndstico clinico principalmente em &reas onde co-circulam outros arbovirus como DENV
e ZIKV, devido a similaridade de sintomas entre as infeccbes na fase aguda. Assim, o
diagnostico laboratorial diferencial é necessario para a confirmacao dos casos de acordo com
a respectiva etiologia viral. (29)

Métodos laboratoriais especificos para a identificacdo do CHIKV baseiam-se na
deteccdo de RNA viral, isolamento do virus e testes soroldgicos. (45) Tanto a deteccdo de
RNA viral quanto o isolamento viral devem ser feitos utilizando amostras de sangue coletadas
de pacientes infectados durante o periodo de viremia, idealmente até 7 dias apds o surgimento
dos sintomas. A deteccdo do RNA viral é o principal método de deteccdo do virus e € feito
através da amplificacdo e identificacdo do material genético viral presente nas amostras
utilizado a técnica de reacdo em cadeia da polimerase com transcrigdo reversa (RT-PCR, do
inglés Reverse transcription - polymerase chain reaction). J& no diagnostico através de
isolamento viral, o material coletado é preparado e inoculado em culturas de células, na quais
sdo observados os efeitos citotdxicos e os resultados confirmados por métodos de
fluorescéncia. (45) Entretanto, devido a complexidade e custo elevado do isolamento viral,
esse método ndo é comumente empregado em rotinas de diagndstico, limitando-se a institutos
de pesquisa e centros de referéncia. (29)

Ja o diagnostico sorologico, pode ser realizado nas fases posteriores da doenca, sendo
geralmente indicado a partir do sétimo dia ap0s o aparecimento dos sintomas clinicos. O
principal método utilizado é o ensaio imunoenzimatico ELISA (do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays) e baseia-se na busca de anticorpos especificos para o0 CHIKV em
amostras de soro dos pacientes. (45) Atraves deste método, é possivel detectar anticorpos dos
tipos IgM e 1gG, possibilitando a distin¢ao entre as fases aguda e cronica (ou convalescente),
respectivamente. (29) Os anticorpos IgM podem ser detectados a partir do quarto dia de
infeccdo e até trés meses apos a doenca, enquanto os anticorpos 1gG podem ser detectados por

meses e até anos. (46) De forma geral, os métodos de diagnostico descritos acima apresentam
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alta especificidade e alta acurécia, sendo importantes aliados na investigacdo clinica e
também nas notificacBes dos casos para os sistemas de vigilancia epidemioldgica.

Apesar dos constantes surtos que ocorrem de Febre Chikungunya e os impactos que
representam no ambito da Saude Publica, ainda ndo existem medicamentos antivirais
especificos para a realizacdo de tratamentos eficazes, principalmente no caso de pacientes
com permanéncia da fase crénica. (29) Dessa forma, a infecgdo é tratada sintomaticamente
utilizando analgésicos e antipiréticos na fase aguda, enquanto que na fase crbnica séo
utilizados principalmente anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) e corticoides. (26)

Além da auséncia de tratamentos especificos, até 0 momento ainda ndo existem
vacinas licenciadas disponiveis para a profilaxia desta doenca. Neste contexto, as estratégias
de controle eficiente dos mosquitos vetores representa uma medida crucial para a prevencdo
da infeccdo por CHIKV. (47) Portanto, uma acdo integrada dos sistemas de vigilancia
epidemioldgica juntamente com a gestdo ambiental, com foco em agfes educativas para
eliminar potenciais criadouros de mosquitos, bem como o uso de inseticidas, sdo essenciais

para controlar e reduzir a incidéncia e surtos de Febre Chikungunya. (29)

2.3 Genoma, Proteinas e Replica¢do do CHIKV

O CHIKV ¢é um virus esférico envelopado, com RNA fita simples de polaridade
positiva, pertencente a familia Togaviridae e género Alphavirus. O seu genoma tem
aproximadamente 12 kb e codifica para duas poliproteinas distintas: estrutural e néo
estrutural (48) (Figura 1). A poliproteina estrutural é clivada dando origem a cinco proteinas
estruturais, denominadas E1, E2, E3, C e 6k (49,50) e a poliproteina ndo estrutural origina

quatro proteinas (nsP1-nsP4).

Genes estruturais
Sg promotor
prom |
5.UTR : 1 3.UTR
nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 —— C E3 | E2 | 6K | E1

ORF1 ORF2

Cap Poli(A)

Figural- Representacdo esquematica do genoma do CHIKV. Em azul claro est4 o quadro de leitura aberta
(ORF, do inglés open reading frame) que codifica para as quatro proteinas ndo estruturais. Em
cinza, a ORF 2, que codifica para as cinco proteinas estruturais.

Fonte: Elaborada pela autora.

As glicoproteinas de envelope E1 e E2 associam-se em heterodimeros e estdo

organizadas na forma de “spikes” triméricos recobrindo a superficie viral. Essas proteinas



30

atuam diretamente no processo de infeccdo, sendo a E2 responsavel pela interagdo e
ancoramento ao receptor celular e a E1 pela fusdo com a membrana da célula hospedeira. (28)
Devido essa a funcdo da E2, ela é considerada a proteina mais imunogénica do CHIKV e
principal alvo para anticorpos neutralizantes. (51) A proteina de capsideo (C) é responsavel
por englobar o material genético viral, formando o nucleocapsideo e também possui um
dominio carboxilico com atividade auto-catalitica de protease. (43) A proteina E3 apresenta
funcbes semelhantes a chaperona, auxiliando no enovelamento correto das outras proteinas de
envelope e também se mantem associada a E2 até o momento da clivagem pela furina celular,
tornando os spikes ativos. Adicionalmente, acredita-se que a E3 também atua escondendo o
loop de fusdo da E1 durante o egresso celular. (28) Por fim, a 6k é uma proteina acessoria que
atua no processamento do envelope, auxilia na montagem do virus e possui funcédo de canal
ibnico, aumentando a liberacdo das particulas virais. (43) De forma geral, por serem proteinas
de superficie, as proteinas estruturais (em especial as de envelope) sdo alvos da resposta
imune humoral e dessa forma tornam-se interessantes para serem exploradas em estratégias de
desenvolvimento de vacinas contra CHIKYV e terapias baseadas em anticorpos. (52)

Ja a poliproteina ndo estrutural, € clivada e origina as proteinas nsP1, nsP2, nsP3 e
nsP4, que juntas fazem parte do complexo de replicacdo do genoma viral e também possuem
algumas funcdes no processo de infeccdo, como a interacdo com fatores do hospedeiro.
(48,53-54) Dentre elas, a nsP1 possui as funcbes enzimaticas de metiltransferase e
guanililtranferase, realizando o capeamento do RNA viral. Além disso, também realiza o
ancoramento do complexo de replicacdo na membrana celular. (43) Ja a nsP2 é uma proteina
multifuncional, na qual sua regido N terminal possui as atividades NTPase e helicase, e a sua
regido C-terminal tem a atividade de cisteino protease, responsavel pelo processamento da
poliproteina ndo estrutural. (43) A nsP3 é uma proteina acessOria que atua através do
recrutamento de fatores celulares do hospedeiro que participam e otimizam 0 processo
replicativo. (28) Por fim, a nsP4 possui o0 dominio RNA polimerase dependente de RNA e é
considerada a principal enzima do complexo de replicacdo, atuando na sintese e elongacédo do
RNA viral. (55) Devido a essa participagdo crucial no processo de replicagdo do genoma
viral, as proteinas ndo estruturais sdo consideradas potenciais alvos para o desenvolvimento
de novos farmacos inibidores, visando a interrupcdo do processo de replicacdo e a
consequente eliminagéo do virus do organismo. (56)

O processo de infeccdo do CHIKV tem inicio com a interacdo com receptores da
célula hospedeira, que até recentemente ainda ndo eram bem elucidados e as evidéncias

apontavam para os glicosaminoglicanos, mucina-1, proibitina e fatores de adsorcédo. (28) No
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entanto, Zhang e colaboradores (57) demonstraram que o CHIKV e outros Alfavirus
artritogénicos como Ross River (RRV) e o Mayaro (MAYYV), utilizam como receptor celular
0 Mxra8, que é uma molécula de adesdo das células epiteliais, mieldides e mesenquimais.
(57) Regides especificas glicoproteina E2 interagem com o receptor promovendo a entrada da
particula viral e em seguida ocorre a internalizacdo pelo processo de endocitose mediada por
clatrina. No endossomo, a acidificagdo promove alteragdes conformacionais nas
glicoproteinas de superficie, levando a dissociacdo dos heterodimeros E1-E2. Com isso,
ocorre a exposicao do loop de fusdo da proteina E1, que ira promover a fusdo do envelope
viral com a membrana endossomal. Assim, o nucleocapsideo entra em contato com o
citoplasma celular e ocorre a sua desestruturacdo, liberando o material genético do virus e
dando inicio a traducdo. (43)

Por ser um RNA viral de polaridade positiva, a sua traducéo ja ocorre de forma direta,
gerando a poliproteina ndo estrutural, denominada P1234 (Figura 2). Através da atuacdo do
dominio protease da nsP2, essa poliproteina é clivada em P123 e nsP4. Juntas, a P123 e nsP4,
com auxilio de fatores do hospedeiro, formam o complexo de replicacdo inicial que ancora-se

na membrana plasmatica e realiza a sintese da fita complementar de polaridade negativa (43).

1

[ PAYAVAVA VAV VYY) 1
TRADUGO NANANNNN ()
| *)
PROCESSAMENTO 1 \
l PROTEOLITICO Cap AAAA  m7G ARRA
RNA gendomico RNA subgenémico

TRADUGAO

@ + EE. l

1 [ Poliproteina Estrutural ]

VATAYAYAYAYA) PROCESSAMENTO
SNANNANN() 1 PROTEOLITICO

Sintese da fita de
polaridade negativa G— @ @ @ @
Montagem do
Nucleocapsideo

Figura2 - Esquema resumido da replicacdo do virus Chikungunya, evidenciando o processamento das
poliproteinas e atuacdo das proteinas virais.
Fonte: Elaborada pela autora.
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O acumulo de P123 sinaliza para o completo processamento da poliproteina ndo
estrutural, liberando as nsP1, nsP2, nsP3, que juntamente com a nsP4 iniciam a fase tardia da
replicacdo, onde a fita negativa é utilizada como molde para a sintese da fita positiva e
também do RNA subgenémico. (43) A partir desta etapa, 0 RNA subgendmico codifica a
poliproteina estrutural, que posteriormente é clivada e libera as proteinas estruturais C, E3,
E2, 6K e EL1. A proteina C é a primeira a ser liberada por autoclivagem e interage com o
genoma recém sintetizado, promovendo a estruturacdo do nucleocapsideo que ird englobar a
molécula de RNA viral. As proteinas de envelope sdo liberadas e translocadas para o reticulo
endoplasmatico, onde ocorrem as modificagdes pds traducionais de maturacéo e glicosilacéo.
Em seguida, essas proteinas estruturam-se, finalizando a formagéo das novas particulas virais

completas que irdo emergir através da membrana plasmatica e infectar novas células. (43)

2.4  Proteina nsP4 RNA-Polimerase dependente de RNA do CHIKV como alvo para a

busca de inibidores

A polimerase nsP4 € a principal enzima do complexo de replicacdo do CHIKV e atua
na sintese e elongacdo do RNA viral, sendo a primeira proteina ndo estrutural a ser clivada
durante o processamento da poliproteina viral. (55) De forma geral, assim como para as
demais polimerases virais, a atividade catalitica consiste na ligacdo ao molde (template),
iniciacdo (ligacdo do primer ao molde), incorporacdo dos trifosfatos de nucleosideo (seguindo
0 pareamento de bases de Watson-Crick) e a elongacdo da fita filha complementar. (58) Para
iss0, 0 sitio ativo possui residuos de acido aspartico conservados e que estdo coordenados a
dois fons metélicos divalentes como Mg®* ou Mn®*, que sdo essenciais a atividade desta
enzima. Esses residuos fazem parte da sequéncia caracteristica “GDD” (glicina- acido
aspartico- acido aspartico) que é conservada em todas as polimerases virais. (58)

A nsP4 participa ativamente tanto da fase inicial quanto da fase tardia da replicacdo e
a sua notoria influéncia na seletividade do molde de RNA e na eficiéncia da sintese de RNA
nos alphavirus foi evidenciada recentemente em um estudo publicado por Lello e
colaboradores. (59) Além de desempenhar essas funcbes essenciais a replicacdo viral,
acredita-se que a nsP4 também possua fungdes no reparo do genoma e interacdo com fatores
do hospedeiro. (60)

Dessa forma, diante da relevancia da atuagéo dessa enzima no processo de replicacdo
do CHIKYV, ela surge como um alvo atrativo na busca de novas moléculas inibidoras para o
tratamento da infeccdo causada por esse virus. (55) Apesar dessa importancia, ainda nao

existe uma literatura tdo ampla no que se refere a busca de inibidores tendo essa proteina
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como alvo. Uma das possiveis razfes seria a auséncia de estrutura tridimensional da nsP4 do
CHIKYV resolvida experimentalmente, o que gera desafios em relagédo ao entendimento dos
seus aspectos estruturais e desenho de inibidores especificos diretamente para esse alvo. (61)
Além disso, as interacbes da nsP4 com as demais proteinas ndo estruturais e fatores do
hospedeiro também n&do sdo completamente elucidadas, o que dificulta se pensar no desenho
de inibidores capazes de atuar nas etapas de interacdo entre essas proteinas, como estratégia
de interrupc¢éo da replicacao. (54)

No entanto, um estudo recente publicado por Tan e colaboradores (62) reportou as
estruturas cristalograficas dos dominios RdRp dos Alfavirus Ross River (RRV) (PDB
ID:7F0S) e Sindbis (SINV) (PDB ID: 7VB4). Por pertencerem ao mesmo género do CHIKV
e devido a alta identidade entre as polimerases desses virus, certamente a disponibilizacéo
dessas estruturas provera informacdes que irdo auxiliar nos estudos com a nsP4 de CHIKV e
dos demais Alfavirus. Somado a isso, 0s avangos nos métodos computacionais de predi¢do de
estruturas tridimensionais de proteinas, como os programas AlphaFold2 (63) e RoseTTAFold
(64), certamente irdo contribuir para avanc¢os significativos nesta area e auxiliardo na busca e

desenvolvimento de novos farmacos utilizando esses alvos.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste Capitulo I, é a elucidagdo de aspectos estruturais da proteina nsP4 do
virus CHIKV (nsP4-CHIKV) e a busca de moléculas ligantes para este alvo. Para isso,
estudos integrados de biologia molecular, biologia estrutural e biofisica serdo conduzidos
visando identificar novos candidatos a farmacos antivirais. Para atingir o objetivo
fundamental deste projeto foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1. Clonagem do gene codificante em vetores de expressdo visando maxima expressdo
soluvel da nsP4-CHIKYV;
Otimizacdo das condi¢des de expressdo e purificacdo proteica;
Ensaios de cristalizacéo;
Caracterizacdo biofisica da proteina;
Triagem de candidatos a inibidores da nsP4-CHIKV;
Estudos de interacdo da nsP4-CHIKYV com ligantes;
Ensaios celulares de inibi¢do de replicacdo viral;

O N o g B~ WD

Publicacdo dos dados em revistas cientificas internacionais.
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4 METODOLOGIA

4.1  Clonagem e expressao em larga escala da nsP4-CHIKV

Com base na anélise do genoma do CHIKV e comparagdes com outros Alfavirus ja
descritos, foi identificada a sequéncia para o fragmento génico codificante da proteina nsP4-
CHIKYV. A regido codificante (GenBank KP164572.1; PROT-ID AJY53709.1 — residuos 118
to 611) foi sintetizada com codons otimizados para a expressdo em E.coli e clonada no
plasmideo pUC57, que foi transformado em cepas bacterianas E. coli DH50. Para a
expressao, foi realizada a subclonagem no vetor de expressdo pET-SUMO, utilizando a
metodologia de clonagem independente de ligacdo (LIC, do inglés ligation independente
cloning) (65) e em seguida a transformagdo em cepas de E. coli Rosetta 2 (DE3). Essa
construcdo utilizada codifica a nsP4-CHIKV (aa 118-611) com uma cauda de hexa-histidina
(6xHis-tag) na regido N-terminal, seguida por um sitio de clivagem da TEV protease
(ENLYFQ/GAM) e a proteina de fusdo SUMO (14 kDa). Apos a transformacéo, a expressao
em larga escala foi realizada em meio Terrific Broth (TB) e as culturas bacterianas foram
crescidas sob agitacdo, a 37°C até que a densidade éptica a 600 nm (D.O.gg0 nm) atingisse 1,0.
Na sequéncia, a expressdo foi induzida por 1 mM de B-tiogalactopiranosideo de isopropila
(IPTG) e as culturas foram mantidas a 18°C por 20 h. Ao final do periodo de expressdo, as
células foram separadas por centrifugacao e ressuspendidas em tampao de lise (50 mM Tris-
HCI pH 8,0, 500 mM NaCl, 10% de glicerol). Foi realizada a etapa de lise quimica utilizando
250 pg/mL de lisozima e 10 U/mL de benzonase. Em seguida, as células foram submetidas a
lise celular mecéanica através de desmembramento ultrassdnico (sonicacdo) e apos isso, 0
lisado celular obtido foi centrifugado a 12.000 x g durante 30 min e com a temperatura
mantida a 4°C, para a obtencéao da fracdo soluvel.

4.2 Purificacdo da nsP4-CHIKV

Todas as etapas de purificacdo foram realizadas por métodos cromatograficos,
utilizando sistema semi-automatizado AKTA Pure 25 (GE Healthcare) com monitoramento
da absorbancia em A = 280 nm (UV) e da condutividade. A primeira etapa foi a cromatografia
por afinidade a metal imobilizado (IMAC, do inglés Immobilized Metal Affinity
Chromatography) utilizando a coluna Histrap HP (GE Healthcare), pré-equilibrada com o
tampdo A (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NaCl, 10% de glicerol ). A fracdo soluvel,

separada na centrifugacdo, foi passada na coluna utilizando uma bomba de eluicdo e em
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seguida foi conectada ao AKTA para as etapas de lavagem e eluicdo. A etapa de eluicdo
ocorreu com tampéo B (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NaCl, 10% de glicerol e 250 mM
de imidazol) e a fracdo eluida foi coletada. A remocao do excesso de imidazol foi realizada
através de uma etapa de dialise, na qual a proteina foi incubada durante 16h, a 4° C.
Simultaneamente nesta incubacdo, foi realizada a clivagem da 6xHis-tag-SUMO, utilizando
TEV protease (ha propor¢do 1 mg de TEV protease para 20 mg de proteina) e 4 mM de 1,4-
ditiotreitol (DTT). Apds a clivagem, uma segunda etapa de cromatografia por afinidade foi
realizada e a fracdo obtida foi concentrada para a realizacdo da Gltima etapa cromatogréafica
(gel filtracdo), utilizando a coluna XK 26/1000 Superdex 75 (GE Healthcare) pré-equlibrada
com o tampéo de gel filtracdo (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NacCl, 5% glicerol).

As fracBes referentes aos picos mostrados no cromatograma foram coletadas e
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE) para confirmar a
pureza e analise de espectrometria de massas foi realizada para confirmar a presenca da nsP4-
CHIKV. As amostras finais de proteina foram concentradas utilizando concentradores
MWCO (Vivaspin, Sartorius) com tamanho de corte de 30 kDa. A concentracdo da proteina
foi determinada utilizando espectrofotdmetro Nanodrop 1000 spectrophotometer,
considerando as absorbancias medidas a 280 nm e o coeficiente de extingdo tedrico de 36.495

M™em™.

4.3  Avaliacdo de estabilidade

A estabilidade da nsP4-CHIKV em diferentes solucdes tamponantes foi avaliada
através da técnica de Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF, do inglés Differential
Scanning Fluorimetry) em um termociclador Mx3005p gPCR System (Agilent). Foram
utilizados os kits comercial Solubility and Stability Screen HT e Additive Screen (Hampton
Research), cada um apresentando 96 diferentes condigdes. As descri¢cdes das composicOes das

solucBes destes kits encontram-se disponiveis em https://hamptonresearch.com/product-

Solubility-Stability-Screen-620.html e https://hamptonresearch.com/product-Additive-Screen-

Additive-Screen-HT-27.html, respectivamente. Além destas condig¢fes, foi montada uma

matriz in house de condi¢Ges tamponantes em placa, levando em consideracdo diferentes
tampdes (Tris-HCI, HEPES, PBS e Bicina) em diferentes pHs (7,5 / 8,0 / 85 / 9,0),
presenca/auséncia de sais (NaCl) e presenga/auséncia de glicerol.

Para o ensaio de DSF, a concentracdo final da proteina utilizada foi 8,0 uM e foi
adicionada a sonda hidrofobica, SYPRO® Orange Protein Gel Stain (ThermoFisher


https://hamptonresearch.com/product-Solubility-Stability-Screen-620.html
https://hamptonresearch.com/product-Solubility-Stability-Screen-620.html
https://hamptonresearch.com/product-Additive-Screen-Additive-Screen-HT-27.html
https://hamptonresearch.com/product-Additive-Screen-Additive-Screen-HT-27.html
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Scientific) na concentracgéo final de 5X. As placas foram montadas com 20 pL das condigdes
analisadas e 5 pL da solucéo de proteina com a sonda, totalizando 25 pL de volume de reacao
e foram submetidas a uma variacdo de temperatura de 25 a 74°C. Os dados foram tratados
utilizando o software Origin Pro 9.5.1, seguindo o protocolo descrito por Niesen e

colaboradores. (66)

4.4  Ensaios de cristalizacao

A nsP4-CHIKV purificada foi concentrada até atingir a concentracdo de 10 mg/mL
(266 pM). Com o auxilio de um rob6 de cristalizacdo Gryphon LCP (Art Robbins
Instruments), foram montadas placas do tipo Intelliplate 96-3 (Art Robbins Instruments),
utilizando a técnica de difusdo de vapor em gota assentada e que foram mantidas a 18 °C e 4
°C. As triagens foram realizadas utilizando os kits comerciais Morpheus (Molecular
Dimensions), Index HT (Hampton Research), Crystal Screen (Hampton Research), PACT++
(Hampton Research), PEGs (Hampton Research) e AmSO, Suite (Qiagen). As gotas foram
montadas na proporcdo de 1:1 de proteina e solugdo dos kits comerciais, totalizando 0,6 pL.
Os experimentos foram acompanhados em dias intercalados por 2 semanas e a partir de entéo,

semanalmente e mensalmente.

45  Caracterizacdo biofisica da nsP4-CHIKV

45.1 Cromatografia liquida de exclusdo de tamanho acoplada a espalhamento de luz
multiangular (SEC-MALYS)

O experimento de cromatografia liquida de exclusdo de tamanho acoplada a
espalhamento de luz multiangular (SEC-MALS, do inglés size exclusion chromatography
coupled with multi-angle light scattering) foi realizado em tampé&o de corrida (50 mM Tris-
HCI pH 8.0 e 200 mM NaCl), utilizando o volume de 50 pL de proteina purificada
(concentracdo 1,5 mg/mL). A amostra foi injetada em um cromatografo 600 HPLC system
(Waters) acoplado em linha com um detector UV, um aparato de espalhamento de luz
multiangular mini DAWN TREOS (Wyatt Technology), uma coluna a Superdex 75 Increase
10/300 GL (GE Healthcare) e o detector de indice de refracdo Optilab T-rEX (Wyatt
Technology). Os detectores de espalhamento de luz foram normalizados com albumina sérica

bovina (Sigma-Aldrich) e o fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min. Os dados foram processados
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utilizando ASTRA7 software (Wyatt Technology) com os seguintes pardmetros: indice de
refracdo de 1,331, viscosidade do solvente de 0,890 cP e o incremento do indice de refragdo
de 0,1850 mL/g. A solucédo de proteina foi centrifugada durante 10 minutos, com rotacdo de

10.000 x g e temperatura controlada de 4°C, imediatamente antes da injecao.

4.5.2 Dicroismo Circular (CD)

Os experimentos de Dicroismo Circular (CD, do inglés circular dichroism) foram
realizados utilizando um espectropolarimetro Jasco J-815 (JASCO Corporation, Easton, MD,
USA) equipado com um modulo Peltier para o controle da temperatura. Os espectros foram
obtidos a cada 0,2 nm, no intervalo de comprimento de onda de 190 a 280 nm, utilizando
cubetas de quartzo com caminho éptico de 1 mm, velocidade de varredura de 50 nm/min e a
temperatura foi mantida a 20 °C. Para melhorar a razdo sinal/ruido, os espectros resultantes
foram obtidos através de 8 acumulacdes.

A desconvolucéo dos espectros de CD foi realizada através do website DICHROWEB
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/) (67). Para as analises do espectro da nsP4-CHIKYV, foram
utilizados os métodos SELCON3 (68), CONTIN (69) e CDSSRT (70), em conjunto com as
bases de dados Set 4 (70), Set 7 (70) e SP175 (71). O desvio quadratico médio normalizado

(NRMSD, do inglés Normalized Root Mean Square Deviation) (72) foi o pardmetro utilizado

para avaliar a qualidade dos ajustes dos espectros tedricos calculados pelos métodos em
relacdo ao espectro experimental obtido da nsP4-CHIKV.

Para os estudos de desnaturacdo quimica, 0s mesmos parametros de aquisicdo dos
espectros foram utilizados, realizando uma titulacdo de ureia, variando de 0,5 M a 10,0 M.
Para os estudos de desnaturacédo térmica, a faixa de variacdo de temperatura foi de 10 a 80 °C,
com taxas de aquecimento de 0,5 °C/minuto e 1,0 °C/minuto e foi realizado 0 monitoramento
dos valores de elipticidade em 222 nm. Os experimentos de CD foram realizados em triplicata
e foi utilizada a proteina nsP4-CHIKV na concentracdo de 2 uM diluida em &gua ultra
purificada, visando minimizar as interferéncias de absorcdo referente aos ions cloretos e
aminas presentes no tampao de gel filtracdo. Utilizando o software CDTool, os espectros de
CD da proteina foram subtraidos dos espectros dos controles (agua e tampdo) e normalizados
com relagdo a concentragdo, comprimento da cubeta e numero de ligacGes peptidicas da
proteina, sendo apresentados em delta epsilon (Ag). Os gréficos e tratamentos dos dados

foram realizados utilizando o software Origin Pro 9.5.1.


http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/
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4.5.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Experimentos de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foram realizados em
colaboracdo com o Prof. Luis Guilherme Mansor Basso (Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, Campos dos Goytacazes, RJ). As analises foram
realizadas em um microcalorimetro MicroCal VP-DSC (Microcal, Northampton, MA, USA) e
as concentracgdes de proteina utilizada foram de 7,4 uM, 9,3 uM e 12 uM, diluidas em tampé&o
de gel filtracdo (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM de NaCl e 5% de glicerol). As amostras de
proteina e referéncia (tampdo de gel filtracdo) foram degaseificadas durante 5 minutos
previamente as medidas. Para o experimento, foram utilizadas diferentes taxas de
aquecimento (8°C/h, 13°C/h, 33°C/h, 64°C/h) em um intervalo de temperatura de 10 a 70°C
para a observacdo do processo de transicdo. A andlise dos termogramas, bem como a
subtracdo da resposta do tampdo, correcdo de linha de base e integracdo dos picos
calorimétricos referentes as transicbes de fase, foram realizadas utilizando o software

MicroCal Origin.

4.6  Ensaios de interagdo com compostos

4.6.1 Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF)

Os ensaios de interacdo da nsP4- CHIKV com compostos foram realizados através de
Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF, do inglés Differential Scanning Fluorimetry),
utilizando uma série de 12 compostos provenientes do projeto OpenZika e que foram
fornecidos pela Profa. Dra, Carolina Horta Andrade (Universidade Federal de Goias, Brasil).
A concentragdo final da proteina utilizada foi 8,0 uM e foi adicionada a sonda hidrofdbica,
SYPRO® Orange Protein Gel Stain (ThermoFisher Scientific) na concentragdo final de 5X.
Os compostos foram adicionados na concentracdo final de 80 UM e 0 DMSO 5% foi utilizado
como controle negativo. Os experimentos foram realizados em um um termociclador
Mx3005p gPCR System (Agilent), com uma variagédo de temperatura de 25 a 74°C. Os dados
foram tratados utilizando o software Origin Pro 9.5.1, seguindo o protocolo descrito por

Niesen e colaboradores. (66)

4.6.2 Termoforese em Microescala (MST)

Os ensaios de Termoforese em Microescala (MST, do inglés MicroScale

Thermophoresis) foram realizados utilizando o0 equipamento Monolith® NT.115
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(Nanotemper Technologies) e capilares do tipo Premium (Nanotemper Technologies). A
nsP4-CHIKV foi marcada nos residuos de cisteina, utilizando a sonda reativa NT-647-
Maleimide dye (Nanotemper Technologies) do kit Monolith NTTM Protein Labeling Kit
RED-MALEIMIDE. O procedimento de marcacdo da proteina com a sonda foi realizado de
acordo com as recomendacdes do manual do fornecedor e a eficiéncia da marcagdo foi
medida através do sinal de fluorescéncia gerado pelo equipamento. A concentracdo final de
proteina utilizada no ensaio foi de 25 nM. Para 0s ensaios com o composto LabMol-309, a
checagem de ligacao (binding check) foi realizada com o composto na concentracéo final de
100 uM e para a obtencdo das curvas de afinidade o composto foi diluido serialmente de 200
UM a 0,012 uM. A constante de dissociacdo (Kp) foi obtida através do ajuste da curva de

afinidade a funcdo de Hill, utilizando o software GraphPad Prism 8 (Graph Pad Software).

4.6.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O assinalamento de ressonancia do composto LabMol-309 foi realizado utilizando um
espectrometro Bruker Avance Il 600 MHz. A aquisi¢do dos espectros de 1H-13C-HSQC,
COSY e TOCSY foi realizada a 298K, utilizando 1mM do LabMol-309 , diluido em &gua
deuterada D,0. Os estudos de interacdo da nsP4-CHIKV com o composto LabMol-309 foram
realizados em um e a proteina foi utilizada na concentracdo de 3 uM, diluida em tampé&o de
ensaio constituido por 20 mM (?H):-Tris-HCL pH 7.5, 200 mM NaCl. O composto LabMol-
309 foi utilizado na concentracao final de 250 uM, diluido previamente em DMSO deuterado
e em seguida diluido no mesmo tampdo da proteina para os ensaios. Os espectros ‘H
unidimensionais foram adquiridos para as amostras do composto na presenca e na auséncia da
proteina. Foi realizada a sobreposicdo destes e as diferencas nos deslocamentos quimicos
foram medidas e analisadas. O processamento dos dados e analises foram realizadas

utilizando o software TopSpin 4.09.

4.7 Modelo tridimensional da nsP4-CHIKYV e analises estruturais

A sequéncia completa da nsP4-CHIKV (residuos 1 a 611) foi utilizada para gerar o
modelo tridimensional utilizando o software AlphaFold2, desenvolvido pela DeepMind

(https://alphafold.ebi.ac.uk/) (63). Para os célculos de docking molecular, o0 modelo da nsP4-

CHIKV foi refinado estruturalmente utilizando o servidor GalaxyRefine (73). As cargas
superficiais foram calculadas através do método Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS)
(74) e a andlise de residuos conservados foi realizada através do ConSurf, seguindo 0s


https://alphafold.ebi.ac.uk/
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parametros padrdes do servidor (75). O programa Pymol (76) foi utilizado para a elaboracédo
das imagens.

4.8  Docking molecular da nsP4-CHIKV com o LabMol-309 e simula¢des de dindmica

molecular (DM)

Os calculos de docking foram realizados em colaboracdo com a Dra. Melina Mottin
(Universidade Federal de Goias - UFG, Goiania, Brasil). Foi utilizado o servidor DockThor
VS web (77-78), focando na regido do sitio ativo da nsP4-CHIKV (residuos Asp371 e
Asp466). As estruturas da nsP4-CHIKV e do composto LabMol-309 foram preparadas
utilizando as ferramentas Protein Preparation Wizard (79) e LigPrep. (80) O grid de 20 A foi
centralizado no sitio ativo, com as coordenadas X, y e z de -27.84 A, 12.89 A e 28.25 A,
respectivamente. O modo de busca precisa de algoritmo foi selecionada nas configuracoes
padrdo dos parametros de algoritmo genético, com o modo de soft docking ativado. O
servidor PLIP (81) foi utilizado para analisar os padrGes de proteina-ligante (ligacbes de
hidrogénio, interacfes hidrofobicas, cation -m, m-stacking, interacbes com &gua e pontes
salinas). O servidor Poseview (82-83) foi utilizado para gerar o diagrama de interacdo 2D e o
programa VMD foi utilizado para renderizar as imagens em 3D. (84)

As simulacgdes de dindmica molecular (DM) foram realizadas em colabora¢do com o
Prof. Dr. icaro Putinhon Caruso (Universidade Estadual Paulista — UNESP-IBILCE, S&o José
do Rio Preto, SP, Brasil). As posic@es iniciais do complexo nsP4-CHIKV-LabMol-309 foram
provenientes dos resultados de docking e a parametrizagbes de topologia do ligante (Molid
814093) foram obtidas a partir do servidor ATB. (85) As simula¢bes de DM foram realizadas
utilizando o pacote GROMACS versdo 5.0.7. (86) O sistema contendo o complexo proteina-
ligante foi modelado com o campo de forca GROMOS54A7 (87) e modelo de agua SPC (88),
utilizando uma caixa cubica solvatada com 200 mM de NaCl. As simulacdes foram realizadas
com ensemble NPT a 25 °C e pressdao de 1.0 bar, utilizando termostato de Berendsen
modificado com tr = 0.1 ps e barostato de Parrinello-Rahman com 1 = 2.0 ps e
compressibilidade = 4.5x107°-bar . Um valor de corte de 12 A foi utilizado para os
potenciais de Lennard-Jones e Coulomb potentials e interacdes eletrostaticas de longa
distancia foram calculadas utilizando o algoritmo Particle Mesh Ewald (PME). (89) A
minimizacdo de energia foi realizada atraveés do integrador steepest descent integrator e
algoritmo de gradiente conjugado, utilizando 1000 kJ-mol™'-nm™" como critério de forca

méaxima. Cem mil passos de DM foram realizados para cada equilibracdo NVT e NPT
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aplicando constantes de forca de 1000 kJ-mol™'-nm™ para todos os &tomos pesados do
complexo proteina-ligante. Ao final da preparacdo, uma simulagdo de DM de 100 ns do
complexo foi realizada para a aquisicdo dos dados. Em seguida, a trajetoria foi alinhada e
analisada de acordo com: RMSD dos 4tomos da cadeia principal para a proteina e &tomos sem
hidrogénio do ligante, nimero de ligacdes de hidrogénio (distancia de corte de 3,5 A e angulo
maximo 30°) entre a proteina e o ligante, e numero de contatos <0,6 entre todos os atomos da

proteina e do ligante.

4.9 Ensaios celulares

49.1 Células e Virus

Células BHK-21 foram adquiridas do The Global Bioresource Center (ATCC) e foram
mantidas em meio DMEM (do inglés, Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado
com 100U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, 1% da diluicdo do estoque de
aminoacidos ndo essenciais e 10% de soro fetal bovino (SFB), em uma incubadora de CO,
com umidade de 5% e mantida a 37 °C. A linhagem celular BHK-21-Gluc-nSP-CHIKV-
99659, contendo o replicon de CHIKV expressando Gaussia luciferase (Gluc) como gene
reporter, foi mantido em meio DMEM 10% de SFB com 500 pg/ml de G418
(Sigma-Aldrich). A construcdo do replicon de CHIKV inclui um promotor de bacteri6fago
T7, sequido pela regido viral 5' UTR, a sequéncia codificante da nsP1-nsP4, o promotor
subgendmico (Sg), seguido pela sequéncia GLuc e o cassete de expressdo contendo a
sequéncia de ubiquitinacdo (Ubi), o gene de resisténcia a Neomicina (Neo) e a regido viral 3'
UTR. Para os ensaios antivirais, o CHIKV expressando o gene reporter nanoluciferase
(CHIKV-nanoluc), baseado no isolado de CHIKV LR20060PY1 (genoétipo
East/Central/South African), foi produzido, ressuspendido e titulado como descrito

anteriormente (90,91).

4.9.2 Ensaios utilizando sistema Replicon de CHIKV

Os ensaios utilizando o sistema replicon de CHIKV foram realizados em colaboragao
pela Dra. Rafaela Sachetto Fernandes (Universidade de Sdo Paulo — USP-IFSC, Séo Carlos,
SP, Brasil). O composto LabMol-309 na concentracdo estoque de 200 mM (em 100% de
DMSO) foi diluido em meio de ensaio para uma concentracao final de 1% (v/v) de DMSO e
foi avaliado de maneira concentracdo-dependente para determinar sua eficacia (ECsp) e
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concentracdo citotoxica (CCsp) , conforme previamente descrito. (92) Foram semeadas em
placa de 96 pogos aproximadamente 2 x 10* células/pogo em meio DMEM 10% SFB. Apds
16 horas de incubacdo a 37°C e 5% de CO,, 0 meio foi substituido por DMEM fresco
suplementado com 2% de SFB e o composto foi adicionado as células em diluicdo seriada
fator 2. Ap6s uma incubacgéo de 48 horas, 40 pL do sobrenadante das células contendo Gluc
secretada foram misturados com 50 ul de reagente de ensaio de Renilla luciferase (Promega).
A atividade da Gluc foi medida usando a plataforma de deteccdo multimodular SpectraMax i3
(Molecular Devices). Para o controle negativo (0% de inibicao), foram usadas células replicon
em 1% de DMSO. A concentragdo do composto necessaria para inibir 50% da atividade da
Gluc (ECsp) foi estimada utilizando o software OriginPro 9.0. A citotoxicidade foi avaliada
através do ensaio de proliferacdo celular baseado MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio), conforme previamente descrito. (93) A concentracdo do composto
necessaria para causar 50% de citotoxicidade (CCsp) foi estimada utilizando o software
OriginPro 9.0. As curvas de concentracao-resposta foram realizadas duas vezes em duplicatas.
Os valores de ECsy e CCso foram utilizados para determinar o indice de seletividade (SI =

CCs0/ECs0) do composto.

4.9.3 Ensaios de infecgéo utilizando CHIKV-nanoluc

Os ensaios antivirais utilizando virus reporter foram realizados em colaboracéo, pelo
grupo da Profa. Ana Carolina Gomes Jardim (Universidade Federal de Uberlandia — UFU,
Minas Gerais, Brasil). Para avaliar o efeito antiviral do LabMol-309, células BHK-21 foram
plagueadas em uma densidade de 5 x 10* células por poco, em placas de 48 pocos durante 24
horas. Em seguida, as células foram tratadas com o LabMol-309, em diluicéo seriada de fator
2, variando de 10.78 a 100 pM na presenca e auséncia do CHIKV-nanoluc a uma
multiplicidade de infeccdo (MOI, do inglés multiplicity of infection) de 0,1 PFU/células. As
amostras foram ressuspendidas utilizando tampé&o de lise de Renilla-luciferase (Promega) 16
horas apds infecgdo (h.p.i) e os niveis de replicacdo viral foram quantificados através da

medicéo da atividade nanoluciferase utilizando o kit de Renilla luciferase (Promega).

4.9.4 Ensaios de viabilidade celular em células BHK-21

A viabilidade celular foi medida pelo ensaio MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide], conforme descrito anteriormente (90,91). Ap6s o ensaio, 0

meio foi substituido com a solucdo de MTT a 1mg/mL e as células foram incubadas durante



46

30 minutos. Em seguida, a solucdo de MTT foi removida e substituida por 300 pL de DMSO
(dimetilsulféxido) para solubilizar os cristais de formazan. A absorbancia foi medida em 490
nm, utilizando um leitor de microplacas Glomax microplate reader (Promega®). A
viabilidade celular foi calculada de acordo com a equacdo (T/C) x 100%, onde T e C
representam a densidade dptica media das células tratadas (incubadas com LabMol-309) e ndo
tratadas (células grupo controle com DMSO 0.1%), respectivamente. As concentraces
citotoxicas de 50% (CCs) e concentracdo efetiva de 50% de inibicdo (ECso) foram

calculadas utilizando GraphPad Prism 8.0.0 (GraphPad Software, www.graphpad.com). Os

valores de CCsg e ECs foram usados para calcular o indice de seletividade (Sl1= CCso ECsy).


http://www.graphpad.com/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Obtencdo da nsP4-CHIKYV purificada

O protocolo descrito para as etapas de clonagem e expressdo, bem como o protocolo
adotado para a purificagdo da nsP4-CHIKV foram efetivos e possibilitaram a obtencdo da
proteina pura. A nsP4-CHIKV purificada é formada por 492 aminodcidos e tem peso
molecular tedrico de 54,54 kDa. Esta construcdo abrange todo o dominio RNA-polimerase
dependente de RNA (RdRp) (Figura 3A), que é responsavel pela sua fungdo enzimatica e
onde estdo localizados os residuos de acido aspartico cataliticos (correspondendo aos Asp371
e Asp466). (58) O residuo Asp466 estd localizado no motivo GDD, que é uma sequéncia
altamente conservada entre as polimerases virais. (58)

A proteina foi obtida de forma solGvel e os contaminantes foram eliminados ao longo
das trés etapas de purificacdo (Figura 3B). Na ultima etapa, de gel filtracdo, foi possivel
observar o aparecimento de dois picos (P1 e P2) no Cromatograma, com resolucéo suficiente
para a separacdo, sendo o segundo pico (P2), referente a nsP4-CHIKV (Figura 3C). As
fracOes referentes aos picos foram coletadas e confirmadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida. As bandas do gel referente aos P1 e P2 foram destacadas e submetidas a
tratamento especifico e tripsinizacdo para a realizacdo de espectrometria de massas. Através
desta analise adicional foi possivel confirmar a presenca da nsP4-CHIKV pura no segundo
pico eluido, bem como a identificacdo do primeiro pico como sendo referente a proteina

chaperona do tipo HtpG proveniente da E. coli, utilizada como sistema de expresséo.
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Figura 3 - A) Sequéncia de aminoacidos da proteina nsP4-CHIKV. Em vermelho, regido da sequéncia aonde
estd localizado o dominio RdRp. Os residuos de &cido aspartico cataliticos (Asp371 e Asp466) estdo
destacados em verde e a sequéncia GDD estd marcada com um retangulo roxo. B) Gel de acrilamida
12,5% das fracdes eluidas durante a gel filtracdo: M, marcador de peso molecular; Elul, eluigdo da
proteina na primeira etapa de afinidade; Ptev, fracdo apds a clivagem com a TEV protease; Elu2,
eluicdo da proteina na segunda etapa de afinidade; P1, fragdo correspondente ao primeiro pico da gel
filtragdo; P2, fracdo correspondente ao segundo pico da gel filtragdo, onde estd presente a nsP4
CHIKYV purificada (54,54 kDa). C) Cromatograma obtido na etapa de purificagdo de gel filtracdo.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2  Avaliacdo de estabilidade

As avaliagOes iniciais de estabilidade da nsP4-CHIKV em solugdo foram realizadas
através da técnica de DSF, também conhecida como Thermofluor. Esta técnica possibilita a
obtencdo de informacfes sobre o comportamento da proteina frente a diferentes tampdes e
presenca de aditivos ou ligantes, visando a identificacdo de condi¢des que possibilitem uma
melhora de sua estabilidade. (94)

No experimento, a proteina € colocada em contato com a solucdo a ser avaliada,
juntamente com uma sonda hidrofobica fluorescente e é submetida a um aumento gradual de
temperatura. Esse aumento da temperatura vai gerando o desenovelamento da proteina e
expondo as suas regides hidrofobicas, que no estado enovelado estavam internalizadas. A
sonda hidrofobica fluorescente liga-se a essas regides agora expostas, gerando um sinal de
fluorescéncia que € detectado. Dessa forma, o ambiente que a proteina se encontra (tampao
e/ou presenca de aditivos) influencia diretamente na temperatura que ir4 ocorrer o

desenovelamento, pois pode tornar a proteina mais ou menos estavel. (94)
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As intensidades de fluorescéncia obtidas no ensaio para as condi¢des avaliadas para a
nsP4-CHIKYV foram plotadas em funcéo da temperatura, obtendo uma curva sigmoidal. Esses
dados foram tratados utilizando o ajuste de Boltzmann e dessa forma foi possivel obter os
valores de temperatura de melting aparente (Ty,), que é a temperatura de transicdo entre 0s
estados enovelado e desenovelado. (94) Portanto, condi¢bes na qual ocorre um aumento no
valor da Ty, estéo relacionadas a uma melhora da estabilidade, pois significa que a proteina
necessitou de um maior aumento na temperatura para desenovelar.

O Tp inicial da nsP4-CHIKV em seu tampao de gel filtracdo foi de 38,7°C, entdo as
novas T obtidas nas condicGes testadas foram subtraidas deste valor inicial, obtendo a
diferenga de temperatura (AT,), como mostrado na Tabela 1. Foram consideradas variagdes
de temperatura superior a 1,5°C e foram desconsideradas as condi¢Ges nas quais ocorreram

diminuicdes em relacdo ao Ty, inicial.

Tabela 1l - Condiges tamponantes e de aditivos utilizadas no ensaio de DSF. O A T, é a diferenca entre o T, da
nsP4 CHIKYV inicial (em tampdo de gel filtracdo) e a nova T, apresentada na condic¢do avaliada.

Kit Condicao tamponante / aditivo ATy,

A2: 0.2 M Acetato de sddio tri-hidratado pH 4.5 48°C

Solubility and Stability | B8: 0.2 M HEPES pH 7.5, 0.2 M cloreto de sédio 19°C

Screen HT G2: 0.2 M Acetato de sodio tri-hidratado pH 4.5, 2.0 M cloreto de 15°C
(Hampton Research) | sodio

E6: 30% p/v D-(+)-Glicose mono-hidratada 2,0°C

E7: 30% p/v Sacarose 2,0°C

Additive Screen E8: 30% p/v Xilitol 2,0°C

(Hampton Research) | E9: 30% p/v D-Sorbitol 2,1°C

F2: 30% p/v Glicerol 2,0°C

F3: 3.0 M NDSB-195 1,8 °C

G1: 30% p/v N-6xido de Trimetilamina di-hidratado 3,0°C

A2: 50 mM Tris-HCI pH 7.5 + 5% glicerol 1,8°C

Kit de tampdes A8: 20 mM Tris-HCI pH 7.5 + 5% glicerol 1,9°C

(In house) B2: 50 mM Tris-HCI pH 8.0 + 5% glicerol 1,9°C

D8: 20 mM HEPES pH 7.5 + 5% glycerol 2,0°C

Agua MilliQ 1,9°C

Fonte: Elaborada pela autora.

Nos resultados obtidos para o kit Additive Screen (Hampton Research) foi possivel
constatar que as condigdes que apresentaram elevacdo na T, da nsP4-CHIKV apresentam
aditivos do tipo osmolitos, como a glicose, sacarose, sorbitol, glicerol e N-O0xido de
trimetilamina (TMAO). Os osmdlitos, também chamados de agentes cosmotrdpicos, sdo
solutos organicos que possuem a capacidade de elevar a energia livre de desnaturacéo,

estabilizando estruturas proteicas em situacdes como de aumento da temperatura. (95)
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Acredita-se que o mecanismo pelo qual isso ocorre em uma solugéo proteica onde foi
adicionado o osmolito consiste na competicdo deste agente com as moléculas de agua pela
proteina. (96) Sabe-se que a interacdo preferencial da proteinas ocorre com as moléculas de
agua e ndao com o osmolito, que serd excluido da superficie da proteina, caracterizando um
fendbmeno denominado efeito osmofobico. (97-98) Dessa forma, essa competicdo eleva a
energia livre de hidratacdo tanto no estado nativo quanto no estado desnaturado, porém neste
altimo a elevacdo sera maior pois neste estado a proteina encontra-se mais exposta ao
solvente devido a descompactacdo estrutural, requerendo maior energia para o0 processo de
solvatagdo. Como consequéncia disso, ocorre um deslocamento do equilibrio dos estados a
favor do estado nativo, que requer uma menor energia para o0 processo de solvatacéo devido a
sua maior compactacdo estrutural e menor superficie de exposicdo. (99) Logo, a presenca de
osmolitos em solugdes proteicas gera o favorecimento do estado nativo em relacdo ao estado
desnaturado, contribuindo entdo para o0 aumento da estabilidade da proteina. (96)

Na avaliacdo das condigdes do kit Solubility and Stability Screen HT (Hampton
Research) a elevacdo da Ty, superior a 1,5°C ocorreu em trés das noventa e seis condicdes
avaliadas, mostrando que a utilizacdo do tampdo acetato de sodio pH 4,5 (condicdo A2 do Kit)
forneceu o maior aumento na T, dentre todas as condi¢Ges avaliadas. Comparando a condi¢éo
deste mesmo tampéao adicionando cloreto de sddio (condi¢do G2 do Kit) é possivel constatar
que a adicdo de sal diminui de forma significativa a estabilidade da nsP4-CHIKV. O tampéao
HEPES com presenca de cloreto de sédio também apresentou uma elevacgédo na Tp, entretanto
0 uso deste tampado na purificacdo da nsP4-CHIKV ndo se mostrou eficiente pois causou a
precipitacdo da proteina em altas concentracoes.

O fato de a auséncia de sal favorecer a estabilidade térmica da nsP4-CHIKV foi
mostrado também na avalia¢do das condicdes do kit de tampdes (in house), onde os tampdes
que apresentaram melhores respostas foram agqueles nos quais nao foi adicionado o cloreto de
sodio. Dessa forma, é possivel inferir que a forca i6nica do meio possui uma contribuigédo
importante na estabilidade. Adicionalmente, a presenca de glicerol também foi favoravel para
a estabilidade da nsP4-CHIKYV, concordando com os resultados da condi¢cdo F2 do kit
Additive Screen onde a presenca deste aditivo em um maior percentual gerou elevacdo da T,
Também foi observada uma melhora na estabilidade da proteina em agua MilliQ, onde 0 Tp,
observado para essa condi¢dao concordou com o valor obtido na desnaturagdo térmica da nsP4
CHIKYV por dicroismo circular (dado que sera discutido na secéo 5.4.2), onde o experimento

foi realizado com a proteina solubilizada em agua e com quantidades minimas de sal.
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5.3  Ensaios de cristalizacdo

Os ensaios de cristalizacdo da nsP4-CHIKV foram realizados utilizando Kkits
comerciais de triagem, sendo que no total aproximadamente 2000 condigdes cristalizantes
foram testadas. Entretanto, durante o tempo de duracdo deste projeto, ndo foi possivel a
obtencdo de cristais viaveis para serem encaminhados para experimentos de Difracdo de
Raios-X. Além disso, até 0 momento, a estrutura tridimensional da nsP4-CHIKV ainda néo

foi resolvida e depositada em banco de dados.

5.4  Caracterizacdo biofisica

5.4.1 Cromatografia liquida de exclusdo de tamanho acoplada a espalhamento de luz
multiangular (SEC-MALYS)

A caracterizacdo de proteinas em solucdo é uma etapa importante dos estudos com
essas macromoléculas, sendo considerada como um controle de qualidade e que ira
determinar se a amostra produzida est4 adequada para os demais experimentos. (100) Além da
confirmacdo da pureza de uma amostra, outros parametros como massa molecular, estado
oligomérico, agregacdes e formacdo de heterocomplexos, também sdo informaces relevantes
e que devem ser verificadas. Para isso, um dos métodos amplamente utilizados é o SEC-
MALS, que permite a andlise da proteina em seu estado nativo, diretamente da solugdo de
tampdo em que se encontra. O SEC-MALS consiste na combinacdo da cromatografia de
exclusdo de tamanho (SEC) com o espalhamento de luz multiangular (MALS), e assim,
através das medidas realizadas em cada volume de eluicdo, é possivel determinar se o pico
eluido é homogéneo e também diferenciar entre distribuicdes de peso molecular fixo ou que
estdo em equilibrio dindmico. (101)

Foi realizado o experimento de SEC-MALS da amostra de nsP4-CHIKV obtida na
purificacdo e os resultados mostraram um baixo indice de polidispersdo e massa molecular de
60 + 1 kDa (Figura 4 ). A proximidade desse valor experimental com o valor teérico de
massa molecular da proteina sugere que o estado monomérico é predominante e a amostra

encontra-se homogénea nas condi¢fes experimentais avaliadas.
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Figura 4 - Anélise de SEC-MALS para a nsP4-CHIKV em solugdo. A proximidade da massa molecular
estimada de (60 = 1) kDa com a massa molecular tedrica da proteina sugere a predominancia do
estado monomérico.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4.2 Dicroismo Circular (CD)

O CD foi utilizado para a caracterizagéo estrutural da nsP4-CHIKYV e consiste em um
método biofisico capaz de fornecer informacdes sobre o perfil de estruturas secundérias,
dindmica de enovelamento e interacdo de proteinas com outras moléculas. De forma geral, a
técnica fundamenta-se em uma absorcao desigual da luz circularmente polarizada no sentido
de mao direita (sentido horério, Eg) e sentido de mao esquerda (sentido anti-horario, E,) por
moléculas assimétricas, como as proteinas. (102) Os resultados de CD sdo reportados em
unidades de delta épsilon (Ag), que é a diferenca na absorbéncia de Eg e E_ pela molécula
assimétrica, ou em graus de elipticidade, que é uma unidade definida como o angulo no qual a
tangente é a razdo e entre 0 eixo menor e 0 maior da elipse [6].

Assim, a técnica de CD ¢é utilizada na determinacdo da estrutura secundaria de
proteinas, uma vez que diferentes elementos estruturais possuem espectros de CD
caracteristicos. (102) Para a nsP4-CHIKV, o espectro de CD obtido mostra que a proteina
exibe minimos na regido de 208 nm e 222 nm (Figura 5), sugerindo a predominancia de

estruturas secundarias em hélice.
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Figura 5 - Perfil de estrutura secundaria da nsP4 de CHIKV obtida por CD.
Fonte: Elaborada pela autora.

De forma a obter uma analise quantitativa do dado adquirido por CD, foi realizada a
deconvolucgdo espectral para gerar uma estimativa do contetdo das estruturas secundarias que
compdem a nsP4 CHIKV. O principio basico envolvido neste tipo de estimativa € que o
espectro de CD da proteina pode ser expresso como uma combinacao linear dos espectros de
cada componente individual de estrutura secundaria. (70) Para isso, o website DICHROWEB
foi utilizado para deconvoluir a curva de CD obtida da nsP4-CHIKV. Este servidor utiliza
diferentes algoritmos e bases de dados de proteinas para fornecer analises de predicdo de
conteddo de estrutura secundaria a partir de espectros experimentais. (67) Para esta analise,
foram utilizados trés diferentes métodos combinados a trés diferentes bases de dados, visando
melhorar a confiabilidade dos resultados gerados.

Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 2, onde os espectros teodricos
calculados para cada método foram ajustados ao espectro experimental da nsP4-CHIKV, e foi
realizada uma media dos valores estimados de fracGes de estruturas secundaria a partir de

cada base de dado utilizada.
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Tabela 2 - Métodos utilizados na desconvolucéo do espectro de CD da nsP4 CHIKYV utilizando diferentes bases
de dados espectrais de proteinas. O conteido de estrutura secundaria para cada par método-base é
apresentado na forma de fracdo de hélices (H), folhas (F), voltas (T, do inglés turns), estruturas
irregulares ou desordenadas (U, do inglés unordered) e NRMSD.

Método Base H F T U NRMSD
Set 4 0,565 0,070 0,139 0,251 0,194
SELCONS3 Set 7 0,583 0,059 0,146 0,254 0,198
SP175 0,536 0,075 0,111 0,272 0,114
Média 0,561 + 0,023 0,068 +0,008  0,132+0,018 0,259 + 0,011
Set 4 0,552 0,053 0,149 0,245 0,037
CONTIN Set 7 0,559 0,047 0,147 0,248 0,037
SP175 0,536 0,075 0,114 0,274 0,037
Média 0,549 + 0,011 0,058 +0,014  0,136+0,019 0,255+ 0,015
Set 4 0,610 0,070 0,100 0,220 0,012
CDSSRT Set 7 0,630 0,050 0,090 0,230 0,012
SP175 0,560 0,070 0,100 0,270 0,009
Média 0,600 + 0,036 0,063+0,011  0,096+0,005 0,240 + 0,026

Fonte: Elaborada pela autora.

A definicdo do melhor ajuste foi determinada a partir da analise do parametro
NRMSD, que apresenta valores entre 0 e 1, sendo considerado o ajuste satisfatério quanto
mais se aproximar de O e insatisfatorio quanto mais proximo de 1. (72) De forma geral,
valores de NRMSD inferiores a 0,1 sdo indicativos de bons ajustes, enquanto valores
superiores a 0,2 sugerem que o método escolhido ndo seja apropriado para a proteina
analisada. Sendo assim, o metodo CDSSRT apresentou NMRSD de 0,009 para a base de
dados SP175 e de 0,012 para os Sets 4 e 7, sendo considerado o ajuste mais adequado e assim,
0 mais representativo do contelido de estrutura secundéaria da nsP4-CHIKYV. Esse método foi
desenvolvido por Johnson (1988) e é resultado da combinacdo de caracteristicas de outros
métodos ja descritos, porém com o diferencial de fornecer bons resultados de analises com
um numero minimo de proteinas de referéncia necessarias, que sdo selecionadas de forma
randodmica das bases de dados. (103)

Em relacdo as bases de dados utilizadas, A SP175 é composta por mais de 70
proteinas globulares (71) e apresentou o0 melhor ajuste (NRMSD 0,009) quando combinada ao

método CDSSRT. As bases Set 4 e 7 sdo formadas por 37 proteinas e sdo otimizadas para
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anélises em comprimento de onda de 240 a 190 nm (104), e ambas também apresentaram um
ajuste satisfatério (NRMSD 0,012) e convergéncia nos valores obtidos para as fracGes de
estrutura secundaria quando comparadas ao resultado da base SP175.

Portanto, a partir destes resultados obtidos, o percentual de conteudo de estruturas
secundarias para a nsP4-CHIKV foi de aproximadamente 60% de hélices, 6,3% de folhas,
9,6% de voltas e 24% de estrutura desordenada.

Além da determinacdo do perfil e estimativa do conteldo de estrutura secundaria de
uma proteina, a técnica de CD também possibilita a obtencdo de informaces referentes a
dindmica estrutural de uma proteina quando submetida a determinadas condi¢des, como a
elevacdo da temperatura. Assim, considerando que uma proteina em seu estado enovelado
possui alta assimetria de elementos de estrutura secundéria e apresenta um espectro de CD
caracteristico, pode-se afirmar que quando ela sofre desenovelamento, essas estruturas
ordenadas s&o perdidas, levando a uma mudanca no perfil de CD. (105)

Quando essas mudancas ocorrem em fungdo de uma elevagdo na temperatura, as
alteracdes podem ser utilizadas para determinar os parametros termodindmicos de
desenovelamento da proteina, que sdo: a entalpia de van’t Hoff (AH), a entropia de
desenovelamento (AS), a temperatura da transi¢do entre os estados nativo e desenovelado ou
temperatura de melting (T,,) e a energia livre de enovelamento (AG). (105) Para isso, a
termodindmica do desenovelamento proteico pode ser estudada tanto através do
monitoramento da elipticidade em um unico comprimento de onda quanto atraves da coleta de
espectros completos em funcdo das temperaturas avaliadas. (105)

Para a nsP4-CHIKYV, por apresentar um perfil helicoidal com as bandas negativas
caracteristicas, foi realizado o monitoramento da transi¢do fixando o comprimento de onda
em 222 nm. Os resultados mostraram que 0 processo de desnaturagdo térmica ocorreu de
forma cooperativa, com a observagdo da transicdo dos estados enovelado para desenovelado

de forma definida (Figura 6).
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Figura 6 - Estabilidade térmica da nsP4 CHIKV obtida por CD. A elipticidade em 222 nm em funcdo da
temperatura foi transformada para a fracdo de proteina desenovelada. A) Taxa de aquecimento de
0,5 °C/min. B) Taxa de aquecimento de 1,0 °C/min. As linhas sélidas representam o ajuste aos dados
de CD utilizando um modelo de equilibrio de dois estados.

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir deste resultado, o0s pardmetros termodindmicos relacionados ao
desenovelamento da nsP4-CHIKV foram obtidos através do ajuste dos dados de CD a um
modelo de equilibrio de dois estados, referente aos estados enovelado e desenovelado. N&o
foram consideradas as mudancas na capacidade térmica e o ajuste foi feito levando em
consideracdo as mudancas lineares nas elipticidades pré e pds transi¢cdo, em funcdo da
variacdo da temperatura (105). Dessa forma, foi possivel obter a Tr, € a variacdo de entalpia
aparente (AHapp) para a mesma concentragdo proteina em duas diferentes taxas de
aquecimento (Tabela 3). A variacdo da entropia aparente da transicdo de desenovelamento
em cada T, obtida foi calculada como sendo ASzy, = AHapp / T, considerando AG = 0 para

cada Tp.

Tabela 3 - Pardmetros termodindmicos de desenovelamento da nsP4 CHIKYV obtidos por CD. A temperatura de
melting (Tr,) e a variagdo de entalpia aparente (AH,,,) para 2,0 UM de proteina em duas taxas de
aquecimento foram determinadas através do ajuste dos dados de CD a um modelo de equilibrio de
dois estados. A variagdo de entropia aparente (AS.,) foi calculada como AS.,, = AHy, [/ Th,
considerando AG = 0 para cada T,.

Taxa de aquecimento (°C/min) T (°C) AHgp, (kcal/mol) ASapp (cal/mol.K)
0,5 41,8+0.2 122 +12 387 £ 38
1,0 43,7+ 0.2 104 +8 331+ 26

Fonte: Elaborada pela autora.

De forma geral, com variacdo da taxa de aquecimento das amostras durante o

experimento, foi observada uma variagdo na T, da nsP4-CHIKV, bem como nos demais
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parametros termodinamicos. Essa dependéncia destes pardmetros termodinamicos com a taxa
de aquecimento foi confirmada atraves da técnica de DSC, que serd apresentada e discutida na
préxima secdo (5.4.3). Em relacdo aos valores de variacdo de entalpia e variacdo de entropia
aparente, ambos estdo de acordo aos valores observados para proteinas globulares. (106)

Além do efeito causado pelo aumento da temperatura, a adi¢do de ligantes, agentes
desnaturantes ou agentes estabilizantes também podem causar mudancas nos espectros de CD
caracteristicos das proteinas. Por essa razdo, a técnica CD também pode ser utilizada para
estudar o efeito destas substancias no enovelamento de proteinas e também na determinacao
de constantes de ligacdo. (107) Agentes desnaturantes comumente utilizados sdo a ureia e o
hidrocloreto de guanidina (Gn-HCI), que ao serem titulados na solucdo proteica, geram uma
desestabilizacdo estrutural e consequentemente diminuicdo na elipticidade. Através destas
alteracdes, é possivel obter um estado de transicdo do enovelado (nativo) para o desenovelado
(desnaturado), possibilitando informac6es sobre a estabilidade quimica da proteina e o célculo
da energia livre de enovelamento (AG). (107)

Para a observacdo do comportamento de desenovelamento nsP4-CHIKV frente a
presenca desses agentes caotropicos, foi feita uma titulagdo com ureia. Na Figura 7 é possivel
observar que a proteina ja apresenta perturbacdes estruturais nas concentracdes iniciais
adicionadas e que a transicdo para o estado desenovelado ndo ocorre de forma cooperativa até

o fim da titulacéo.
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Figura 7 - Perfil de desnaturagdo quimica da nsP4 CHIKV. As alteracGes na elipticidade foram monitoradas
em 222nm, a temperatura constante e avaliadas em funcdo da concentragdo de uréia.
Fonte: Elaborada pela autora.

Considerando o perfil de desenovelamento apresentado pela nsP4-CHIKV nas duas

condicdes avaliadas (temperatura e adicdo de ureia), é possivel observar que a proteina
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apresentou perfis diferentes em cada situacdo, sendo na desnaturacdo térmica um processo
cooperativo, enquanto na desnaturacdo quimica demonstrou um perfil n&o cooperativo.

Em relacdo a ocorréncia desse tipo de diferenca nesses processos, Narayan e
colaboradores, reportaram as diferencas de preferéncias conformacionais em estados de
desnaturacdo térmicos e quimicos de algumas proteinas. (108) Um exemplo disso, é a
proteina PurR, que é um repressor de transcricdo bacteriana, cuja fungdo € a participacdo na
regulacao da biossintese de purinas. De forma similar a nsP4-CHIKV, a desnaturacao térmica
da PurR apresentou-se como um processo cooperativo, enquanto a desnaturacdo quimica
predominou a auséncia de cooperatividade ao longo do processo. (108) Essas diferencas
apresentadas podem ter varias explicacfes, como erros na medi¢do das concentragdes, efeitos
dos aminoacidos aromaticos e pode também ser explicada por efeitos intrinsecos gerados na
proteina, decorrentes da interacdo com os desnaturantes quimicos como a ureia. (108-111)

Um outro exemplo dessas diferencas de perfis de desnaturacdo foi observado em um
estudo de mudancas estruturais induzidas por temperatura e titulagdo de ureia, realizados com
a enzima T7 RNA polimerase (T7TRNAP) do virus bacteriofago T7. (112) Assim como
observado para a nsP4-CHIKV, para a T7TRNAP o processo de desnaturacdo frente ao calor
segue um modelo de desenovelamento cooperativo. Ja para a desnaturacdo induzida por ureia,
a T7RNAP apresentou um perfil de desenovelamento que ndo segue uma maneira
cooperativa, composto por dois estagios sutis, sendo o primeiro no intervalo entre 2,0 e 5,0 M
e 0 segundo estagio em concentracdes superiores a 6,0 M de ureia. A formacao do primeiro
estagio foi associada a uma perturbacdo da estrutura terciaria, gerando um estado desnaturado
intermediario, condi¢do essa confirmada através da observacdo de mudancas na elipticidade
na regido de 290 nm, que reflete a perda de estrutura terciaria na proteina. J& no segundo
estagio observado nas concentragdes mais altas de ureia, corresponde ao rompimento da
estrutura secundaria deste intermediario, levando ao seu completo estado desenovelado. (112)

Considerando a semelhanca na curva de desnaturacdo quimica da nsP4-CHIKV com a
curva da TTRNAP, é possivel sugerir que a desnaturagdo dessas polimerases virais ocorra por
mecanismos similares. Para acessar essa questdo, mais concentragdes intermediarias de ureia
podem ser testadas e experimentos de CD no UV préximo (regido de 250 a 320 nm), podem

ser realizados para confirmar a ocorréncia deste padrao de dois estagios.
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5.4.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Uma outra abordagem utilizada para a caracterizacao biofisica de proteinas é o DSC,
que consiste em um método calorimétrico baseado na medicdo da capacidade térmica das
amostras em funcdo da temperatura. (113) Através deste metodo, é possivel analisar as
transicOes de fase ou processos induzidos por mudancgas na temperatura que ocorrem nessas
macromoléculas, revelando informacbes sobre o enovelamento proteico e estabilidade
térmica. (114) O DSC é considerado um método universal para estudos de desnaturacéo
térmica, uma vez que é capaz de medir diretamente a absorcao de calor associada ao processo.
(114)

Em um experimento convencional de DSC, realizado em um calorimetro, o
equipamento é capaz de detectar pequenas diferencas de temperatura entre a célula da amostra
(solucdo de proteina) e a célula de referéncia (apenas o tampao no qual a proteina esta). A
medida que a temperatura nas duas células aumenta, 0s processos termicamente induzidos
ocorrem na célula da amostra, resultando em absorcdo de calor e isso produz mudangas na
diferenca de temperatura em relacdo a célula de referéncia. (113)

De forma geral, um Unico pico de absorcdo térmica é observado no termograma, ou
no caso de proteinas multidominios, podem apresentar mais picos de absorcdo. Assim, é feita
uma correc¢do instrumental dos dados através da subtracdo da linha de base e a normalizagédo
através da concentragdo da solucdo e a integracdo do pico, fornecendo as medidas
calorimétricas diretas da entalpia do processo (AHc,) € também de Tr, (114)

As anélises de DSC da nsP4-CHIKYV foram realizadas em diferentes concentragcfes da
proteina e utilizando diferentes taxas de aquecimento. Na Figura 8A, esta apresentado o
perfil de capacidade térmica (C,) dependente da temperatura da nsP4-CHIKV, juntamente
com a linha de base do tamp&o, ambos obtidos com uma taxa de aquecimento de 10 °C/h. O
termograma desta proteina compreende trés eventos: o primeiro € a linha de base pré
transicdo, que corresponde a capacidade termica do estado nativo (Cpn); 0 segundo € a
transicdo de desenovelamento endotérmica, com o T, aproximadamente no valor maximo da
curva de C,; e o terceiro evento e a linha de base pés transi¢éo, representando a C, do estado

desenovelado (Cpp).
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Figura 8 - A) Dados de DSC da desnaturacéo térmica irreversivel da nsP4 CHIKV (concentragéo de 12 uM) e
a linha de base correspondente do tampdo (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NaCl e 5% glycerol),
obtidos usando uma taxa de aquecimento de 10 °C/h. B) Capacidade térmica excedente da nsP4-
CHIKV nas quatro taxas de aquecimento, como indicado, obtidas ap6s a normalizagdo pela
concentragdo da proteina e subtragdo da linha de base do tampéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

As diferentes taxas de aquecimento foram utilizadas para avaliar o efeito causado no
perfil de capacidade térmica da nsP4-CHIKV e também a reversibilidade das transi¢cdes
(Figura 8B). Primeiramente, é importante ressaltar que a proteina sofre uma desnaturacéo
térmica irreversivel, uma vez que a segunda varredura de aquecimento obtida para todas as
taxas de aquecimento utilizadas ndo apresentou nenhum sinal (resultados ndo mostrados).
Adicionalmente, pode-se observar que o pico de transi¢do, Ty, aumenta com a variacdo da
taxa de aquecimento da amostra. Esse tipo de perfil sugere a ocorréncia de um processo de
desenovelamento controlado cineticamente (115-116). De fato, os parametros termodindmicos
associados a desnaturacdo térmica da nsP4-CHIKV exibem essa dependéncia com a taxa de

aquecimento (Tabela 4), como sugerido nas analises de CD apresentadas anteriormente.
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Tabela 4 - Pardmetros termodindmicos associados a desnaturacdo térmica da nsP4 CHIKV por DSC. T. A.
corresponde a taxa de aquecimento. A temperatura de desenovelamento ou de melting, Ty,
representa a temperatura onde a curva de excesso de capacidade térmica atinge o valor maximo. A
variacdo de entalpia calorimétrica, AH,, foi calculada como a area sob a curva de DSC. O ATy,
corresponde a largura da metade da altura do pico de transi¢do. A variacdo de entalpia da transicdo
de desenovelamento a uma dada T, AS, foi calculada como AS = AH.,/T. A variacéo da entalpia
de van’t Hoff, AH,y foi calculada como sendo 4RTmZCp,maX/AHm.. Incertezas: Ty, (+ 0,2 °C), AHcqy (£
1-3 kcal/mol), ATy, (+ 0,2 °C). As andlises dos termogramas foram realizadas utilizando o software
MicroCal Origin.

Concentracéo T.A Tm AH¢y ATy AS AHH AHyy /
(UM) (°C/h)  (°C)  (kcal/mol) (°C) (cal/mol) (kcal/mol)  AHcy
9,3 8 36,3 205 4,8 662 142 0,69
11,9 13 37,0 102 4.4 330 151 1,48
7,4 33 38,8 86 4,3 275 165 1,92
7,4 64 39,8 66 45 210 150 2,28

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma possivel explicacdo para esse comportamento cineticamente controlado da
transicdo endotérmica da deshaturacdo de proteinas foi proposta por Sanchez-Ruiz e
colaboradores. (116) De acordo com os autores, deslocamentos na T, induzidos por diferentes
taxas de aquecimento (v), para processos irreversiveis de dois estados, podem ser modelados
de acordo com a seguinte equacao (116):

onde A é o fator pré exponencial na equacdo de Arrhenius e R € a constante universal dos
gases. A partir disso, essa dependéncia da T, em relagédo a taxa de aquecimento foi utilizada
para calcular a energia cinética de ativacdo, E,, para a desnaturacdo térmica irreversivel da
nsP4-CHIKV. Assim, graficando In(v/T,2) em funcdo de 1/T, a energia de ativacdo
aparente pode ser determinada a partir da inclinacdo da reta. O grafico de Arrhenius
mostrando as mudangas na T, dependentes da taxa de aquecimento esta apresentado na
Figura 9, na qual a E, foi determinada como 110,1 * 4,2 kcal/mol, similar a outras proteinas

ja reportadas. (117)
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Figura 9 - Grafico de Arrhenius mostrando a dependéncia da temperatura de desenovelamento (T,,) da nsP4
CHIKV com a taxa de aquecimento. A inclinacdo da reta corresponde a energia de ativacdo para o
processo de desnaturacao irreversivel da nsP4 CHIKV.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.5  Ensaios de interagdo com compostos

5.5.1 Triagem de compostos por DSF

Diante da relevancia da nsP4-CHIKV como alvo para a busca de novos farmacos para
o tratamento da infec¢do por CHIKV, uma triagem inicial de compostos foi realizada através
de DSF. Esta técnica possui vérias aplicacfes no ambito do estudo de proteinas, e neste
trabalho, ja havia sido utilizada nos experimentos de analise de estabilidade da nsP4-CHIKV
em diferentes condi¢cdes tamponantes. No que se refere a sua aplicacdo no descobrimento de
farmacos, a técnica de DSF vem sendo amplamente utilizada nas fases iniciais da
identificacdo de novas moléculas, pois consiste um experimento rapido, acessivel, que requer
pouca quantidade de amostra e que possibilita a triagem de uma grande quantidade de
compostos. (14)

De forma geral, o parametro de deslocamento da T, (AT,) € monitorado como um
indicador primario de alteracdes da estabilidade da proteina alvo e que, na presenca do ligante
em solugdo, sugere a ocorréncia de interagdo entre eles. (66,118) Quando o DSF é utilizado
unicamente para analise de estabilidade, consideram-se favoraveis apenas as condi¢bes que
geram deslocamentos positivos, entretanto, é importante ressaltar que para as andalises de
interacdo com ligantes, sdo considerados deslocamentos positivos e também negativos. (14) A
razdo disso, é que os ligantes podem interagir com a proteina alvo tanto no seu estado nativo
guanto desenovelado, o que significa que esses deslocamentos negativos ndo excluem

interacdo e devem ser levados em consideragdo para anélises adicionais. (14)
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Para a nsP4-CHIKYV, a triagem inicial foi realizada com uma série de 12 compostos,
provenientes do projeto OpenZika. (119-120) O Openzika é um projeto cientifico
colaborativo global, através da rede World Community Grid computational, que permitiu
campanhas de triagens virtuais massivas baseadas em dockings, para as proteinas do ZIKV
(por exemplo, protease NS2B-NS3, helicase NS3, polimerase NS5, proteinas de envelope e
capsideo), bem como proteinas de outros flavivirus (DENV, YFV, WNV), utilizando o banco
de dados ZINC que possui aproximadamente 36 milhdes de compostos. (119,121) A partir
deste projeto, foram selecionados 12 compostos que foram priorizados para as polimerases de
outros virus como ZIKV e DENV e entdo foram testados aqui nesta triagem inicial para a
nsP4-CHIKV.

A T,, da proteina na auséncia de compostos (somente DMSO) foi de 37.7 +0.4eas T,
obtidas para a proteina na presenca dos compostos foi subtraida deste valor, gerando 0 AT,
Dentre os compostos da série, 0 LabMol-309 (Figura 10) causou o maior deslocamento, que
correspondeu a uma variagcdo de aproximadamente 4°C. Com isso, esse dado sugere a
ocorréncia de interacdo da nsP4-CHIKV com o LabMol-309, sendo este composto escolhido

para proceder com 0s demais ensaios.

Figura 10 - Estrutura quimica do composto LabMol-309, identificado nos experimentos de DSF.
Fonte: Elaborada pela autora.

Apesar das vantagens da técnica de DSF na triagem de ligantes, é importante ressaltar
gue uma das desvantagens deste método € a alta ocorréncia de resultados falso positivos.
Portanto, para contornar esta limitagdo e confirmar a veracidade das interacOes, €
indispensavel que os ligantes identificados sejam avaliados através de métodos ortogonais.
(14) Portanto, nas segdes seguintes serdo apresentados os ensaios de MST e CSP, que foram
utilizados para uma avaliacdo mais completa e confirmatéria da interagdo da nsp4-CHIKV
com o LabMol-3009.



64

5.5.2 Avaliacdo da interacdo por MST

A Termoforese em Microescala (MST) é um método biofisico utilizado para analisar a
ocorréncia de interacBes entre biomoléculas em solugdo e vem sendo amplamente utilizado no
estudo de interagcOes entre proteinas e ligantes, como ferramenta no descobrimento de novos
farmacos. (122-123)

Este método baseia-se no fenémeno de termoforese, tambeém conhecido como efeito
Ludwig-Soret, que é definido como a movimentacdo direta de moléculas através de um
gradiente de temperatura. (124) As propriedades termoforéticas de uma molécula, como
exemplo uma proteina, sdo determinadas através da carga, tamanho e camada de hidratacao,
fazendo com que a proteina tenha um determinado padrdo de movimentagdo termoforética.
Assim, quando séo adicionados pequenos ligantes, peptideos ou outras proteinas, ocorre uma
alteracdo nessas propriedades e consequentemente no padrdo de migracdo do complexo
formado, permitindo assim a deteccdo destas interacdes. (122,125) A realizacdo do ensaio de
MST com a titulacdo dos ligantes detectados permite a determinacdo da constante de
dissociacdo aparente (Kp), fornecendo informacfes a nivel quantitativo destas interacOes
(122).

Sendo assim, este experimento foi realizado para confirmar a possivel interacdo da
nsP4-CHIKV com o composto LabMol-309, previamente identificado no ensaio de DSF.
Primeiramente, o ensaio de checagem de ligacdo (do inglés, binding check) foi feito com o
composto em uma concentracdo Unica, a fim de identificar alteracdes de fluorescéncia que
estdo correlacionadas a alteracdo no padrdo de migracdo termoforético. Como mostrado na
Figura 11A, ocorreu supressdo da fluorescéncia inicial da amostra de proteina na presenca do
composto, quando comparado ao controle (proteina com DMSO), o que indica ocorréncia de
interacdo na concentracdo avaliada.

Diante deste resultado, foi realizada a titulagdo do composto LabMol-309, para a
obtencdo da curva de afinidade e, com isso, a estimativa do Kp aparente para esta interagcdo
(Figura 11B). A curva de afinidade obtida apresentou um perfil com definigdo dos estados
ligados e nédo ligados e 0 Kp + AKp estimado para essa interacdo foi 6,0 £ 1,0 uM. Dessa
forma, esses resultados confirmam a ocorréncia da interagdo entre a nsP4-CHIKV e o
LabMol-3009.
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Figura 11 - A) Ensaio de checagem de ligagdo com o composto LabMol-309 na concentragdo Unica de 200 pM,
indicando a supressdo da fluorescéncia inicial quando comparada a amostra controle (apenas com
DMSO). B) Curva de afinidade de ligagdo do LabMol-309 a nsP4-CHIKV. Constante de
dissociag8o estimada kp+ Akp -6 = 1 M.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.5.3 Avaliacéo dos deslocamentos quimicos por RMN

A interacdo da nsP4-CHIKV com o composto LabMol-309 foi também avaliada
através de experimentos de ressonancia magnética nuclear, monitorando as perturbacdes no
deslocamento quimico (CSP, do inglés chemical shift perturbations). Esta abordagem
também é conhecida como mapeamento de deslocamentos quimicos ou mudancas induzidas
por complexacdo e é uma técnica experimental para o estudo de ligacGes a uma proteina, onde
podem ser estudadas interacdes tanto com pequenas moléculas quanto com macromoléculas
(126).

De forma geral, o experimento de CSP consiste na aquisicdo de espectros
bidimensionais HSQC (do inglés, Heteronuclear Single Quantum Correlation) do complexo
gue esta sendo estudado e também da proteina ou ligante livres. (126) Entdo, a analise ¢ feita
através da medida dos deslocamentos quimicos observados através das movimentacfes dos
picos quando os espectros sdo sobrepostos. Os picos com maiores deslocamentos indicam as
provaveis regides de interagdo. (127)

Esses deslocamentos observados sdo bastante sensiveis a mudangas estruturais,
podendo ser medidos com acurécia e assim sendo um indicativo de ocorréncia de ligacdo. De
forma contraria, se o ligante ndo interage, esses deslocamentos nao séo observados (127). Por
essa razdo, o CSP vem sendo utilizado como uma ferramenta no descobrimento de farmacos,
uma vez que outras técnicas, como espectrofotometria, calorimetria ou ensaio enzimatico, séo

propensas a fornecer resultados falsos positivos, enquanto o CSP em geral ndo (127-128).
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Para os experimentos de interagdo com a nsP4-CHIKYV, inicialmente foi necessario
realizar o assinalamento do composto LabMol-309 para identificar os prétons presentes na
molécula e correlacionar com as regides especificas do espectro, como mostrado na Figura
12.
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Figura 12 - Assinalamento do composto LabMol-309. (A) e (B) representam os espectros de RMN do LabMol-
309 e as suas respectivas posicdes de ressonancia dos prétons. Os espectros *H-*C-HSQS, COSY e
TOCSY foram obtidos a 298 K, utilizando o compostos nas concentra¢cdes de 0,25 mM (linha
vermelha) e 1 mM (linha azul) em D,0. C) Estrutura do LabMol-309 e os respectivos
posicionamentos dos protons.

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir disso, foram coletados os espectros para o ligante LabMol-309 livre e em
seguida o ligante com a proteina. E importante ressaltar que as duas amostras foram
preparadas no mesmo tampdo, garantindo o0 mesmo pH e concentracdo idnica e também as
concentragdes de DMSO utilizadas para a prévia solubilizacdo do composto foram mantidas
constantes para as amostras. Esse cuidado com a padronizacdo experimental € de extrema
importancia para os resultados, uma vez que diferencas entre as condi¢des das amostras
avaliadas pode gerar deslocamentos quimicos ndo relacionados a interagdo. (127) Na Figura
13, esté representada a sobreposi¢do entre 0s espectros obtidos para 0 composto LabMol-309
na presenca (linha vermelha) e na auséncia (linha azul) da proteina. Assim, foi possivel

observar a ocorréncia dos deslocamentos quimicos e estes foram mapeados e medidos de
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acordo com as suas respectivas posi¢des de ressonancia dos prétons do LabMol-309 que
haviam sido previamente identificados no assinalamento (Tabela 5) .
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Figura 13- Andlise de CSP baseada na sobreposi¢do dos espectros do composto LabMol-309 obtidos na
presenca (linha vermelha) e auséncia (linha azul) da proteina nsP4-CHIKV. A direita, as
diferencas nos deslocamentos quimicos foram medidas (em Hz) para cada préton da estrutura do
LabMol-309.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela5- Deslocamentos quimicos medidos para cada os protons assinalados na estrutura do composto
LabMol-309. Os deslocamentos em Hz foram medidos através das distancias entre os picos na
sobreposicao dos espectros.

Localizagéo do préton Deslocamento quimico (Hz)
1 47
2 11
3 9,0
4 1,1
5 0,7
6 14
7 55
9 6,1
10 33

NH2 6,3

Fonte: Elaborada pela autora
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Sendo assim, a detec¢do destes deslocamentos quimicos aqui apresentada consiste em
uma evidéncia adicional da interacdo entre nsP4-CHIKV e o composto LabMol-309,

confirmando e reforcando os resultados obtidos por meio de experimentos de DSF e MST.

5.6 Modelo tridimensional da nsP4-CHIKYV e analise estrutural

Até o momento, a estrutura tridimensional da nsP4-CHIKV ainda ndo foi resolvida
atraves de métodos experimentais e depositada em banco de dados. Sendo assim, para uma
maior compreensdo desta proteina a nivel estrutural e também propor mais informacdes
acerca de seu modelo de ligacdo com o composto LabMol-309, o modelo tridimensional da
nsP4-CHIKV foi gerado utilizando abordagem computacional através do programa
AlphaFold2. (63)

O AlphaFold2, langado no final de 2020 representa um avanco revolucionario na area
da biologia estrutural e computacional pois possibilita a predicdo de estruturas de proteinas
com elevada acuracia, mesmo na auséncia de estruturas similares conhecidas. (63) O método
implementado no AlphaFold2 baseia-se em um algoritmo de aprendizagem de méaquina
profundo (deep learning), que incorpora conhecimentos fisicos e biol6gicos sobre estruturas
de proteinas atraves de alinhamentos multisequenciais. Os modelos gerados pelo AlphaFold2
apresentaram  resultados  competitivos comparados com  estruturas  resolvidas
experimentalmente e a performance do programa foi considerada superior a outros métodos
existentes. (63)

O modelo obtido para a nsP4-CHIKYV esta apresentado na Figura 14. Para a avaliacdo
da qualidade deste modelo, foi utilizada uma medida de confianca local por residuo,
denominada pLDDT (do inglés, per-residue confidence score). Esta medida é baseada no
Teste de Diferenca de Distancia Local (IDDT, do inglés Local Distance Difference Test), que
€ uma medida de sobreposicdo que avalia as diferencas de distancias locais para todos 0s
atomos de um modelo, incluindo a validacdo estereoquimica e utiliza como referéncia
conjuntos de estruturas equivalentes. (129) Assim, o pLDDT apresenta-se como uma escala
de 0 a 100, na qual os valores podem variar drasticamente ao longo da cadeia, sendo maiores
para dominios estruturados e menores valores para regides possivelmente desordenadas. (130)
Regides com pLDDT < 50 ndo devem ser interpretadas, exceto como uma possivel predicdo
de desordem. A pLDDT do modelo da nsP4-CHIKYV foi superior a 90 para a maioria das
regibes da proteina e somente para as regides N-terminal e C-terminal que o valor do pLDDT
foi baixo (pLDDT< 50) (Figura 14A).
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Figura 14 - Modelo tridimensional da nsP4-CHIKV obtido pelo AlphaFold2. A) Modelo colorido de acordo
com o pLDDT, onde as escalas de cores estdo representadas na parte superior direita. B) Modelo
da nsP4-CHIKYV colorido de acordo com o assinalamento de dominios. As hélices da regido N-
terminal, dedos, dominio catalitico e polegar estdo coloridos em roxo, azul, verde e vermelho,
respectivamente. Na insercdo, € apresentada uma visdo detalhada do residuos de acido aspartico
cataliticos. C) Projecédo do potencial eletrostatico na superficie da nsP4-CHIKYV, calculado através
do método APBS. As regides positivas estdo representadas em azul e as regides negativas em
vermelho. D) Analise do modelo da nsP4-CHIKYV utilizando o ConSurf, na qual os aminoacidos
sdo coloridos de acordo com o grau de conservagdo das regiGes. Na barra de cores, o sentido em
direcdo a cor verde indica maior variabilidade e o sentido em direco a cor roxa indica maior
conservagao.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em relacdo as regibes da estrutura da nsP4-CHIKYV, foram identificadas as regides
correspondentes aos dominios caracteristicos das polimerases virais, que sdo 0s dominios
“dedos” (residuos 93-315), “palma” (residuos 316 a 502) e “polegar” (residuos 503-611)
(Figura 14B). No sitio catalitico, localizado no dominio “palma”, também foram
identificados os residuos de acido aspartico que foram a diade catalitica (Asp 371 e Asp 466),
separados por uma distancia de 7,5 A. Adicionalmente, o modelo da nsP4-CHIKV contém um
dominio N-terminal extra (residuos 1-92) formando uma estrutura em coiled coil. Um motivo
semelhante a este foi observado na regido N-terminal da proteina nsp8 do complexo RdRp do
virus SARS-CoV-2, e provavelmente ¢é responsavel pelo posicionamento adequado da fita
nascente de RNA durante a polimerizacdo. (131)
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O potencial eletrostatico de superficie foi calculado através do método APBS e
revelou a notavel predominédncia de cargas positivas na regido da cavidade do sitio ativo
(Figura 14C), o que € uma caracteristica comumente encontrada para motivos que interagem
com &cidos nucleicos. (132) Por fim, a analise de regides conservadas utilizando o programa
ConSurf revelou que a regido do sitio catalitico e seus arredores sdo altamente conservados
(Figura 14D).

Sendo assim, esses resultados em conjunto corroboram para a robustez do modelo da
nsP4-CHIKV obtido através do AlphaFold2, sendo este modelo utilizado nas analises

computacionais com o composto LabMol-309 que serdo descritas a seguir.

5.7  Docking molecular e dinamica molecular do complexo nsP4-CHIKV-LabMol-309

A investigacdo do possivel modo de ligacdo do composto LabMol-309 na nsP4-
CHIKY foi realizada através de calculos de docking molecular (24) e que foram realizados em
colaboracdo com a Dra. Melina Mottin (Universidade Federal de Goids - UFG, Goiania,
Brasil). Este método é comumente utilizado nos estudos de descobrimento de farmacos e é
capaz de predizer a conformacdo de pequenas moléculas ligantes dentro de um sitio de
ligacdo alvo, identificando os posicionamentos mais favoraveis e computando as possiveis
interacdes existentes no complexo formado. (24,133)

Para o complexo nsP4-CHIKV-LabMol-309, os calculos de docking foram realizados
utilizando o servidor DockThor, centralizando na regido do sitio ativo. Os resultados
sugeriram que o LabMol-309 se liga ao sitio ativo da nsP4-CHIKYV, interagindo com residuos
da regido GDD (Asp466 e Asp467), com um escore de energia de -7,15 Kcal/mol-1.
Adicionalmente, o LabMol-309 realiza ligacbes de hidrogénio com os residuos Glu369,
Asp466, Aspa67, Glys507, Args73 e interacdes de cation-r com o residuo Lys295 (Figura
15). O atomo de nitrogénio do grupo inddl e a amina do grupo piridina do composto fazem
interacdes relevantes com Asp466 e Asp467, respectivamente. Além disso, o grupo indol

também realiza interagdo cation-r com Lys295.
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Figura 15 - Modelo de interacdo entre a nsP4-CHIKVA e o LabMol-309, obtido através dos célculos de
docking. A) Representagdo em 3D das interagdes entre os residos da nsP4-CHIKVe o LabMol-
309. As ligacbes de hidrogénio estdo representadas pelas linhas pontilhadas na cor cinza e as
interagBes cation-r pela linha pontilhada verde. Os 4tomos de oxigénio, nitrogénio e hidrogénio
estdo mostrados em vermelho, azul e branco, respectivamente. Os 4tomos de carbono do LabMol-
308 estdo representados em rosa e 0s dos residuos proteina estdo em cinza. Os residuos cataliticos
da regido GDD entdo destacados em negrito. B) Diagrama de interacdo 2D do LabMol-309 com a
nsP4-CHIKYV. As ligacBes de hidrogénio estdo representadas pelas linhas pontilhadas na cor cinza
e as interacBes cation-r pela linha pontilhada verde. Os residuos cataliticos da regido GDD estdo
destacados em azul.

Fonte: Elaborada pela autora.

Apesar dos resultados de docking fornecerem informacbes consistentes sobre o
possivel modo de interacdo e os principais residuos envolvidos, é importante ressaltar que este
método fornece estas informacdes a partir de um modelo estético. Portanto, a utilizacdo das
simulacdes de dindmica molecular surge como uma ferramenta importante para complementar
as informacdes obtidas no docking, permitindo uma validacdo desses modelos obtidos. (134-
135) Com isso, e possivel observar se ocorre a permanéncia do ligante no sitio durante o
tempo de simulagéo, a manutencao das interagdes previamente propostas no docking. (136)

Sendo assim, o complexo nsP4-CHIKV-LabMol-309 foi avaliado através de
simulagdes de dinamica molecular e que foram realizadas em colaboracdo com o Dr. icaro
Putinhon Caruso (Universidade Estadual Paulista — UNESP-IBILCE, Sao José do Rio Preto,
SP, Brasil). O desvio quadratico médio (RMSD, do inglés root mean square deviation) foi um
dos parametros considerados para avaliar a estabilidade estrutural do complexo. A Figura
16A apresenta os valores de RMSD para os atomos da cadeia principal da proteina e os
atomos (com excecdo dos hidrogénios) do ligante, a partir da estrutura inicial do complexo
que foi obtida nos calculos de docking. Assim, € possivel observar que os valores de RMSD
sdo estaveis ap0s 5 ns de simulacdo e atingem platés em torno de 0,3 e 0,5 nm para a proteina

e o ligante, respectivamente.
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Figura 16 - Avaliagdo da estabilidade estrutural através de simulagBes de dindmica molecular do modelo do
complexo nsP4-CHIKV-LabMol-309. A) Analise de RMSD para os atomos da cadeia principal da
proteina (linha preta) e os atomos (ndo hidrogénios) do composto (linha cinza). B) Numero de
contatos entre os atomos da nsP4-CHIKV e do LabMol-309 a distancias inferiores a 0,6 nm. C)
Numero de ligagdes de hidrogénio formadas entre a proteina e 0 composto.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em relacdo a manutencdo das interacbes, a Figura 16B mostra que o ndmero de
contatos < 0,6 nm entre nsP4-CHIKV e LabMol-309 ndo cai para zero ao longo da simulacéo,
indicando que o ligante interage com a proteina durante todo o tempo avaliado. O nimero de
ligacBes de hidrogénio é estavel ao longo das simulacfes e apresenta um valor médio de trés
ligacbes (Figura 16C). Uma avaliacdo das ligacdes de hidrogénio com significativo
percentual de ocupancia (< 5%, Tabela 6) durante a trajetoria, revela que Glu369, Asp371,
Asp466, Aspd67, Asnd68, Lys501 e Arghb73 sdo importantes para a estabilizacdo do
complexo proteina-ligante. Vale destacar que o Glu369 e 0 Asp371 apresentaram percentuais

de ocupacdo superiores a 70%.
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Tabela 6 - Percentuais de ocupacdo das ligacBes de hidrogénio formadas entre a nsP4-CHIKV e o LabMol-309,
através de simulagdes de dinamica molecular de 100 ns. Em negrito, os percentuais significativos de
ocupacdo das ligacbes de hidrogénio (superiores a 5%).

Doadores Aceptores Percentual de
Residuo atomo Residuo atomo ocupagao (%)
LYS295 NZ LABMOL-309 N2 0.010
LYS295 NZ LABMOL-309 N3 0.030
ASN468 N LABMOL-309 N4 0.020
LYS492 NZ LABMOL-309 O1 0.160
LYS492 NZ LABMOL-309 02 0.020
LYS501 NZ LABMOL-309 01 1.070
LYS501 NZ LABMOL-309 02 19.158
TYR504 OH LABMOL-309 N1 0.080
GLY507 N LABMOL-309 N1 0.010
LYS527 NZ LABMOL-309 N1 0.010
LYS527 NZ LABMOL-309 N2 0.500
LYS527 NZ LABMOL-309 N3 1.020
ARG573 NE LABMOL-309 N1 1.380
ARG573 NH1 LABMOL-309 O1 0.030
ARG573 NH1 LABMOL-309 02 3.620
ARG573 NH1 LABMOL-309 N1 5.659
ARG573 NH1 LABMOL-309 N2 0.180
ARG573 NH2 LABMOL-309 O1 0.040
ARG573 NH2 LABMOL-309 02 7.219
ARG573 NH2 LABMOL-309 N1 7.019
ARG573 NH2 LABMOL-309 N2 0.330
ARG573 NH2 LABMOL-309 N3 0.010
TYR574 OH LABMOL-309 N1 0.080
LABMOL-309 O1 ASP371 OD1 11.049
LABMOL-309 O1 ASP371 OD2 88.341
LABMOL-309 O2 GLU369 OE1l 73.973
LABMOL-309 02 GLU369 OE2 27.697
LABMOL-309 N2 ASP467 OD2 0.010
LABMOL-309 N2 TYR504 OH 0.200
LABMOL-309 N2 TYR574 OH 0.890
LABMOL-309 N4 THR370 OG1 0.030
LABMOL-309 N4 ASP466 OD1 1.120
LABMOL-309 N4 ASP466 0oD2 0.460
LABMOL-309 N4 ASP466 @) 5.489
LABMOL-309 N4 ASP467 OoD1 43.086
LABMOL-309 N4 ASP467 OD2 15.968
LABMOL-309 N4 ASN468 OD1 9.699
LABMOL-309 N4 ASN468 ND2 0.020
LABMOL-309 N4 ASN468 o] 0.010

Fonte: Elaborada pela autora.

Compilando as analises de dindmica molecular aqui apresentadas, pode-se concluir
que o modelo estrutural do complexo nsP4-CHIKV-LabMol-309 foi considerado estavel ao

longo da simulacdo.
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5.8 Ensaios celulares

Os dados obtidos para o composto LabMol-309 e a nsP4-CHIKV aqui apresentados
corroboram e fornecem evidéncias sélidas para a ocorréncia da interacdo entre estas duas
moléculas. No entanto, esses resultados ainda ndo sustentam uma conclusdo de que de fato o
composto apresenta potencial inibitdrio na replicacéo viral.

A caracterizacao bioquimica da atividade das polimerases dos Alfavirus representa um
cenario desafiador, uma vez que estas proteinas ndo desempenham efetivamente a sua funcéo
isoladamente, o que dificulta o estudo da sua atividade a partir de uma proteina purificada.
(61) Diferentes regides da nsP4-CHIKV reconhecem 0s promotores para as fitas negativa e
positiva, porém a ligacdo a estes promotores requer a presenca de outras proteinas nédo
estruturais para a formacéo do complexo de replicacdo e a sintese do RNA viral. (54,61,137)

Tomar e colaboradores (2006) demonstraram que o reconhecimento do molde e a
ativacdo da nsP4 via interacGes proteina-proteina, requerem a presenca da poliproteina viral
P123. (138) Em outro trabalho, a nsP4 de SINV foi expressa em E.coli, purificada e a
atividade de polimerase também foi observada somente na presenca da poliproteina P123.
(137) Recentemente, Lello e colaboradores demonstraram que as nsP4 dos Alfavirus SINV,
CHIKV, ONNV, BFV, RRV, SFV, MAYV, VEEV, e EILV isoladamente, apresentavam
niveis minimos de atividade de polimerase. (59) Utilizando um sistema de trans-replicase
consistindo em dois modulos funcionais relativamente independentes (nsP4 e P123), foi
demonstrado que a nsP4 destes Alfavirus citados foi ativa somente quando combinadas com
as suas respectivas P123. (59) Adicionalmente, Tan e colaboradores (2022) avaliaram a
atividade de polimerase das nsP4 de SINV e RRV e como resultados, as proteinas isoladas
apresentaram atividade baixa, com menor eficiéncia que a RdRp do virus da Dengue
(DENV), utilizada como controle positivo. (62)

Dessa forma, esses achados corroboram para o fato de que a nsP4 de Alfavirus
produzida isoladamente néo sintetizam eficientemente 0 RNA, a menos que combinada com a
poliproteina P123 obtida a partir de extratos celulares. (137,139-140) Apesar desta
dependéncia ja ser bem documentada na literatura, outras informacdes sobre as interacfes
exatas que ocorrem entre essas proteinas dentro do complexo durante a replicacdo, bem como
a interacdo com fatores do hospedeiro ainda permanecem pouco caracterizadas. (54)

Dadas essas limitagdes, ndo foi possivel avaliar o efeito do LabMol-309 diretamente
na atividade enzimatica da nsP4-CHIKV purificada. Entretanto, diante da relevancia de se

obter informacdes da atividade antiviral de um potencial composto, essas limitacfes foram
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contornadas com a utilizacdo ensaios baseados em replicon e também ensaios antivirais com
células infectadas com o CHIKYV repdrter (CHIKV-nanoluc).

Os sistemas replicon vem sendo utilizados ha décadas como uma abordagem
promissora no descobrimento de novos farmacos antivirais, permitindo a triagem e
identificacdo de potenciais inibidores. (141) De forma geral, sdo sistemas subgenémicos auto-
replicativos, nos quais o0s genes que codificam as proteinas estruturais do virus séo
substituidos por um gene repdrter, permitindo a deteccdo luminescente (utilizacdo de
luciferases) ou fluorescente (utilizacdo de proteinas fluorescentes) da replicacdo do RNA.
(142) Assim, a transfeccéo de células susceptiveis com o replicon resulta em uma expressao
transiente da proteina repoérter, cujo nivel de atividade reflete a extensdo da replicacédo viral
em um dado periodo de tempo. Dessa forma, moléculas que causam inibicdo da replicacdo
causam diminuicdo da expressdo desta proteina reporter, permitindo a deteccdo deste efeito.
(141)

O fato de ndo codificar as proteinas estruturais oferece uma vantagens a este sistema,
pois ndo necessita de niveis de biosseguranca elevados para a realizacdo dos ensaios, uma
vez que os sistemas ndo sdo infectantes. (141) Entretanto, é importante ressaltar que em sua
maioria, sdo sistemas que permitem ensaios com moléculas que possivelmente afetam apenas
a nivel de replicacédo viral, ndo sendo adequados para estudos com moléculas que interferem
na entrada, montagem ou liberagéo viral. (142)

No que se refere especificamente ao CHIKV, a utilizacdo de células BHK-21
contendo construcdes de replicon de CHIKV ja foram reportadas em triagens de alto
rendimento de inibidores de replicacdo viral. (143-144) O mesmo sistema também foi
utilizado para avaliar a atividade anti-CHIKV de outros compostos e diferentes flavonoides.
(145-147) Sendo assim, a avaliacdo do composto LabMol-309 em sistema replicon de
CHIKYV foi realizada em colaboragcdo com a Dra. Rafaela Sachetto Fernandes (Universidade
de Séo Paulo — USP-IFSC, S&o Carlos, SP, Brasil) e os ensaios foram realizados de modo
concentracdo-dependente para a avaliacdo do efeito e determinagdo das concentracGes
efetivas (ECsp) e citotdxicas (CCsp).

As células transfectadas com o replicon foram incubadas com dilui¢fes seriadas de 2
vezes 0 composto (de 20 a 0,03 uM para ECs; e de 100 a 0,30 uM para CCsp) e 0s sinais de
luciferase ou a viabilidade celular foram avaliados apds 48 horas. O LabMol-039 apresentou
um valor de ECsp de 10,0 £ 0,07 pM e demonstrou um CCs de 17,1 £ 0,6 uM (Figura 17). A
partir deste resultado, o indice de seletividade obtido (CCso/ECsq) do LabMol-039 foi de SI=
1,7.
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Figura 17 - Efeito do composto LabMol-309 no sistema replicon de CHIKYV. Os resultados sdo representativos
de dois experimentos independentes e realizados em duplicatas A) Curva de ECs, gerada a partir da
incubacdo das células com o composto em diluicdo seriada de 20 uM a 0,03 uM, durante 48h. A
atividade Gluc foi medida utilizando o sobrenadante celular. B) Curva de CCs, gerada a partir da
incubacdo das células com o composto em diluicdo seriada de 100 puM a 0,3 uM, durante 48h. A
viabilidade celular foi medida utilizando o sobrenadante celular .

Fonte: Elaborada pela autora

Em comparagdo com outros estudos que também utilizaram sistemas replicon de
CHIKV, o valor de ECs, obtido para o LabMol-309 foi menor do que os valores ja reportados
para outros compostos (143,146), reforcando o seu potencial como um promissor candidato
para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento desta infeccdo. Em relacdo ao Sl
obtido, os dados sugerem que apesar da atividade observada, modificagdes quimicas no
composto sdo necessarias para otimizar a eficiéncia e reduzir a sua toxicidade.

De forma complementar, ensaios com culturas celulares infectadas com CHIKYV foram
conduzidas em colaboracdo com o grupo da Profa. Ana Carolina Gomes Jardim
(Universidade Federal de Uberlandia — UFU, Minas Gerais, Brasil). As células BHK-21
foram infectadas com o CHIKV-nanoluc, que consiste em um CHIKV recombinante
expressando o reporter Nanoluciferase, em uma multiplicidade de infeccdo (MOI, do inglés
multiplicity of infection) de 0,1, com diluigéo seriada de fator 2, variando de 0,78 a 100 uM.
Os niveis de atividade da Nanoluciferase, que séo proporcionais a replicagdo viral, foram
avaliados 16 horas ap0s a infeccéo. (adaptada de (90-91))

Paralelamente, ensaios de viabilidade celular foram conduzidos para a determinagao
da CCsy e para o controle ndo tratado do ensaio foi utilizado o DMSO 0,1% (Figura 18).
Assim, os resultados demonstraram que o composto LabMol-309 apresentou EC50 de 5,2 uM
em células BHK-21 infectadas com o CHIKV-nanoluc e um CCs de 52 uM em células BHK
naive, durante o periodo de incubagdo de 48 horas. Sendo assim, a relagdo entre 0 ECsp € 0
CCs resultou em um SI de 10.
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Figura 18 - Efeito do composto LabMol-309 na viabilidade de células BHK-21 e na replicagdo do CHIKV-
nanoluc. As células BHK-21 foram tratadas com o LabMol-309, numa faixa de concentracdo de
0,78 a 100 uM, na presenga ou auséncia do CHIKV-nanoluc durante 16h. A replicacdo viral foi
quantificada através da medigdo da atividade da Nanoluciferase (indicado por e) e a viabilidade
celular foi medida utilizando o ensaio de MTT (indicado por ®). Resultados representativos de dois
experimentos independentes realizados em triplicata. As barras de erros representam o0s desvios
padrdo. Figuras e andlises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 8.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em conjunto, os resultados obtidos nos ensaios com o replicon e nos ensaios celulares
antivirais, sugerem que o LabMol-309 é uma molécula potencial a ser avaliada como
inibidora da replicacdo do CHIKV. As diferencas nos valores obtidos para células BHK-21
naive e BHK-CHIKYV sdo aceitaveis, uma vez que diferentes fatores estdo envolvidos nestes
ensaios (Tabela 7). Como exemplo, nos ensaios antivirais, o virus estd efetivamente
infectando as células e desenvolvendo todos os estagios do seu ciclo replicativo. Isso significa
qgue o tratamento com o LabMol-309 pode estar atuando mesmo antes da formacdo do
complexo de replicagdo. Alternativamente, nos sistemas replicon BHK-CHIKYV, os sistemas
transfectados nas células ja estdo formados quando o tratamento inicia o que pode impactar na

efetividade da atividade antiviral em um curto periodo de tempo.

Tabela 7 - Efeito do composto LabMol-309 na viabilidade de células BHK-21 (CC50) e na replicacdo do
CHIKV (EC50) durante 16h de tratamento.

Indice de

Composto Tipo de ensaio CC EC
. g > » Seletividade (S)

CHIKV-nanoluc

e células BHK- 52 5.2 10
LabMol-309 21
Replicon BHK-
17.1 10.0 1.7
CHIKV

Fonte: Elaborada pela autora.
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Adicionalmente, a presenca do replicon pode causar alteracdes na resposta celular ao
composto, 0 que explicaria a maior toxicidade apresentada nestes sistemas. Este efeito isolado
predominantemente observado nas células com replicons pode ser explicado pelas diferencas
nos periodos de incubacdo utilizados nos experimentos de atividade antiviral (48 horas para
0s ensaios com replicons comparado a 16 horas nos ensaios de infeccdo viral). A exposicao
prolongada das células ao composto pode resultar em uma maior toxicidade (148), o que
reforca a importancia de estudos adicionais de perfil farmacocinético e de toxicidade em
modelos animais.

Até 0 momento, esta é a primeira descricdo do composto LabMol-309 como um
inibidor de replicacdo de CHIKYV e o seu valor de EC50 relativamente baixo apresentou-se em
niveis similares a outros inibidores de replicacdo de CHIKV reportados, enfatizando o
potencial antiviral deste composto. (149-150) Neste contexto, os resultados obtidos para 0s
ensaios antivirais sugerem que o LabMol-309 é uma molécula em fase inicial de descoberta e
que apresentou consideravel potencial para ser posteriormente otimizada, visando reduzir sua

citotoxicidade e aumentar o seu indice de seletividade nestes ensaios.
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6 CONCLUSOES

Diante da auséncia de tratamentos especificos para a infec¢do causada pelo CHIKV,
faz se importante o entendimento, a nivel molecular, das proteinas envolvidas no processo de
replicacdo viral e assim, a utilizagdo destas como alvos para o desenvolvimento de novos
farmacos antivirais. Neste capitulo, focado na polimerase nsP4-CHIKYV, foi possivel a
obtencdo da proteina purificada e a sua caracterizacdo através de métodos biofisicos e
computacionais, gerando informagdes estruturais e dindmicas que ainda ndo haviam sido
reportadas na literatura para polimerases de Alfavirus. A alta prevaléncia de estruturas
secundaria helicoidais foi observada através de CD, que também mostrou que a nsP4-CHIKV
desenovela seguindo uma transicdo cooperativa durante a desnaturacdo térmica e uma
transicdo ndo cooperativa durante a desnaturagdo quimica. O efeito da temperatura neste
comportamento e nos pardmetros termodindmicos foi complementado através de DSC,
indicando um processo controlado cineticamente.

Considerando a nsP4-CHIKV como um alvo promissor, uma triagem de compostos
foi realizada através de DSF, e um composto denominado LabMol-309 foi identificado. A
interacdo entre eles foi validada através de MST e apresentou afinidade na faixa de baixo
micromolar. Experimentos de RMN foram utilizados adicionalmente para avaliar a interacdo
da nsP4-CHIKV com LabMol-309 e os resultados demonstraram a ocorréncia de perturbacoes
no deslocamento quimico, confirmando a ocorréncia da interacdo entre essas moléculas.
Considerando a auséncia de estrutura tridimensional da nsP4-CHIKV resolvida
experimentalmente, foi gerado um modelo desta proteina através do AlphaFold2 e que foi
utilizado para os calculos de docking molecular e dindmica molecular do complexo formado
pela nsP4-CHIKV e o LabMol-309. Assim, foi sugerindo o possivel modo de ligagdo deste
composto e a sua permanéncia no sitio ativo foi demonstrada durante o tempo de simulagéo
utilizado. Por fim, a atividade inibitoria do LabMol-309 foi avaliada em ensaios celulares
utilizando sistema replicon de CHIKV e também com virus repérter CHIKV-nanoluc,
demonstrando o potencial inibitério deste composto.

Em resumo, este capitulo destaca caracteristicas biofisicas da nsP4-CHIKV e também
a identificacdo de um novo composto promissor para ser otimizado como um agente antiviral
para o tratamento da Febre Chikungunya. Assim, estes resultados contribuem para o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos tendo como alvo a nsP4-CHIKV e trazem
novas informacdes para o progresso da areas de estratégias terapéuticas para CHIKV e outras

infeccdes causadas por Alfavirus.
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7 CAPITULO II: PROTEINA PLpro — PAPAIN LIKE PROTEASE DO SARS-CoV-2

7.1 Ovirus SARS-CoV-2: isolamento, epidemiologia e cenério atual

Em dezembro de 2019, a populagdo mundial presenciou o surgimento do novo
Coronavirus, denominado SARS-CoV-2, que foi identificado pela primeira vez na provincia
de Wuhan, na China (6). Desde entdo, a sua dispersdo ocorreu rapidamente, impactando a
economia e os sistemas de saude publica de todo o mundo. Isso fez com que em margo de
2020, a Organizacdo Mundial de Saude declarasse como uma situacdo de pandemia. (7) A
doenca causada pelo SARS-CoV-2 foi denominada COVID-19 (do inglés, Coronavirus
Disease 2019) e desde o seu surgimento até abril de 2022, foram confirmados mais de 515
milhdes de casos, incluindo mais de 6 milhdes de dbitos. (151)

Filogeneticamente, o SARS-CoV-2 é um betacoronavirus e pertence ao mesmo
subgénero dos coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Severa (SARS-CoV, do inglés
severe acute respiratory syndrome coronavirus) e da Sindrome respiratoria do Oriente Médio
(MERS-CoV, do inglés Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), responsaveis pelas
epidemias de 2002 e 2013 respectivamente. (152) A forma exata que o SARS-CoV-2 se
originou ainda nao foi completamente elucidada, porém € amplamente proposto que tenha se
originado de animais, ocasionando uma transmissdo zoondtica. Assim, analises genémicas
sugerem que este virus tenha evoluido a partir de uma cepa encontrada em morcegos e existe
a hipotese de que avancou para hospedeiros intermediarios como os pangolins, até chegar aos
humanos. (153)

Assim como outros virus de RNA, a alta dispersdo favorece o aparecimento de
mutacdes e assim, 0 surgimento de novas variantes ao longo do tempo. De acordo com a
OMS, desde o inicio da pandemia, uma série de variantes emergiram, apresentando diferencas
em relacdo a cepa ancestral. (154) Dentre elas, sdo consideradas variantes de preocupagao
(VOCs, do inglés variants of concern) aquelas potencialmente mais transmissiveis ou
virulentas, causar reducdo na neutralizacdo por anticorpos obtidos através de infeccéo natural
ou vacinacdo e até mesmo as variantes capazes de gerar uma diminuicdo na eficacia
terapéutica ou vacinal. (154)

A Alfa (B.1.1.7), foi a primeira variante de preocupacgéo descrita e isolada no Reino
Unido, em Dezembro de 2020. As variantes Beta (B.1.351) e Delta (B.1.617.2) também foram
identificadas em Dezembro de 2020 na Africa do Sul e india, respectivamente. Em Janeiro de

2021, variante Gama (P.1) foi identificada no Brasil. Por fim, a variante Omicron (B.1.1.529)
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foi reportada pela primeira vez na Africa do Sul em Novembro de 2021, apds um rapido
aumento do nimero de casos reportados. (154)

Além das variantes de preocupacdo, também existem as variantes de interesse (VOIs,
do inglés variants of interest), que sdo cepas que foram identificas com mutacdes e que
atualmente ainda estdo sob investigacdo dos especialistas a fim de verificar as alteracbes na
capacidade de transmissdo, resposta ao tratamento e entre outros fatores. Entre ela, estdo as
variantes Epsilon (B.1.427 / B.1.429, Estados Unidos), Zeta (P.2, Brasil), Theta (P.3,
Filipinas), Lota (B.1.526, Estados Unidos), Kappa (B.1.617.1, india) e Lambda (C.37, Peru).
(154) Diante deste cenario, o sequenciamento gendmico periddico de amostras virais é de
fundamental importancia, especialmente em um contexto de pandemia, pois ajuda a detectar
novas variantes genéticas do SARS-CoV-2. (155)

Desde o seu isolamento até os dias atuais, 0 SARS-CoV-2 ja se espalhou por mais de
223 paises. De acordo com dados recentes apresentados pela OMS, as variantes ja foram
reportadas em mais de 200 paises ao redor do mundo, sendo a variante Omicron ja reportada
em 76 paises desde a sua primeira identificacdo. (156) Em relacdo a distribuicdo por paises,
os Estados Unidos lideram o nimero de casos confirmados e de mortes, seguido do Brasil e
da india. (154,157)

Mesmo diante dos grandes impactos causados nesta pandemia, € importante ressaltar
os esforcos extraordinarios que foram mobilizados em todo 0 mundo, para buscar estratégias
de contencdo desta situacdo devastadora. Isso resultou no desenvolvimento emergencial de
vacinas, em uma velocidade nunca vivenciada pela comunidade cientifica e pela populacdo
mundial. (154) Apos os resultados obtidos nos ensaios clinicos de fase 111 e a aprovagéo pelos
orgéos regulatorios de cada pais, as vacinac6es iniciaram e as doses de refor¢o ja estdo sendo
realizadas. Até abril de 2022, mais de 11 milhdes de doses de vacina foram administradas em
todo o mundo (mais de 4 bilhées de pessoas completamente vacinadas) e no Brasil esse
numero ultrapassa 400 mil doses. (151)

Apesar desses avancos significativos, alcancar a cobertura de toda a populacéo
mundial ainda representa um grande desafio e 0 tempo para iSSO ocorrer permanece
indeterminado. Somado a isso, 0 aparecimento de novas variantes faz com que o0s protocolos
vacinais necessitem de constante revisao quanto a cobertura e eficacia. (154) Portanto, mesmo
no contexto da existéncia das vacinas, a busca por tratamentos eficazes ainda se faz
imprescindivel para 0 manejo da epidemia, uma vez que a cobertura vacinal e a emergéncia

de novas variantes sugerem que casos de COVID-19 ainda continuaréo a acontecer.
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7.2  COVID-19: aspectos gerais, diagndstico, tratamento e profilaxia

A COVID-19, como ficou conhecida a doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, é
transmitida através de goticulas durante o contato proximo e desprotegido com pessoas
contaminadas. (158) De forma geral, apresenta-se como uma sindrome respiratéria, seguindo
um padrdo semelhante ao previamente observado em 2002 nas infec¢bes por SARS-CoV.
(159-160) O estégio inicial da COVID-19, também chamado de fase branda, é caracterizado
por um perfil sintomatol6gico semelhante a um quadro gripal, apresentando febre, tosse seca,
mialgia e anosmia ou até mesmo pode se apresentar na forma assintomatica. Neste estagio,
também podem ocorrer sintomas menos comuns como diarreias, dores de cabeca, nduseas e
alteragBes oftalmicas. (161)

A expressiva resposta inflamatoéria gerada nessa infec¢do pode fazer com que a doenca
progrida para a fase severa, sendo essa progressao dependente da resposta imunolégica do
hospedeiro e a existéncia de comorbidades associadas. (159) Esse estagio mais grave da
doenca é caracterizado por uma debilitacdo respiratéria grave, com saturacdo de oxigénio
igual ou abaixo de 93%, infiltrados pulmonares, arritmias, alteracbes na coagulacdo e
complicacBes trombdticas, tornando necessaria a internacdo do paciente com intubacdo
respiratoria e podendo levar ao Obito. (159,162) Nesta fase, alguns sintomas mais criticos
também podem ocorrer, como acidose metabdlica, choque séptico e faléncia multipla dos
6rgdos. (158)

Em relagcdo ao diagndstico, a deteccdo do material genético viral € considerado o
método de escolha para a confirmacdo da COVID-19 e é realizado através da coleta de
amostras nasofaringeas ou de saliva, durante a fase de viremia da doenca (1 a 7 dias do
aparecimento dos sintomas). (163) O método utilizado é a reacdo em cadeia da polimerase
com transcriptase reversa (RT-PCR), que possibilita a amplificagdo e assim a deteccdo do
RNA viral. Para esta fase, também estdo disponiveis testes rapidos de detec¢do de antigenos
virais, que sdo baseados no método de imunocromatografia e que fornecem um resultado
qualitativo em alguns minutos. (164) Ja os métodos sorologicos, sdo utilizados para as fases
pos viremia e tambem para verificar o contato prévio com o virus, e baseiam-se na deteccéo
de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 em amostras de soro, através de ensaios
imunoenzimaticos ou de quimioluminescéncia. (165) Adicionalmente, exames de imagem
como a tomografia computadorizada e radiografias consistem importantes ferramentas

auxiliares de diagnostico e para 0 acompanhamento da evolucéo clinica dos pacientes. (163)
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Ao contrario dos metodos de diagnostico que foram rapidamente estabelecidos e
padronizados para 0 SARS-CoV-2, o desenvolvimento de tratamentos eficazes inicialmente
andou a passos bem mais lentos, uma vez que a COVID-19 ainda estava sendo compreendida
quanto aos seus aspectos fisiopatologicos. Assim, diante da grave situacdo, surgiu uma
urgéncia pela busca e tentativa de tratamentos experimentais e também as estratégias de
reposicionamento de farmacos. (154) A partir disso, com os esfor¢os de varios grupos de
pesquisa ao redor do mundo, progressos significativos foram alcancados e resultaram no
desenvolvimento de vacinas e novas abordagens terapéuticas em uma velocidade sem
precedentes. (154)

Sendo assim, opgBes de tratamento para a COVID-19 vem surgindo e algumas delas ja
estdo disponiveis para uso emergencial em alguns paises e outras ainda estdo sob avaliacdo
dos orgdos regulatérios. Os antivirais como molnupiravir (166), nirmatrelvir (167) e
remdesivir  (168) e também anticorpos monoclonais como as  associagdes
bamlanivimab/etesevimab (169) (BLAZE-1), casirivimab/imdevimab (REGN-COV?2) (170) e
sotrovimab, surgem como possibilidades de tratamento durante o estagio de replicacdo viral.
(154) Para a fase mais inflamatéria da doenca, anti-inflamatdrios corticosteroides como a
dexametasona (171) e também agentes imunomoduladores (baricitinib (172), tocilizumab
(173)), bem como a combinagdo destes, também sdo considerados como possibilidades de
tratamento. (154)

No que se refere a profilaxia da COVID-19, as medidas de satde publica e controle de
infeccdo sdo de suma importancia para prevenir ou diminuir a a transmissdo do SARS-CoV-2.
No entanto, 0 passo mais crucial para a contencdo desta pandemia global é a vacinacdo da
populacdo. Atualmente, esse cenario se apresenta com a seis vacinas aprovadas, que ja estéo
sendo disponibilizadas para a populacdo e que foram desenvolvidas baseadas em diferentes
plataformas vacinais. (154)

Dentre elas, a Coronavac é uma vacina de virus inativado, desenvolvida pela industria
chinesa Sinovac, a qual foi realizada a transferéncia de tecnologia para o Instituto Butantan.
As vacinas baseadas em vetor viral ndo replicativo (Adenovirus) sdo as desenvolvidas pela
Janssen, Oxford/AstraZeneca e também a vacina russa SputnikV desenvolvida pelo Instituto
Gamaleya. A tecnologia das plataformas de vacinas de RNA mensageiro também teve
notdrios avancos, com o desenvolvimento das vacinas da Pfizer e a da Moderna. (154) No
Brasil, as vacinas que encontram-se aprovadas pelos 6rgaos regulatérios e disponiveis para a

vacinacgdo da populagdo sdo a Coronavac, a Oxford/AstraZeneca, a da Pfizer e a da Janssen.
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(174) Além dessas, outras vacinas estdo em fase de desenvolvimento e os estudos clinicos
vem sendo conduzidos em varios paises ao redor do mundo.

Apesar das vacinas representarem um grande avango no manejo da pandemia, ainda se
faz necessaria e imprescindivel continuar a busca por alternativas terapéuticas, como 0s
antivirais, uma vez que a cobertura vacinal e a emergéncia de novas variantes sugerem que

casos de COVID-19 ainda continuardo a acontecer.

7.3 Genoma, proteinas e replicacdo do virus SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae, género Betacoronavirus e é um
virus envelopado, com RNA de fita simples com polaridade positiva. O seu genoma &
considerado o maior comparado ao demais virus de RNA (aproximadamente 30 kb) (Figura
19) e codifica para duas poliproteinas (ppla e pplb), que ao serem clivadas originam 16
proteinas ndo estruturais. Essas proteinas participam do processo de replicacdo viral e
interacdo com fatores do hospedeiro. (175) O genoma também codifica para genes estruturais,
originando quatro proteinas (S, N, M e E), que tem como fun¢Bes a montagem da estrutura
viral, interacdo com receptores celulares, entrada do virus na célula e a interacdo com
anticorpos. (176-177) Adicionalmente, 0 genoma também apresenta 0s genes acessorios, que
originam sete proteinas acessorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8 e 9b) cujas funcdes especificas ainda
ndo sdo completamente elucidadas. Tanto para as proteinas estruturais quanto acessorias, a
traducdo ocorre via RNAs subgendmicos (SgRNA) recém-sintetizados nas células infectadas.

(175)

Genes estruturais
5-UTRT

senes nao . struturais ; .
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7b
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Genes acessorios
Figura 19 - Representacdo esquemdtica do genoma do SARS-CoV-2. Em azul claro estdo os quadros de leitura
aberta (ORF1a e ORF1b) que codificam para as 16 proteinas ndo estruturais. Em cinza, a ORF que
codifica para as quatro proteinas estruturais e em verde os genes que codificam para as proteinas
acessorias.
Fonte: Elaborada pela autora.

Dentre as proteinas nao estruturais, nsP1 atua afetando a maquinaria da célula
hospedeira através da ocupacéo do canal de ligacdo ao mMRNA do ribossomo, impedindo entéo
a traducdo de proteinas celulares. (158) A nsP2 se liga as proteinas proibitinas 1 e 2 da célula
hospedeira e também exerce influéncia no ambiente celular. A nsP3 possui 0 dominio

protease (PLpro, do inglés papain like protease) que é responsavel pelo processamento da
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poliproteina viral e também possui atividade de desubiquitinacdo das proteinas celulares,
contribuindo nos processos de evasdo da resposta imune. (175) As nsP4 e nsP6 formam
vesiculas de dupla membrana associadas aos complexos de replicacdo e traducdo. (178) A
nsP5 (Mpro ou 3CLpro, do inglés main protease ou chimiotripsin like protease,
respectivamente) também apresenta a funcdo de protease e participa do processamento da
poliproteina viral, juntamente com a PLpro. (179)

A nsP12 é a RNA-polimerase dependente de RNA (RdRp), responsavel pela
elongacdo do RNA viral e também possui atividade de nucleotidiltransferase. As nsP7 e nsP8
sdo fatores acessorios que atuam juntamente com a nsP12, aumentando significativamente a
ligacdo da nsP12 ao primer de RNA. (158) Além disso, a nsP8 também apresenta funcdo de
primase e atividade de adenililtransferase (TATase). A nsP9 é uma proteina de ligacdo ao
RNA e a nsP13 possui atividade de helicase. (178) A nsP14 é uma exoribonuclease e também
tem atividade de guanosina-N7 metiltransferase (N7-MTase), realizando o capeamento do
RNA. A nsP15 é uma endoribonuclease uridina-especifica e também atua como um
antagonista de interferon e a nsP5 ¢ uma ribose 2’-O-metiltranferase, atuando também no
capeamento do RNA gendémico. Por fim, a nsP10 atua como cofator para as proteinas nsP14 e
nsP16. (178)

Em relacdo as proteinas estruturais, sao elas: spike ou superficie (S), membrana (M),
envelope (E) e nucleocapsidica (N) . De forma geral, as proteina S, M e E sdo incorporadas ao
envelope para a formacdo da particula viral, caracterizando a sua estrutura. (180) A proteina
S, apresenta-se em uma organizacdo trimérica e participa diretamente na ligacdo ao receptor
celular da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2, do inglés angiotensin-converting
enzyme 2), possibilitando a entrada do virus nas células susceptiveis e assim iniciando o
processo de infecgdo. (181) A proteina E atua formando um canal iénico na membrana viral e
provavelmente também exerce influéncia na patogenicidade. J4 a M, é uma glicoproteina
transmembrana importante para a morfogénese e brotamento viral, pois realiza interacdes
diretas com as proteinas S, E e N. (178) A proteina N se liga ao RNA gendmico e faz o seu
empacotamento como um complexo ribonucleoproteico. (182) Em relacdo as proteinas
acessorias, suas funcbes especificas ainda sdo insuficientemente compreendidas, mas
acredita-se que elas possam atuar na regulacdo da resposta do hospedeiro e na adaptacéo viral.
(178)

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 inicia com o0 ancoramento na célula alvo através da
interacdo da proteina S com os receptores ACE2. (176) A serinoprotease transmembrana

humana 2 (TMPRSS2, do inglés transmembrane serine protease 2), presente na membrana
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celular, realiza uma clivagem na proteina S que resulta em alteragdes estruturais que ativam
essa proteina e permitem a fusdo do virus com a membrana celular. (183) Tanto os ACE2
quanto TMPRSS2 sdo expressos em varios tipos de células, mas apresentam alta expresséo
em células do pulmaéo, epitélio intestinal e células endoteliais. (183)

Apo6s a fusdo, o RNA gendmico (gRNA) é liberado no citoplasma e ocorre a
descompactagdo das ligagdes com as proteinas N, através da acdo das proteases celulares.
(178) Por ser um virus de RNA com polaridade positiva, 0 seu gRNA ja atua diretamente
como mRNA, iniciando a traducdo das ORF1a e ORF1b em poliproteinas e também serve de
molde para a sintese do RNA complementar de polaridade negativa. As poliproteinas geradas
sdo processadas pelas proteases PLpro e Mpro, liberando as proteinas virais, que irdo interagir
e formar o complexo de replicacéo e transcricédo viral. (178)

Subsequentemente, é iniciada a sintese do RNA subgenémico (SgRNA) e esse
processo ocorre dentro de vesiculas dupla membrana. Os sgRNA recém sintetizados saem
dessas vesiculas e codificam as proteinas estruturais e as proteinas acessorias, que sdo
liberadas. (184) Por fim, novos gRNA sdo gerados, encapsulados pelas proteinas N e
envolvidos pelo envelope viral. (182) Sendo assim, as novas particulas virais montadas sao
liberadas para infectar outras células e continuar o processo de disseminacdo do SARS-CoV-
2. (178)

7.4 Proteina PLpro do SARS-CoV-2 como alvo para a busca de inibidores

A proteina nsP3 (~200 kD), uma proteina multifuncional que compreende até 16
dominios e regides diferentes. O dominio proteolitico da nsP3 é conhecido como PLpro, que
apresenta como principal funcdo o processamento da poliproteina viral, sendo essa acéo de
forma conjunta e coordenada com a protease principal, denominada Mpro (do inglés, main
protease). (175)

A PLpro faz parte da classe das cisteino-proteases e apresenta enovelamento
semelhante a papaina (‘“Papain-like fold). (185) Seu sitio ativo possui geometria semelhante
ao da PLpro do SARS-CoV e é formado pela triade catalitica que consiste em cisteina,
histidina e um &cido aspartico (C112, H273 e D286). (186) Além disso, apresenta quatro
subsitios, também chamados de bolsos, que sdo os S1, S2, S3 e S4. A PLpro reconhece 0s
motivos tetrapeptidicos do tipo LXGG, localizados na poliproteina viral ppla e hidrolisa a
ligacdo peptidica no lado carboxilico da glicina na posi¢do P1, liberando as proteinas nsP1,

nsP2 e nsP3. (187) Ao contrario da Mpro, a PLpro reconhece uma maior diversidade de
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substratos. (179) Os subsitios S1 e S2 ligam-se apenas aos residuos de glicina, enquanto o
subsitio S3 tolera grupos aromaticos, hidrofébicos e carregados positivamente. J& os S4,
reconhece apenas residuos hidrofébicos e tem preferéncia por leucina. (187)

Em relacdo a estrutura tridimensional da PLpro de SARS-CoV-2, esta ja foi resolvida
experimentalmente e disponibilizada através dos cddigos de identificacdo PDB ID: 7CMD
(186), 6WX4 (188) e 6WIC (ainda ndo publicada) (Figura 20)

=3

Figura 20 - Estrutura tridimensional da PLpro de SARS-CoV-2, resolvida experimentalmente através de
Difracdo de Raios-X (PDB ID: 7CMD (186). A representacédo foi colorida por perfil de estrutura
secundaria, onde as folhas estdo representadas em amarelo, as hélices em roxo e azul, e as
estruturas de voltas em ciano.

Fonte: Elaborada pela autora.

Além da funcdo de processamento, a PLpro também participa da resposta viral de
evasao ao sistema imune através da sua atividade de desubiquitinacdo, afetando a etapa de
modificacdo pds traducional das células hospedeiras. (175,189) Devido a essas funcgdes
relevantes no processo de replicacdo do SARS-CoV-2, a PLpro é uma enzima que vem sendo
amplamente estudada como um interessante alvo para a busca de farmacos inibidores para o
tratamento da COVID-19. (175)

Dessa forma, ao inibir a fungéo desta enzima, o processamento da poliproteina estaria
comprometido e consequentemente a replicagdo ndo ocorreria de forma efetiva, reduzindo a
carga viral no hospedeiro. (179) Adicionalmente, a inibicdo da PLpro, também favoreceria o
reestabelecimento da resposta imune inata do hospedeiro, auxiliando na recuperacdo da
infeccdo. (179)
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8 OBJETIVOS

De forma complementar, e como parte do esfor¢co emergencial do CIBFar/CEPID para
contribuir com pesquisas relacionadas a pandemia de COVID-19, foi incluido o projeto de
busca por moléculas antivirais para o alvo protease PLpro do virus SARS-CoV-2. Dessa
forma, foram adicionados 0s seguintes objetivos a serem conduzidos neste projeto de

doutorado e que serdo apresentados no Capitulo II:

10 Clonagem do gene codificante em vetores de expressdo visando maxima expressao
soltvel da PLpro;

11 Otimizacdo das condigdes de expresséo e purificacdo proteica;

12 Padronizagdo de ensaio de atividade enzimética da PLpro;

13 Triagem de candidatos a inibidores da PLpro através de ensaio de ponto Unico;

14 Avaliacdo da inibicao através de ensaios de concentracdo-resposta;

15 Ensaios celulares de inibi¢éo de replicacdo viral;

16 Publicacdo dos dados em revistas cientificas internacionais.
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9 METODOLOGIA

9.1 Clonagem e expressdo em larga escala da PLpro de SARS-CoV-2

A sequéncia para o fragmento génico codificante da proteina PLpro de SARS-CoV-2
foi identificada e amplificada a partir do cDNA procedente de amostras de SARS-CoV-2
inativadas, fornecidas pelo grupo do Prof. Edison Durigon do ICB-USP. O produto da
amplificacdo foi enviado ao grupo do Prof. Flavio H. da Silva (Universidade Federal de S&o
Carlos — UFSCar, Séo Carlos - Sdo Paulo, Brasil) onde foi clonado em vetor de expresséo
pET-28 e gentilmente disponibilizado ao nosso grupo. Essa construcdo contém uma cauda de
hexa-histidina (6Xhis-tag) na regido C-terminal. O vetor foi transformado em cepas
bacterianas E. coli Rosetta e a expressdo em larga escala da proteina foi realizada em meio
LB (Lauria Bertani), onde as culturas bacterianas foram crescidas sob agitacdo a 37 °C até que
as densidades opticas a 600 nm (D.O.00 nm) atingissem 0,6. Na sequéncia, a expressdo foi
induzida por 0,5 mM de IPTG e 1 mM de sulfato de zinco (ZnSQ,) e apds a inducdo, as
culturas foram mantidas a 18°C por 20 horas. Ao final do periodo de expressdo, as células
foram separadas por centrifugacgéo e ressuspendidas em tampdo de lise (50 mM Tris-HCI pH
8,0, 150 mM NaCl, 10 mM Imidazol e 2 mM de DTT). Foi realizada a etapa de lise quimica
utilizando 250 pg/mL de lisozima e 10 U/mL de benzonase (Cellco Biotec). Em seguida, as
celulas foram submetidas a lise celular mecénica através de desmembramento ultrassonico
(sonicacgdo) e apos isso, o lisado celular obtido foi centrifugado a 12.000 x g, durante 30 min e

a 4°C, para a obtencéo da fragdo soltvel.

9.2  Purificacdo da PLpro de SARS-CoV-2

Todas as etapas de purificacdo foram realizadas por métodos cromatograficos,
utilizando sistema semi-automatizado AKTA Pure 25 (GE Healthcare) com monitoramento
da absorbancia em A = 280 nm (UV) e condutividade. A primeira etapa foi a cromatografia
por afinidade a metal imobilizado (IMAC) utilizando a coluna Histrap HP. A fracdo soluvel,
separada na centrifugacdo, foi passada na coluna utilizando uma bomba de eluicdo e em
seguida foi conectada ao AKTA para as etapas de lavagem e eluigdo. A eluicdo ocorreu com
tampé&o contendo 50 mM Tris-HCI, pH 8,5, 150 mM NaCl, 250 mM Imidazol e 1ImM DTT e
a fracdo eluida foi coletada. A segunda etapa cromatografica de purificacao foi a gel filtracdo,
utilizando a coluna Superdex 75 16/60 e o tampé&o de gel filtracdo (20 mM Tris-HCI pH 7,4,

100 mM NaCl e 1 mM TCEP). A pureza da amostra e seu progresso durante as etapas de
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purificacdo foram acompanhadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-
PAGE). As amostras finais de proteina foram concentradas utilizando concentradores MWCO
(Vivaspin, Sartorius) com tamanho de corte de 10 kDa até atingir a concentracdo de
estocagem e foi adicionado 5% de glicerol antes do armazenamento em freezer a -80°C. A
concentracdo da proteina foi determinada utilizando espectrofotdmetro Nanodrop 1000
spectrophotometer, considerando as absorbancias medidas a 280 nm e o coeficiente de

extingdo tedrico de 45.270 M*cm™.

9.3  Ensaios de inibi¢do da atividade enzimética

O ensaio de atividade enziméatica da PLpro SARS-CoV-2 foi padronizado utilizando
diferentes concentracGes de enzima e do substrato enzimatico fluorescente, a fim de obter as
condicdes adequadas de deteccdo de intensidade de fluorescéncia para o ensaio. O substrato
enzimatico fluorescente utilizado foi o Abz-TLKGG//APIKQ-EDDnp, que possui em suas
extremidades as sondas fluorescentes Abz (4cido aminobenzoico) e EDDnp (2,4-dinitrofenil-
etilenodiamina). Este substrato foi sintetizado e gentilmente disponibilizado pela Profa. Maria
Aparecida Juliano (Universidade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP, S&o Paulo, Brasil). Para
0s ensaios, foi padronizada a concentracéo final da enzima de 70 nM, o substrato fluorescente
na concentragdo final de 127 uM e o ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos. A
proteina foi diluida em tamp&o de ensaio (50 mM HEPES pH 7.5, 0.01 % Triton e 5 mM
DTT) e incubada com 10 uM de cada composto ou peptideo, a 37 °C durante 30 minutos.
Apos isso, 0 substrato diluido em tamp&o de ensaio foi adicionado e a atividade enzimatica
mensurada em espectrofluorimetro Spectramax Gemini EM (Molecular devices), com A=

320 nm e Aem= 420 nm, a 37 °C durante 30 minutos.

9.4  Triagem de compostos atraves do ensaio de inibicdo enzimatica de ponto Unico

Os compostos e peptideos disponiveis em laboratério foram agrupados em cinco
diferentes séries, gerando um total de 1265 moléculas. A série de Inibidores de Proteases (9
proteinas) foi obtida através de colaboracdo com a Profa. Maria Luiza Vilela Oliva
(Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP, Sdo Paulo — Brasil) e as séries de Peptideos
Hecates (45 peptideos) e Peptideos derivados da Bothopstoxina-1 (11 peptideos) foram
sintetizadas e fornecidas em colaboracdo com o Prof. Eduardo Maffud Cilli (Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP, Araraquara, Brasil). Ja as séries

Pandemic Response Box (400 compostos), Pathogen Box (400 compostos) e Malaria Box
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(400 compostos) sdo provenientes da organizagdo internacional Medicines for Malaria
Venture (MMV). Os compostos ou peptideos que apresentaram percentual de inibicdo da
atividade enzimatica de no minimo 70% foram selecionados e foram testados no ensaio

seguinte de concentracdo-resposta (1Csp).

9.5  Ensaios de concentracdo-resposta (1Csp)

Os ensaios de concentracdo-resposta foram realizados para obter os valores de
concentracdo capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (ICsp). As concentracdes de enzima
e substrato fluorescente foram mantidas de acordo com a padronizacdo e 0S compostos ou
peptideos foram diluidos serialmente em uma faixa de 10 uM a 0.02 uM. Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados foram analisados através do software Origin,
utilizando o ajuste a funcéo de Hill para obter o 1Cs para cada composto ou peptideo.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 Obtencdo da PLpro de SARS-CoV-2 purificada

O protocolo utilizado para as etapas de clonagem e expressédo, bem como o protocolo
adotado para a purificacdo da PLpro foram padronizados e possibilitaram a obtencdo da
proteina purificada. O dominio PLpro de SARS-CoV-2 faz parte da proteina nsP3 e é
formado por 318 aminoacidos, apresentando peso molecular estimado de 35.903 Da (35,90
kDa). A construcdo utilizada contém o dominio caracteristico peptidase e os residuos
cataliticos cisteina C112 e a histidina H273, que sdo responsaveis pela sua funcéo (Figura
21A).

A

SNAEVRTIKVFTTVDNINLHTQVVDMSMTYGQQOFGPTYLDGADVTKIKPHNSHEGKTFYVLPNDDTLRVEAFEYYHTT
DPSFLGRYMSALNHTKKWKYPQVNGLTSIKWADNNCYLATALLTLOQIELKFNPPALODAYYRARAGEAANFCALILA
YCNKTVGELGDVRETMSYLFQHANLDSCKRVLNVVCKTCGQQOTTLKGVEAVMYMGTLSYEQFKKGVQIPCTCGKQAT
KYLVQOESPFVMMSAPPAQYELKHGTFTCASEYTGNYQCGHYKHITSKETLYCIDGALLTKSSEYKGPITDVFYKENS
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Figura 21 - A) Sequéncia de aminoacidos da proteina PLpro de SARS-CoV-2. Em vermelho, regido da
sequéncia aonde esta localizado o dominio peptidase. Em verde e destacado de amarelo, as
CYS112 e HIS 273, que formam o sitio catalitico. B) Gel de acrilamida 12,5% das fracGes eluidas
durante a gel filtracdo: M, marcador de peso molecular; F.S., fracdo sollivel do lisado pos
centrifugagio; Ft, fragdo que ndo se ligou na coluna, também chamada de “flow through”; Elu,
eluicdo da proteina na primeira etapa de afinidade; GF, fracdo correspondente ao pico da gel
filtracdo, onde esta presente a PLpro de SARS-CoV-2 purificada (35,90 kDa). C) Cromatograma
obtido na etapa de purificacéo de gel filtracdo.

Fonte: Elaborada pela autora.

A PLpro foi obtida em sua forma sollvel e os contaminantes foram eliminados ao
longo das duas etapas de purificagdo (Figura 21B). Na ultima etapa, de gel filtracdo, foi
possivel observar o aparecimento do pico principal referente a PLpro (Figura 21C), com
volume de retencdo de aproximadamente 62 mL. As fragOes referentes ao pico foram
coletadas e a presenca da proteina confirmada através de um gel de poliacrilamida (Figura
22B).
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10.2  Triagem de compostos através do ensaio de inibicdo enzimatica de ponto Gnico

Com a obtengdo da PLpro pura e ativa, foi possivel iniciar a busca por moléculas
inibidoras. Para os ensaios de triagem foram utilizadas moléculas pertencentes a séries
disponiveis no laboratério e provenientes de grupos colaboradores. Para isso, foram
realizados ensaios enzimaticos de ponto-Unico, utilizando o substrato especifico da PLpro
Abz-TLKGG//APIKQ-EDDnp, que possui regido de clivagem correspondente a sequéncia
encontrada na juncdo entre as nsP2 e nsP3 na poliproteina viral. Este substrato possui em suas
extremidades as sondas fluorescentes Abz (4cido aminobenzéico) e EDDnp (2,4-dinitrofenil-
etilenodiamina) e, quando ocorre a clivagem do substrato pela enzima, tem-se a liberacdo do
EDDnp, permitindo a deteccdo do processo através da fluorescéncia. Sendo assim, ao
adicionar a molécula, caso ela tenha efeito inibitorio, ird causar uma diminuicéo da clivagem
do substrato pela enzima e, dessa forma, € feita a medicdo da atividade catalitica
remanescente da enzima frente a adicdo do inibidor.

Nesta etapa, foram avaliadas um total de 1265 moléculas e as que causaram uma
inibicdo da atividade enzimatica superior a 70% foram consideradas para a proxima etapa
(Tabela 8). Dentre o total de compostos e peptideos avaliados, 26 (correspondendo a
aproximadamente 2% do total) seguiram para 0s ensaios de concentracdo-resposta para a
determinacdo da concentracao inibitoria de 50% da atividade da enzima, o ICsp. A préxima
secdo que descreve os resultados obtidos para esses ensaios foi dividida para cada série
avaliada.

Tabela 8 - Séries de moléculas utilizadas nos ensaios de ponto-Unico para triagem de moléculas inibidoras.
Estdo apresentados os numeros de compostos/peptideos de cada série e o nimero de
compostos/peptideos que apresentaram inibicdo da atividade enzimatica superior a 70%.

SERIE N.° DE COMPOSTOS/PEPTIDEOS INIBICAO > 70%
Inibidores de Proteases 9 6
MMV Pandemic Response Box 400 4
MMV Pathogen Box 400 0
MMV Malaria Box 400 0
Peptideos Hecates 45 5
Peptideos derivados da 11 11

Bothropstoxina-I
Fonte: Elaborada pela autora.
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10.3 Ensaios de concentracdo-resposta (1Csp)

10.3.1 Série de Inibidores de Proteases

A série de Inibidores de Proteases foi obtida em colaboragéo com a Profa. Maria Luiza
Vilela Oliva (Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP, Sdo Paulo — Brasil) e é
composta por 9 proteinas inibidoras de proteases, provenientes de plantas brasileiras e com
algumas modificacdes no que se refere ao seu processo de obtengdo (forma nativa e forma
recombinante). Nesta série, 6 inibidores causaram a efeito de inibicdo da PLpro e foram
testados no ensaio de concentracao-resposta (Tabela 9). As curvas obtidas neste ensaio, bem
como os resultados de ICsy obtidos para cada componente da série estdo demonstrados na

Figura 22.

Tabela 9 - Descrigdo da série de Inibidores de Proteases que apresentaram inibicdo superior a 70%,
com os seus respectivos codigos de identificacdo, nomes e pesos moleculares (em kDa) e
valores de ICsy (com 0 desvio padrdo e em micromolar).

Cddigo Inibidor de Protease P.M. (kDa) 1Cso (UM)
#A BbCI (Bauhinia bauhinoides — inibidor de cruzipaina) 18,00 2,93+0,01
#B BbKI (Bauhinia bauhinoides — inibidor de calicreina) 18,40 1,90+0,1
#C BbKI (Bauhinia bauhinoides — inibidor de calicreina) - 18,40 1,90 + 0,03

recombinante
#D EcCl (Enterolobium contortisiliquum — inibidor de 18,00 2,34 + 0,01
cisteina)
#E BbCI (Bauhinia bauhinoides - inibidor de cruzipaina) - 18,00 5,77 £ 0,04
recombinante
#G CrataBL (Crateava tapia lectin activity) 20,40 0,69 + 0,02

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 22 - Curvas de concentracdo-resposta para a série de Inibidores de Proteases e os seus valores de 1Cx,.

Fonte: Elaborada pela autora

Como é possivel observar, todos os inibidores apresentaram valores de 1Csq inferiores
a 10 uM. Dentre eles, o CrataBL (#G), foi o que apresentou um menor valor de ICs, (0,69
p1M), com concentracdo na ordem de nanomolar. Este peptideo possui atividade lectinica e é
proveniente da casca da espécie Crateava tapia, conhecida popularmente como tapid,
cabaceira ou pau-d’alho. A estrutura tridimensional do CrataBL j& foi resolvida através de
difracdo de raios-X e depositada em banco de dados (PDB ID: 41HZ e 4110). (190) Em relacao
a sua atividade bioldgica, ja foram reportadas a moderada inibicdo da tripsina (190),
propriedades anticoagulantes (191), antitumorais (190,192), anti-inflamatdrias e analgésicas.
(192) Adicionalmente, propriedades inseticidas tambem foram relatadas para o CrataBL.
(193)

Além do CrataBL, também foram avaliados os inibidores de protease originarios das
sementes da planta Bauhinia bauhinoides, denominados BbKI (PDB ID: 2G0O2, ndo
publicada) e BbCl (PDB ID: 2GZB (194)), que sd&o homodlogos. Os cddigos #B e #C sédo
denominados respectivamente BbKI nativo e BbKI recombinante e sdo classificados como
inibidores de calicreina, que é uma serino protease. Nos ensaios com a PLpro, eles
demonstraram inibicdo da atividade enzimética com 1Cso de 1,90 uM, sem haver diferencga no
perfil de inibicdo entre as formas nativa e a forma recombinante deste inibidor. A comparacéo

entre as atividades enzimaticas dessas duas formas do BbKI ja havia sido reportada,
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demonstrando propriedades inibitorias idénticas entre eles, assim corroborando com os dados
obtidos para a inibi¢do da PLpro no presente trabalho. (195)

Ja os BDCI, também provenientes das sementes da Bauhinia bauhinoides, séo
inibidores da cruzipaina, que € uma cisteino protease de Trypanosoma cruzi. O #A é o BbClI
em sua forma nativa, que apresentou ICsy de 2,93 uM e o #E é o BbCI em sua forma
recombinante obtida através de expressdo heterdloga, que apresentou ICso de 5,77 uM. Em
um estudo que comparou a atividade dessas duas formas, também foi observada a diferenca
de afinidade e efeito inibitorio da BbCI nativa e recombinante sobre a catepsina L e a elastase
neutrofilica humana. (195) Entretanto essas diferencas também ndo foram tdo expressivas e
ocorreram dentro de uma mesma ordem de grandeza. Em relacdo as propriedades bioldgicas
ja reportadas para os BbKI e BbCl, destaca-se a acdo anti-inflamatdria bem estabelecida para
esses peptideos (196-198), e também as propriedades antitumorais (199) e antitromboticas.
(200)

Por fim, o EcCI é um inibidor de cisteino proteases, proveniente das sementes da
planta Enterolobium contortisiliquum, popularmente conhecida como orelha-de-macaco ou
timbalba. Esse peptideo teve acdo inibitdria na atividade da PLpro, com ICsy de 2,34 uM.
Para este peptideo ainda ndo esta disponivel a estrutura tridimensional e estudos vem sendo
conduzidos em relacdo as suas propriedades anti-inflamatorias (201). Interessantemente,
dentro desta série, 0 EcTI (PDB ID 4J2K e 4J2Y (202), que é um inibidor de serino protease
proveniente desta mesma planta, ndo foi efetivo na inibicdo da PLpro.

Como apresentado nesta secdo, esses inibidores de protease (CrataBL, BbKI, BbCl e
EcCl) ja foram estudados em relacdo a algumas atividades bioldgicas, no entanto,
propriedades antivirais ainda ndo haviam sido reportadas. Diante disso, os resultados de
inibicdo da PLpro abrem perspectivas para a realizacdo de testes adicionais, como a avaliagéo
da atividade em culturas virais, que j& foram iniciados em colaboracdo e encontram-se em
andamento. Assim, esses resultados e a continuidade do estudo com essa série gera
possibilidades para a utilizacdo destes inibidores no tratamento de doencas virais, em especial

a infecgéo causada pelo SARS-CoV-2.

10.3.2 MMV Pandemic Response Box

A série de compostos MMV Pandemic Response Box da organizacdo internacional
Medicines for Malaria Venture (MMV) é composta por 5 placas (A, B, C, D e E) e totaliza
400 diferentes compostos para triagens contra doencas infecciosas e negligenciadas. Esses
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compostos séo pertencentes as classes dos antimicrobianos, antivirais e antifingicos e ja sdo
moléculas aprovadas ou que encontram-se em fase de desenvolvimento.

Nesta série, quatro compostos causaram a inibicdo da PLpro de SARS-CoV-2 e foram
testados no ensaio de concentracao-resposta (Tabela 10). As curvas obtidas neste ensaio, bem
como os resultados de 1Csy obtidos para cada um dos compostos estdo demonstrados na

Figura 23.

Tabela 10 - Descri¢do da série de compostos do MMV Pandemic Response Box que apresentaram inibicdo
superior a 70%, com 0s seus respectivos cddigos de identificacdo, nomes, classes farmacoldgicas e
valores de 1Csy (em micromolar).

Placa Cadigo Nome do composto Classe 1Csp (LM)
B (D07) MMV 1579849 P-113D Antimicrobiano 5,60+0,1
B (H06) MMV002459 Tobramicina Antimicrobiano 14,79 £ 0,08
C (E05) MMV1634402 Brilacidin Antimicrobiano 6,93 +£0,02
E (G02) MMV1634397 15C Antiviral 164+0,1

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 23 - Curvas de concentragdo-resposta para a série de compostos MMV Pandemic Response Box e 0s
valores de 1Cs.
Fonte: Elaborada pela autora.

Dentre 0s compostos que prosseguiram para 0S ensaios de concentracdo-resposta, o
composto da placa E (G02) denominado 15C apresentou o maior potencial de inibi¢cdo, com
ICso de 1,64 uM. A atividade antiviral de inibicdo da PLpro do virus SARS-CoV deste

composto foi previamente descrita em um estudo conduzido por Ghosh e colaboradores. (203)
Neste estudo, este composto foi testado em um ensaio de inibi¢do enzimética resultando em
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um ICsp de 0,34 uM e também confirmado através de ensaio celular utilizando células Vero
E6 infectadas com o virus, resultando em uma inibigdo com ECsy de 10,2 uM. (203) Tendo
em vista estes resultados e considerando a alta similaridade entre os coronavirus SARS-CoV e
SARS-CoV-2, é possivel sugerir que o composto 15C apresenta-se como um candidato
promissor para a realizacdo de mais estudos, visando o desenvolvimento de tratamentos
especificos para a infeccdo por esses coronavirus.

Seguindo com os resultados obtidos nesta seérie, 0 composto da placa B (D07),
denominado P-113D, foi capaz de inibir a atividade da PLpro com ICs, de 5,60 uM. O P-
113D é um derivado de histatinas, que sdo pequenos peptideos ricos em histidina e com
propriedades antimicrobianas. Sua atividade foi avaliada em um estudo conduzido por
Giacometti e colaboradores (2005) e mostrou potente efeito antimicrobiano in vitro em cepas
de Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia e Staphylococcus aureus (204).
O P-113D também teve a sua atividade antimicrobiana contra P. aeruginosa demonstrada in
vivo em modelos animais. (205)

O terceiro composto dessa série foi o Brilacidin (placa C, E05), que inibiu a atividade
da PLpro, apresentando ICsy de 6,93 uM. Esse composto € uma molécula sintética ndo
peptidica, mimética de peptideos de defesa do hospedeiro (HDPs, do inglés Host Defense
Proteins/Peptides). Possui atividade antimicrobiana de amplo espectro in vitro contra
bactérias patogénicas gram-negativas e gram-positivas e boa eficacia em ensaios clinicos com
atividade contra S. aureus (206). A utilizacdo desse tipo de molécula em infeccdes virais ja
foi reportada e recentemente, o Brilacidin foi testado através de ensaios celulares utilizando
celulas Vero infectadas com o virus SARS-CoV-2 e demonstrou diminuicéo do titulo viral e
inibigdo de 53% da infec¢do (10uM). (207) Assim, foi sugerida que a acdo do Brilacidin
ocorre através da inibicdo da entrada viral e de etapas iniciais pos entrada. Além disso,
também foi demonstrada a diminui¢do nas copias de RNA genémico produzidas de forma
tardia, demonstrando que o efeito inibidor também estaria ocorrendo a nivel intracelular.
(207)

Correlacionando as informag0es fornecidas por esse estudo com os resultados obtidos
no ensaio de inibicdo da PLpro, pode-se sugerir que o efeito intracelular de inibicdo da
replicacdo ocorra com a inibicdo da PLpro, impactando nas funcdes de processamento e
replicacdo desempenhadas por ela. Evidentemente, uma investigacdo aprofundada da
avaliacdo deste composto a nivel de replicacdo seria necessaria para uma maior confirmacao,

porém os dados aqui apresentados fornecem indicios da PLpro como alvo e reforcam a
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possibilidade de utilizacdo do Brilacidin no tratamento da infec¢do causada pelo SARS-CoV-
2.

Por fim, o Gltimo composto dessa série que inibiu a PLpro foi a Tobramicina (Placa B,
HO06), apresentando um ICsy de 14,79 uM. A Tobramicina é um antimicrobiano pertencente a
classe dos aminoglicosideos e é amplamente utilizado no tratamento de infeccfes bacterianas,
principalmente aquelas causadas por agentes gram-negativos. A investigacdo do efeito
antiviral da tobramicina foi conduzida em um estudo clinico de fase 2, onde foi avaliado o
efeito deste composto no tratamento de conjuntivite viral. (208) Apesar dessa acdo antiviral,
mais estudos sdo necessarios para reforcar o possivel efeito da Tobramicina especificamente
na infeccdo por SARS-CoV-2. No entanto, os dados de inibicdo aqui apresentados séo
motivadores, uma vez que € um antimicrobiano j& aprovado e que pode ser administrado de
forma inalatoria, o que seria interessante devido a localizacdo do virus nas vias aéreas durante
0 curso da infeccdo e assim abrindo possibilidades para o desenvolvimento de um tratamento

topico e com menores efeitos adversos.

10.3.3 Peptideos Hecates

A série de Peptideos Hecates foi obtida em colaboracdo com a Prof. Eduardo Maffud
Cilli (Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP, Araraquara, Brasil) e
é composta por 45 peptideos sintéticos derivados do Hecate. Nesta série, 5 peptideos
causaram a inibicdo da PLpro de SARS-CoV-2 e foram testados no ensaio de concentracdo-
resposta (Tabela 11). As curvas obtidas neste ensaio, bem como os resultados de 1Csy obtidos
para cada um dos peptideos estdo apresentados na Figura 24.

Os Hecates (FALALKALKKALKKLKKALKKAL) sdo peptideos anélogos da
melitina, formados por 23 aminoacidos com alta incidéncia de lisinas (positivos), leucinas e
alaninas (apolares) e que possuem caracteristicas semelhantes a outros peptideos
antimicrobianos como a carga positiva, alto namero de amino&cidos hidrofobicos e estrutura
helicoidal (209). Por serem peptideos liticos, varios estudos mostram as propriedades
antitumorais dos Hecates, no entanto, 0 mecanismo de acao especifico nesta funcdo ainda ndo
foi completamente elucidado. (210-212)

Os compostos e peptideos conjugados constituem uma nova classe de moléculas de
interesse bioldgico para o tratamento de doencas, e nesse caso, a possibilidade de conjugacéo
do Hecate com outras moléculas torna-se uma abordagem interessante para o0

desenvolvimento de novos compostos ativos. (209) Sabe-se que a regido N-terminal dos
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peptideos catidnicos é uma regido importante para a sua atividade bioldgica e a capacidade de
permeabilidade celular, dessa forma, conjugacdes e modificacBes quimicas nesta regido

podem levar a alteragdes de suas propriedades. (213)

Tabela 11 - Descricdo dos componentes da série de Peptideos Hecates que apresentaram inibicdo superior a
70%, com 0s seus respectivos nomes, grupamentos conjugados a cadeia principal do Hecate, pesos
moleculares (em Dalton) e valores de 1Cs, (em micromolar).

Nome do composto Grupamento conjugado P.M. (Da) 1Cso (UM)
Bz-Hecate Benzil (N-terminal) 2.640,31 5,62+0,2
Hecate-K-(AG) Lisina com Acido galico (C-terminal) 2.688,40 17,03+£0,2
Acetil-Hecate Acetil (N-terminal) 2.578,30 2,14 + 0,02
K-Hecate Lisina (N-terminal) 2.664,50 5,62 0,03
Hecate Sem conjugacao 2.530,30 8,27+ 0,1

Fonte: Elaborada pela autora

1907 1Cgy = 5,62 uM = 197 I1C5 = 17,03 uM 1™ ICxo=214M T
3 801 [ 80 - [| 81 /
S 60 \ 60 | CI 60 i
K : |
2 a0 | 40 || 404
£ ‘ |
20 + 20 /r' 20
04 —‘—-—-'7./ 0 —t Oda & -~
0.'1 ; 1Y0 0,01 0:1 1 1I0 0:1 :I 1'0
Log [Bz-HECATE] (uM) Log [HECATE-K-(AG)] (M) Log [Acetil-HECATE] (M)
1907 1C50 = 5,62 pM I 1007 1050 = 8,27 pM /
3 807 / 80 /
2 60 60- ‘f’
2 /l
2 404 7 40 /
£ | /
20 / 20 ,"I
R ."/ 04 ¢ S
i AP
0,1 1 16 0:1 1 1Iu
Log [K-HECATE] (uM) Log [HECATE] (uM)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na série de peptideos avaliados na inibicdo da PLpro de SARS-CoV 2, o peptideo
Hecate ndo modificado, ou seja, sem a conjugacdo com outros grupamentos, foi capaz de
inibir a atividade da enzima com ICsy de 8,27 pM. Considerando esse peptideo como
referéncia da série e comparando esse valor com 0s outros peptideos, a conjugacdo dos
grupamentos Acetil, Benzil e a adi¢do de um residuo de lisina favoreceram as propriedades
inibitdrias, reduzindo os ICsq para 2,14 uM, 5,62 uM e 5,62 UM, respectivamente.

No peptideo que apresentou melhor resultado de inibicao, o Acetil-Hecate (ICsp = 2,14

M), foi feita uma acetilacdo na regido N-terminal. Em condi¢es fisioldgicas, a regidao N-
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terminal dos peptideos encontra-se positivamente carregada e ao adicionar o grupamento
acetil, que é neutro, vai ocorrer uma neutralizacdo parcial dessas cargas, reduzindo a carga
total do sistema. Apesar da carga positiva favorecer os processos de permeabilidade devido a
membrana celular ser carregada negativamente, a acetilacdo N-terminal gera uma maior
estabilizagdo do peptideo, favorecendo as suas propriedades bioldgicas. (214)

De forma similar, para o peptideo Bz-Hecate (ICsp = 5,62 uM), a adicdo do
grupamento benzil na regido N-terminal gerou uma melhora na inibi¢cdo da PLpro quando
comparada ao Hecate sem conjugacdo. A razdo disso provavelmente pode ser a mesma que 0
Acetil-Hecate, ou seja, a adicdo do grupamento neutro embora tenha gerado a reducdo da
carga positiva total, promoveu uma estabilizacéo estrutural no peptideo, o que favoreceu a sua
atuacdo na inibicao.

Outro resultado satisfatério foi obtido para o K-Hecate (ICso = 5,62 uM) que apresenta
conjugacdo com um residuo adicional de lisina na regido N-terminal. Nesse caso, a melhora
na atividade comparada ao Hecate sem conjugacéo reside no fato de que a adigdo do residuo
de lisina reforca a carga positiva do peptideo e isso favorece a sua atividade bioldgica. (213)

O peptideo Hecate-K-(AG) também gerou inibicdo da atividade da PLpro, entretanto
com uma ICsp > 17,03 uM, que foi uma concentragdo superior a obtida para o Hecate sem
conjugacdo. Nesse caso, 0 grupamento &cido galico foi adicionado na regido C-terminal,
preservando a regido N-terminal do peptideo. No mesmo ensaio, também foi avaliada a
atividade do conjugado com o &cido galico (GA-Hecate) na regido N-terminal, porém este nao
gerou inibicdo da atividade da PLpro de SARS-CoV-2. Logo, a conjugacdo do Hecate com o
acido galico na regido C-terminal deixou a regido N-terminal livre e com as cargas positivas
mantidas, o que provavelmente favoreceu a atividade do peptideo.

Apesar desse tipo de conjugacdo com acido gélico ja ter sido reportada, um estudo
conduzido por Sanches e colaboradores (2015) mostrou que o Hecate teve a sua atividade
litica antitumoral reduzida quando conjugado com o &cido galico (AG-Hecate). (209) Isso
ocorreu pois a adigdo desse grupamento removeu a carga positiva da regido N-terminal, o que
diminuiu a atividade bioldgica. Além disso, também foi observado que a adi¢cdo do &cido
galico gerou uma diminuicdo do contetdo helicoidal do peptideo, o que significa que gerou
alteracdes estruturais que podem também ter influenciado em sua menor atividade neste caso,
quando comparado ao Hecate sem conjugacao. (209)

Portanto, pode-se concluir que nesta série de peptideos avaliada, a conjugacdo do
Hecate com os grupamentos benzil, a lisina adicional e principalmente o grupamento acetil,

promoveram melhora na atividade inibitéria do Hecate sem conjugacao. Por serem peptideos



105

que podem ser sintetizados em laboratério e com efeitos bioldgicos e de citotoxicidade ja
reportados, estes resultados abrem perspectivas para estudos celulares e em modelos animais
que reforcem a utilizacdo desses peptideos no tratamento da infeccdo causada pelo SARS-

CoV-2, bem como para outras infecgdes virais.

10.3.4 Peptideos derivados da Bothropstoxina-I

A série de Peptideos derivados da Bothropstoxina-I também foi obtida em colaboracéo
com a Prof. Eduardo Maffud Cilli (Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP, Araraquara, Brasil) e é composta por 11 peptideos sintéticos derivados da porcéo C-
terminal da Bothropstoxin-1. Nesta série, todos 0s peptideos testados (Tabela 12) causaram a
inibicdo da PLpro de SARS-CoV-2 e foram avaliados no ensaio de concentracdo-resposta. As
curvas obtidas neste ensaio, bem como os resultados de 1Cso obtidos para cada um dos
peptideos estdo demonstrados na Figura 25.

Os peptideos que comple essa serie sdo derivados da regido C-terminal da
Bothropstoxin-1 (BthTX-1), que é uma miotoxina isolada do veneno de serpentes Bothrops
jararacussu e que é homologa a Fosfolipase A2 do tipo Lis49 (Lys49-PLA;). Apesar dessa
classe de toxinas ndo apresentar efeito catalitico, a regido C-terminal da BthTX-I ja foi
reportada em relacdo as suas propriedades antimicrobianas. (215) Os peptideos derivados
desta regido terminal, como o p-BthTX-I e seu dimero ligado por pontes dissulfeto ja foram
sintetizados e mostraram atividade antimicrobiana consideravel contra bactérias gram-
positivas, gram-negativas e cepas multi resistentes. (215-216) O produto obtido da
degradacéo sérica deste peptideo, € unido por lisinas e que € denominado des-Lys12,Lys13-
(p-BthTX-I),, demonstrou maior atividade antimicrobiana do que a sua forma dimérica ligada
por pontes dissulfeto. (216) Além disso, também foi demonstrado que estes peptideos nédo
possuem efeito de toxicidade celular, o que torna vantajosa a expansdo da investigacao de seu
potencial bioativo. (215-216) Adicionalmente, quando se pensa em producdo em escala
industrial, esses peptideos apresentam-se vantajosos pois estdo entre 0s menores peptideos
bioativos conhecidos, o que facilita a sua sintese e reduz os custos desse processo. (215)

Neste contexto, modificacdes nas sequéncias de aminoacidos desses peptideos tem se
mostrado como uma estratégia para potencializar os seus efeitos e propriedades bioldgicas.
(217) Além das modificacbes diretamente na sequéncia, a utilizacdo destes peptideos na
forma dimérica apresenta vantagens em relacdo a forma monomérica, como aumento da

atividade antimicrobiana, solubilidade e resisténcia a degradacao por proteases. (218-219)
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Neste trabalho, foi avaliada a atividade inibitéria na PLpro do dimero ligado por lisina
des-Cys11,Lys12,Lys13-(pBthTX-1),K, aqui denominado de (pBthTX-1);K, e de seus
derivados que compdem a série. O (pBthTX-1),K é o peptideo de referéncia e apresentou
atividade de inibicdo com ICsq de 2,40 uM. Para esses ensaios, 0 peptideo Hyalin al (Hy-al),
proveniente do veneno de sapos Hypsiboas albopunctatus (220), foi utilizado como um
controle para investigar interacOes inespecificas com a PLpro, pois este peptideo apresentou

baixa inibicdo da PLpro na concentracdo utilizada.

Tabela 12 - Descri¢do dos componentes da série de Peptideos derivados da Bothropstoxina-l que apresentaram
inibicdo superior a 70%, com 0s seus respectivos nomes, sequéncia de aminoacidos, pesos
moleculares (em Dalton) e valores de ICs, (em micromolar). Nas sequéncias, os destaques em
vermelho representam as alteragdes que foi realizada em cada peptideo. O peptideo Hy-al foi
utilizado como controle para investigar interacdes inespecificas.

Nome Sequéncia de aminoacidos P.M. (Da) 1Cso (UM)
(pPBthTX-1),K (KKYRYHLKPF),K 2868 240+0.1
Al (AKYRYHLKPF),K 2754 350+0.1
A2 (KAYRYHLKPF),K 2754 2.40 £0.03
A3 (KKARYHLKPF),K 2684 1.00 + 0.03
A4 (KKYAYHLKPF),K 2698 2.00+0.03
A5 (KKYRAHLKPF),K 2684 1.90+£0.01
A6 (KKYRYALKPF),K 2736 1.80 £ 0.07
A8 (KKYRYHLAPF),K 2754 2.40 £ 0.05
A10 (KKYRYHLKPA),K 2716 240+0.2
All (KKYRYHLKPF),(K),K 5848 1.40 + 0.02
Al2 (KKYRYHLKPF),K(d-aa) 2868 1.30+0.03
Hy-al IFGAILPLALGALKNLIK-NH, 1865 >10

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 25 - Curvas de concentragdo-resposta para a série de Peptideos sintéticos (série 2) e os valores de ICx.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para os compostos com substituices na sequéncia de aminoacidos, foi utilizado o
aminoacido alanina pois é o aminoacido que possui isomeria Otica com a cadeia lateral mais
simples (grupo metila, -CH3), 0 que o torna uma substituicdo adequada em relacdo aos outros
aminoéacidos com cadeias laterias diferentes. Nos peptideos Al, A2, A4, A6 e A8 foi feita a
substituicdo de um residuo positivo pelo residuo de alanina, enquanto os peptideos A3, A5 e
A10 ocorreu a substituicdo de um residuo aromatico.

Dentre as substitui¢des feitas, os peptideos A3, A4, A5 e A6, apresentaram uma sutil
melhora na inibi¢cdo comparada ao (pBthTX-1),K, com os valores de 1Cso de 1,0 uM, 2,0 puM,
1,9 uM e 1,8 pM, respectivamente. Os peptideos A2, A8 e A10 ndo apresentaram diferencas
de inibicdo quando comparados ao peptideo de referéncia. O peptideo Al, no qual a
modificacdo da substitui¢do por alanina ocorreu na primeira lisina da sequéncia, o 1Cso obtido
foi de 3,5 pM, superior ao do (pBthTX-I);K, sugerindo que essa modificacdo néo

potencializou a inibicéo.
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Os compostos All e Al12, ndo possuem substituicdo por alanina em suas sequéncias e
apresentaram os valores mais baixos de ICsp, sendo 1,4 pM e 1,3 pM, respectivamente. No
All, o peptideo estd em sua forma tetramérica, ou seja, organizado com a unido de quatro
unidades. Essa oligomerizacdo favoreceu a sua atividade, gerando uma diminuicdo da sua
concentracdo inibitéria quando comparada a forma dimérica do (pBthTX-1),K. J& 0o Al2,
encontra-se na forma dimérica, entretanto a sua modificacdo € que 0s aminoacidos estdo na
configuracdo D, diferente dos demais peptideos avaliados que possuem os aminoacidos na
configuracéo L, que é a configuracdo comumente encontrada.

Portanto, apesar dessas diferencas observadas nos valores de I1Cso, € possivel
considerar que toda a série do Peptideos derivados da Bothropstoxina-I foi promissora para a
inibicdo da atividade da PLpro e abriu perspectivas para mais estudos que serdo comentados

na proxima secao.

10.4 Continuidade dos estudos com a série de peptideos derivados da Bothropstoxina-I

Dentre as séries de compostos avaliadas, foi dado o seguimento do estudo com a série
dos Peptideos derivados da Bothopstoxina-lI, com a avaliacdo de seu efeito antiviral em
células infectadas pelo virus SARS-CoV-2. Esses estudos foram realizados pelo grupo do
Prof. Dr. Lucio H. G de Freitas Junior (Instituto de Ciéncias Biol6gicas, Universidade de S&o
Paulo — USP, Sao Paulo, Brasil) e a metodologia e resultados detalhados estdo descritos em
detalhes no artigo publicado. (222)

De forma geral, 0s ensaios de triagem de alto contetdo (HCS, do inglés high-content
screening) foram desenvolvidos para testar o efeito de inibidores na infeccdo e citotoxidade
em células Vero infectadas com isolados clinicos de SARS-CoV-2. (221) O (pBthTX-1);K e
0s peptideos analogos da série foram avaliados tanto em relacéo a atividade antiviral quanto
para verificar se as modificagdes causariam alguma contribuicdo para a inibi¢do viral, uma
vez que no ensaio de inibicdo da PLpro as diferencas nao foram expressivas.

Como resultados, todos os peptideos da série apresentaram inibigdo da infeccédo viral
variando de 4 a 70%, na concentragcdo pontual de 100 uM. Foram realizados os ensaios de
concentragcdo resposta para obter os valores de ECso e foi observada uma similaridade na
potencia inibitoria do (pBthTX-1),K (ECso = 65 uM), A8 (ECsp = 67 uM) e A1l (ECso = 51
MM). O peptideo Al2, que € o D-isdbmero, apresentou atividade antiviral levemente
aumentada dentro da série, com ECsy de 28 uM. Os analogos peptidicos A1-6 e A10, apesar
de terem apresentado atividade anti-SARS-CoV-2, os valores obtidos para 0 ECsy foram
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superiores a 100 puM, o que demonstra menor potencia inibitéria. Adicionalmente, a
citotoxicidade também foi avaliada e apresentou-se baixa mesmo na maior concentracéo
testada (CCsp > 100 puM), com excecao do peptideo A1l (analogo tetrameérico) que causou
efeito citotoxico mesmo em baixas concentragdes (CC50 = 2 uM). (222)

Além dos ensaios antivirais, esta série também foi analisada quanto a interacdo dos
peptideos com a PLpro, através de ensaios de MST. Esses experimentos foram realizados pelo
grupo do Prof. Dr. Rafael V. C. Guido (Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao
Paulo — USP, Sdo Paulo, Brasil) e as afinidades das interacbes com esse alvo foram
confirmadas, apresentando Kp que variaram entre 0,9 e 7 puM. (222) Adicionalmente, o
mesmo grupo também contribuiu neste trabalho com o estudo computacional de Docking da
PLpro com o peptideo representativo da série. Assim, foi possivel estabelecer o possivel
modo de ligacdo, indicando que o peptideo posiciona-se no bolso catalitico da enzima,
gerando um bloqueio ou oclusdo na entrada do substrato especifico da PLpro. (222)

Em resumo, esses resultados obtidos indicam que os peptideos diméricos ndo toxicos
derivados da Bothropstoxina-l — possuem atividades inibitérias celulares e enzimaticas
atrativas, sugerindo assim que sdo prototipos promissores para o desenvolvimento de novas

terapias baseadas em peptideos contra a infec¢do por SARS-CoV-2.
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11 CONCLUSOES

Diante da atual situacdo de pandemia causada pelo SARS-CoV-2 e todo o impacto
gerado por este virus nos ultimos dois anos, faz-se importante os esfor¢os na busca por novas
alternativas terapéuticas capazes de tratar esta infeccdo de forma efetiva. Considerando a
protease PLpro como uma enzima importante para o processamento e replicacdo viral, esta é
um alvo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos. Neste capitulo, focado na
PLpro, foi possivel a obtencdo da proteina purificada e ativa e foi realizada uma triagem de
um total de 1265 compostos e peptideos utilizando ensaios de inibicdo enzimética. Estes
compostos e peptideos foram provenientes de seis diferentes séries e do total, 26 moléculas
foram capazes de causar uma inibicdo superior a 70% da atividade enzimatica e foram
avaliadas em ensaios de concentracdo-resposta.

Na série dos Inibidores de Protease (CrataBL, BbKI, BbCl e EcCI), os valores obtidos
para ICso variaram entre 0,69 a 5,77 UM. A avaliacdo da atividade destes inibidores em
culturas celulares infectadas com o virus ja foram iniciadas em colaboracdo e encontram-se
em andamento. Na série do MMV Pandemic Response Box, quatro compostos
antimicrobianos (P-113D, Brilacidin e Tobramicina) e um antiviral (15C) apresentaram
atividade inibitoria, com I1Csq na faixa de 1,64 a 14,79 uM. Ja a série dos Peptideos Hecate, 0
peptideo de referéncia (o Hecate sem modificacdes) apresentou I1Csq de 8,27 uM, enquanto 0s
demais peptideos que continham modificacbes quimicas (Bz-Hecate, Acetil-Hecate, Hecate-
K-(AG), K-Hecate) apresentaram inibicdo com ICs variando entre 2,14 uM e 17,03 uM.

Por fim, a série dos Peptideos derivados da Bothropstoxina-1, causaram inibicdo da
atividade da PLpro com ICs de 2,4 uM para o peptideo dimérico (pBthTX-1)2K e os outros
10 peptideos analogos modificados apresentaram ICsg entre 1,0 e 3,5 uM. Devido ao notorio
desempenho desta série, foi dada a continuidade com a realizacdo dos ensaios celulares,
resultando em ate 70% da inibicdo da replicacdo do SARS-CoV-2 em células infectadas.
Adicionalmente, ensaios de MST demonstraram que a interagdo entre a PLpro e esses
peptideos ocorre com Kp entre 0,9 e 7,0 uM e as analises de docking sugeriram que 0 modo
de interacdo ocorre através da oclusdo da regido do sitio ativo.

Em resumo, este capitulo destaca a triagem experimental de compostos e peptideos a
inibidores da PLpro do virus SARS-CoV-2 e a identificagdo de 26 moléculas com potencial
inibitério nas faixas de nanomolar e micromolar. Essas moléculas sdo provenientes de
compostos disponiveis no projeto CIBFar (CEPID da FAPESP) e provenientes de

colaboradores externos. Sendo assim, os resultados apresentados neste capitulo contribuem
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para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos tendo como alvo a PLpro e trazem
perspectivas para 0S avangos nas estratégias para o tratamento da infeccdo causada pelo
SARS-CoV-2.
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