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RESUMO

OLIVEIRA, K. I. Z. Biologia estrutural e busca por inibidores da proteina nao-
estrutural NS5 dominio RNA polimerase dependente de RNA do virus Zika.
2021. 99 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2021.

O virus Zika (ZIKV) é um membro da familia Flaviviridae que teve a primeira
ocorréncia relatada no Brasil em abril de 2015. O maior impacto do ZIKV ocorreu
devido a sua associagdo com 0 aumento no niumero de casos de microcefalia em
bebés e fetos de gestantes infectadas com o virus durante a epidemia que ocorreu
no Brasil entre 2015 e 2016. Desde entdo, mais de 240.000 casos de febre Zika
foram notificados no pais, sendo 10.768 casos registrados no ano de 2019 e 6.705
casos provaveis no ano de 2020. Diante desses fatos, muitos estudos encontram-se
em andamento para a busca de candidatos a farmacos eficazes contra o ZIKV.
Dentre as proteinas ndo estruturais, a NS5 desperta grande interesse como alvo
farmacoldgico, devido a ja existir um inibidor de NS5 dominio RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) aprovado para uso clinico contra o virus da Hepatite C.
A RdRp é responsavel pela sintese de RNA de novo, ou seja, sem a necessidade de
um primer para o inicio da sintese. Promove a elongacdo do RNA viral, através da
polimerizacao fazendo o uso de NTPs, garantindo assim a replicacdo viral. A inibicdo
de qualquer uma dessas funcdes acarretaria o impedimento da replicacéo viral.
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi obter a proteina NS5 do ZIKV dominio
RdRp a fim de determinar a sua estrutura tridimensional por cristalografia de raios X,
seguida da descoberta de inibidores. Para isso, planejamos duas construcdes para a
proteina NS5 RdRp: a RdRp_truncada e a RdRp_integral. Com a RdRp_truncada foi
possivel obter cristais que produziram difracdo de raios X, o que possibilitou a
resolucéo da estrutura cristalografica da NS5 dominio RdRp a 1.9 A. Essa estrutura
foi utilizada para realizar a triagem computacional de inibidores, assim como ensaios
biofisicos para a busca de possiveis ligantes. Com a RdRp_integral, foi possivel a
padronizacdo de um ensaio baseado no marcador fluorescente de acido nucleico
SYBR Green |, que monitora a atividade da proteina em tempo real, e que foi
utilizado na busca por inibidores em larga escala. Foi possivel triar a inibicdo de
mais de 500 compostos, incluindo a biblioteca de compostos “drug-like” da
Pandemic Response Box (Medicines for Malaria Venture - MMV) (PRB), e o0s
compostos sintéticos e provenientes de produtos naturais que foram encontrados
por triagem biofisica e virtual. Ao todo, foram identificados 17 potenciais inibidores
da NS5 RdRp, sendo que 9 deles apresentaram inibicdo na faixa micromolar (IC50
<10 yM) e 5 deles apresentaram inibicdo na faixa nanomolar (IC50 < 1 uM). Os
resultados obtidos neste trabalho demonstram que, apesar da auséncia de
estruturas cristalograficas complexadas com ligantes, foi possivel encontrar
moléculas com alta inibicdo, que podem ter sua acdo otimizada por ensaios
computacionais e posteriormente testadas contra a RdRp. Dentre elas, os
compostos provenientes de produtos naturais que se mostraram extremamente
interessantes, em especial os derivados do anel flavonol, que se mostram potentes
na inibicdo da atividade da RdRp.

Palavras-chave: Flavivirus. Zika virus. RNA polimerase dependente de RNA.






ABSTRACT

OLIVEIRA, K. I. Z. Structural biology and search for inhibitors of the non-
structural protein NS5 RNA-dependent RNA polymerase domain of the Zika
virus. 2021. 99 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2021.

The Zika virus (ZIKV) is a member of the Flaviviridae family that was first reported in
Brazil in April 2015. The major impact of ZIKV was due to its association with the
increase in the number of microcephaly cases reported in newborns of pregnant
women infected with the virus during the epidemic that occurred in Brazil between
2015 and 2016. Since then, more than 240.000 cases of Zika fever have been
reported in the country, with 10.768 cases registered in 2019 and 6.705 probable
cases in 2020. Given these facts, many studies are underway to search for
candidates for effective drugs against ZIKV. Among the ZIKV non-structural proteins,
NS5 is of great interest as a pharmacological target, due to the existence of an
inhibitor approved for clinical use against the Hepatitis C virus NS5 RNA-dependent
RNA polymerase domain (RdRp). RdRp is responsible for the de novo synthesis of
viral RNA, that is, without the need for a primer to start the synthesis. It promotes the
elongation of viral RNA, through polymerization using NTPs, thus guaranteeing viral
replication. Inhibition of any of these functions would prevent viral replication. In this
context, the objective of this project was to obtain the NS5 RdRp domain from the
ZIKV in order to determine its three-dimensional structure by X-ray crystallography,
followed by the discovery of inhibitors. For this purpose, we designed two
constructions for the NS5 RdRp protein: the RdRp_truncated and the RdRp_integral.
With the RdRp_truncated, it was possible to obtain crystals that produced X-ray
diffraction, which enabled the elucidation of the crystallographic structure of the NS5
RdRp domain at 1.9 A resolution. This structure was used to perform a computational
screening of inhibitors as well as biophysical assays to search for possible ligands.
With RdRp_integral, it was possible to standardize an assay based on the
fluorescent nucleic acid marker SYBR Green |, which monitors the activity of the
protein in real time, and which was used in the extended search for inhibitors. It was
possible to test the inhibition of more than 500 compounds, including the drug-like
compound library Pandemic Response Box (PRB, Medicines for Malaria Venture -
MMV), as well as synthetic compounds and natural products that were previously
identified by biophysical methods and virtual screening. In all, 17 potential NS5 RdRp
inhibitors were identified, with 9 of them showing inhibition in the micromolar range
(ICs0 <10 uM) and 5 of them showing inhibition in the nanomolar range (ICs0 < 1 uM).
The results obtained in this work demonstrate that despite the absence of
crystallographic structures complexed with ligands, it was possible to find molecules
with high inhibition, which can have their action optimized by computational
approaches and subsequently tested against the ZIKV NS5 RdRp. Among them, the
natural products that have shown good RdRp inhibitory activity seem to be very
promising for further studies, particularly those derived from the flavonol ring.

Keywords: Flavivirus. Zika virus. NS5 RNA-dependent RNA polymerase domain.
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1 Introducao

O virus Zika (ZIKV) é um flavivirus, pertencente a familia Flaviridae, que
possui mais de 70 espécies de virus transmitidas por mosquitos, incluindo os virus
da febre amarela, dengue, encefalite japonesa e do Nilo Ocidental.! Os sintomas
clinicos iniciais decorrentes da infeccdo pelo ZIKV sédo febre moderada, erupcbes

cutaneas, artralgias, dor de cabeca e conjuntivite.?

O primeiro relato do ZIKV foi feito em 1947, na floresta Zika, em Uganda,
Africa.3 O virus foi encontrado no sangue de um macaco Rhesus e, até sua
disseminacdo pelas ilhas do Pacifico, poucos casos de febre Zika foram

documentados, sendo esses raros e geograficamente isolados.*

ApGs a identificacao inicial do virus, o primeiro grande surto ocorreu somente
em 2007, na ilha de Yap, na Micronésia, onde 73% da populacdo foi infectada,
embora sem relatos de mortes ou hospitalizacbes. Porém em 2013/2014, esse
quadro mudou quando, durante um surto na Polinésia Francesa, o ZIKV infectou
mais de 30.000 pessoas, levando algumas dessas a serem hospitalizadas.>®
Durante essa epidemia, foram relatados 42 casos da Sindrome de Guillian-Barré
(SGB), uma doenca que acomete 0s nervos periféricos dos membros superiores e
inferiores, levando a fraqueza progressiva, dificuldade na movimentacdo dos
membros, e, potencialmente, a paralisia das pernas. Estudos sugeriram que esses

casos poderiam estar associados ao ZIKV. "-°

O ZIKV é transmitido por mosquitos do género Aedes, em especial o Aedes
aegypti, razdo pela qual é classificado como um arbovirus (arthropod-bourne virus).
Além da transmissao por mosquitos, ja foram confirmadas transmissées de ZIKV por
relacdo sexual (uma vez que o ZIKV foi encontrado no sémen assim como na urina),
por transfusdo sanguinea, doagcdo de 6rgdos e de maes para prole durante a

gestacéo.10

O Brasil foi o primeiro pais da América do Sul a detectar a presenca de
infeccbes ocasionadas por ZIKV, em abril de 2015, fazendo uso da técnica de
Reacdo da Transcriptase Reversa Seguida de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(RT-PCR) em amostras soroldgicas de pacientes do estado da Bahia.'?> Além dos
sintomas normais do ZIKV, o nimero de casos de SGB aumentou 20 vezes.'® Um

mapa com a disseminacéo global da doenca pode ser observado na Figura 1.
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. Pais com o primeiro relato da ocorréncia virus da Zika em macacos
|:| Paises onde foram relatados o virus da Zika em humanos

|:| Paises sem o relato de casos do virus da Zika

Figura 1 Mapa da disseminac¢do do ZIKV pelo mundo. Em vermelho estd Uganda, pais africano,
onde houve a primeira ocorréncia do ZIKV em 1947, em roxo todos os paises onde houve
relatos de infeccdo pelo ZIKV e em amarelo sdo os paises onde ndo houve nenhum relato
de infeccéo pelo ZIKV.

Fonte: Elaborada pela autora; Adaptada do Centro de Controle e Prevencgédo de Doengas (CDC).%4

No auge da epidemia de FZ no Brasil em setembro de 2015, foi relatado um
aumento substancial no nimero de casos de microcefalia no nordeste brasileiro,'? e
foi sugerida a associacdo desses casos com a infec¢cdo causada pelo ZIKV. Essa
associacao foi confirmada com a detecc¢éo do virus no liquido amniético de mulheres
gravidas de bebés com microcefalia, assim como no cérebro de fetos natimortos

com essa anomalia.l1

Esses resultados indicaram que o ZIKV é capaz de atravessar a placenta e
atacar células progenitoras neurais, induzindo morte neuronal por apoptose e
autofagia, prejudicando, assim, o desenvolvimento neurolégico. Foram relatados,
ainda, casos de calcificacdes cerebrais detectados por tomografia computadorizada,
assim como alteragbes fundoscoOpicas na regido macular em criangas sem

microcefalia ligadas ao ZIKV.15-16

Relatos mostraram que bebés infectados pelo ZIKV no utero também

apresentaram problemas oculares, auditivos e nos membros inferiores. A esse
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conjunto de sintomas a OMS chamou de Sindrome Congénita Zika (SCZ). Em
alguns desses casos, 0 dano cerebral apresentou-se tao significativo que o cranio foi

preenchido com fluido em sua maior parte, diminuindo assim o tecido cerebral.

Médicos no Panam& e na Colémbia relataram alguns casos de méaes que
apresentaram os sintomas do ZIKV durante a gestacdo e os bebés nasceram com

problemas cardiacos, no trato gastrointestinal e nos 6rgdos genitais.'’-18

Assim, em 1 de fevereiro de 2016, devido ao surto do ZIKV e a sua
associacdo a complicacdes neurolégicas e a microcefalia no Brasil (e em varios
outros paises, principalmente da América do Sul), a OMS declarou a FZ como

emergéncia de salde publica de preocupacéo internacional.*®

Dados atuais do Ministério da Saude, mostram que mais de 240.000 casos de
FZ foram notificados no pais desde 2015, sendo 10.768 casos provaveis registrados
no ano de 2019 e 7.119 casos provaveis no ano de 2020.2°2! Além disso, em
relacdo ao numero de casos suspeitos de SCZ de 2015 a 2020, foram notificados

19.492, dos quais 3.563 foram confirmados e 2.913 permanecem em investigacéo.??

Apesar da diminuicdo do numero de casos desde a descoberta da FZ, uma
nova linhagem do ZIKV foi recentemente detectada em circulagédo no Brasil.?® Esses
achados mostram que o virus continua circulando no pais e esta sofrendo mudancas
para adaptacdo aos seus hospedeiros. Assim, apesar da gravidade causada pela
infeccdo por ZIKV, nenhum tratamento profilatico e / ou terapéutico especifico esta
disponivel.

1.1 O virus Zika

Estudos de analises filogenéticas envolvendo sequéncias de genoma
completo e genes especificos identificaram trés linhagens virais: asiatica, africana
oriental e africana ocidental.11?42> As andlises mostraram que a linhagem africana
continua predominantemente em seu ciclo silvestre, envolvendo principalmente
macacos e mosquitos. Ja a linhagem asiatica espalhou-se pelas ilhas do Pacifico e
mais recentemente na América do Sul, Central, México e Porto Rico, infectando

humanos.1326

Estudos com base nos genomas do ZIKV circulante no Brasil no inicio da

epidemia causada pelo ZIKV, demonstraram que as cepas virais brasileiras
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possuem a mesma origem genética que a linhagem asiatica, pois compartilham mais
de 99,7% de identidade sequencial de RNA e 99,9% de similaridade sequencial de

aminoacidos com o ZIKV relatado na Polinésia Francesa em 2013.27

Em 2019, um grupo da Fiocruz identificou a circulacao de linhagens africanas,
até entao inexistentes no Brasil, em duas regides brasileiras — no Sul e no Sudeste —
além de indicios de que essas linhagens ja estdo circulantes no Brasil ha algum
tempo, devido a distancia geografica e a diferenca entre os hospedeiros (uma foi

encontrada em mosquito e a outra, em uma espécie de macaco).2328-29

O ZIKV é formado por particulas esféricas com capsideo icosaédrico e
envelopadas, com aproximadamente 50 nm de diametro.3°-31 Possui um material
genético constituido de RNA de fita simples de cadeia positiva, com
aproximadamente 11 kb, que codifica por uma Unica poliproteina que é clivada em
10 proteinas virais: trés proteinas estruturais - capsideo (C) , envelope (E) e a pré-
membrana (prM ou M) - e sete proteinas ndo estruturais (NS), NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5.32-34 A Figura 2 mostra um esquema da particula viral e do
genoma do ZIKV.
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Figura 2 A particula viral do ZIKV possui um material genético constituido por uma fita simples de
cadeia positiva de RNA, com aproximadamente 11 Kb. Esta fita é traduzida como uma Unica
poliproteina e apds maturagdo é clivada por proteases virais e do hospedeiro em 3
proteinas estruturais e 7 proteinas nao estruturais as NSs.

Fonte: Elaborada pela autora; Adaptada de SINGH, R. K. et al. 3°

O ciclo de replicagéo dos flavivirus ocorre nas células hospedeiras por meio
de endocitose mediada por receptores. Apdés a endocitose, a proteina E sofre
mudancas conformacionais, que sédo induzidas pela diminuicdo do pH vesicular,
resultando na fusdo da membrana viral com a membrana do hospedeiro, o que leva
a liberacdo do genoma que esta ligado ao capsideo. O RNA viral de sentido positivo
(ssRNA+) é liberado no citoplasma e transportado para a superficie do reticulo
endoplasmatico (RE). Esse ssRNA+ é traduzido nos ribossomos para formar a
poliproteina viral, a qual depois de clivada, permite a formacdo do complexo de
replicacdo composto pelas proteinas nao-estruturais, NS3, NS5, NS4B, NS4A,
NS2B, NS2A. Este complexo de replicacdo se liga ao ssRNA+ para, numa primeira
passagem, polimerizar a fita negativa complementar ao genoma viral, assim
resultando em uma fita dupla de RNA (dsRNA), a forma replicativa. Esta molécula de
dsRNA passa a ser o molde com o qual o complexo de replicacdo passa a produzir
muitas cépias do genoma viral de ssSRNA+.
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Estas novas copias do genoma viral repetem amplamente o ciclo de traducéo
ribossdbmica, acumulando em grande quantidade dentro da célula infectada as
proteinas virais estruturais e ndo estruturais. Apds sucessivos ciclos de transcri¢cao e
a traducdo, as mdultiplas cépias do ssRNA+ viral sdo empacotadas juntamente com
as proteinas estruturais C, E e prM em virions imaturos. No trajeto das particulas
virais imaturas do seu locus de formacdo no complexo de Golgi até a membrana
externa, a proteina E passa por mudancas conformacionais e a prM passara por
clivagem, mediada por proteases enddgenas da célula, formando assim a proteina
M madura e a particula viral pronta para eclosédo. As particulas virais maduras serao
liberadas da célula hospedeira por exocitose. 3¢-%° Um esquema do ciclo de

replicacéo viral no hospedeiro pode ser observado na Figura 3.

Citoplasma

O

Endossomo

- o2
RNAviral (ssRNA+) S

‘ Complexo de Golgi

Exocitose

Nucleo

A\ LITNY Poliproteina
1P 7V Reticulo endoplasmatico (RE)

Figura 3 Esquema do ciclo de replicagdo do virus da Zika. A proteina E é responsavel pela ligagao
do virus aos receptores de membrana do hospedeiro, levando o virus a entrar na célula por
endocitose. A redug&o no pH endossomal induz a mudanga conformacional na proteina E
que permite a fusdo das membranas do virus as do hospedeiro O RNA viral é entéo liberado
no citoplasma. O RNA de fita simples (ssRNA+) é traduzido em uma poliproteina, que é
entdo clivada em varias proteinas virais. Os genomas virais se replicam na superficie do
reticulo endoplasmaético (RE). No complexo de Golgi, a proteina prM € clivada, induzindo a
maturagdo dos virions. Por fim a particula viral madura sai da célula por exocitose.

Fonte: Elaborada pela autora; Adaptada de KATO, F et al. 38



31

Como foi possivel observar, as proteinas NSs associam-se para formar o
complexo de replicacdo, que se ancora nas estruturas membranosas do reticulo
endoplasmatico da célula hospedeira, sendo o responsavel pela replicagdo do
genoma viral. As NSs também contribuem para a montagem da particula viral e da
evasao da imunidade inata da célula hospedeira, mostrando-se, portanto, como

alvos para estudos de desenvolvimento de fArmacos antivirais.*°

Dentre as proteinas ndo estruturais, existem duas com fun¢des enzimaticas e
que nao estdo diretamente inseridas na membrana do reticulo endoplasmético ou as

regides transmembranares e despertam especial interesse: a NS3 e a NS5. 4!

A NS3 possui um dominio N-terminal de funcdo protease, que tem como
cofator a NS2B, formando o complexo NS2B-NS3 e um dominio C-terminal, de

funcdo helicase. 4243
1.2 A Proteina N&o Estrutural 5 (NS5)

A proteina NS5 do ZIKV é a maior (900 kDa) e a mais conservada dentre as
proteinas ndo estruturais do ZIKV. 444° Ela é constituida por dois dominios proteicos:
um dominio N-terminal Metiltransferase (Mtase) e um dominio C-terminal com
atividade RNA polimerase dependente de RNA (RdRp).4®

O dominio Mtase é responsavel por gerar um cap na extremidade 5 do RNA
gendmico viral recém sintetizado, que promove a traducédo, além de proteger o RNA

viral da degradacéo pela resposta imune inata celular.*’

O Mtase possui um sitio de ligacdo especifico a ligacdo de S-adenosil-L-
metionina (SAM), cofator essencial para a catalise da metilacdo da guanina na
posicdo N-7, bem como da ribose na posicdo 2’-O. ApGs o processo de metilacdo, a

S-adenosil-L-hemocisteina (SAH) é gerada como um subproduto da reacéo. 394849

O dominio RdRp apresenta-se com uma arquitetura que mostra sua estrutura
em forma classicamente representada como uma mao direita, com trés principais
subdominios que a constituem, que sdo: os dedos, a palma e o polegar. Esses trés
subdominios formam trés canais que possibilitam a entrada do RNA molde, a
entrada de ribonucleotideos trifosfatos (NTPs) e a saida do RNA recém-

sintetizado.%0-52
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Assim, o dominio RdRp é responsavel pela transcricdo do genoma viral, e
sintese de novas fitas de RNA. Esse processo ocorre em trés etapas principais, que
sdo: a iniciagdo de novo, que comeca a sintese de uma nova fita de RNA na
auséncia de um primer ; a transcricdo da nova fita de RNA com a incorporacao de
nucleotideos complementares ao molde sintetizado, prosseguindo na fase de

alongamento da polimerizagdo.5354

Além de exercer sua funcdo de polimerase, o dominio RdRp da NS5 pode
interagir com componentes de RNA e com outras proteinas do complexo de
replicacdo responsaveis pelas varias etapas necessarias a replicacdo do RNA

viral .46
1.3 Busca por um tratamento anti-ZIKV

Tendo em vista 0 grande impacto que a epidemia do ZIKV gerou no Brasil e
no mundo, especialmente em mulheres gravidas, ha um grande esforco da
comunidade cientifica na busca por recursos terapéuticos para a profilaxia e

tratamento da infeccao viral.

pY 7

No que tange a prevencdo, o objetivo maior é o desenvolvimento de uma
vacina eficaz e segura.®®>% Entretanto, esse desenvolvimento tem encontrado
algumas dificuldades, visto que a populacdo-alvo durante o surto sdo mulheres
gravidas ou em idade fértil e homens com possibilidade de transmissdo sexual do
virus. Além disso, o surto da doenca foi breve, o que dificulta a testagem e avaliacéo
das vacinas em estudos clinicos controlados de larga escala. Assim, ndo € possivel
prever a eficacia e a durabilidade da imunidade induzida pela vacina, bem como o
namero de doses necessarias para induzir a imunizacdo, além do impacto dos

anticorpos produzidos com reatividade cruzada para outros flavivirus. 5760

Dessa forma, estudos paralelos na busca por antivirais se fazem necessarios,
visto que, até o momento, ndo ha nada que possa prevenir os danos fetais causados
pela infeccdo de ZIKV durante a gravidez. Assim, um medicamento nao
teratogénico, de baixo ou nenhum risco para o feto seria um recurso fundamental

para o tratamento de mulheres gravidas eventualmente infectadas.*

Diferentes abordagens e metodologias vém sendo estudadas e utilizadas, tais

como: o reposicionamento de medicamentos ja aprovados pela Food and Drug
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Administration (FDA),%-%¢ produtos naturais, -0 triagem de diferentes bibliotecas
comerciais de moléculas bioativas, triagem fenotipica e triagem computacional para
descoberta de novos candidatos a farmacos, "> porém, até o momento, ndo
existem estudos clinicos sendo realizados sobre a seguranca e eficdcia de

compostos para o tratamento de infeccdes pelo virus Zika.

No que se refere a busca por antivirais, as estratégias baseiam-se na busca
por inibidores do virus ou inibidores que atuam em proteinas do hospedeiro que sao
cooptadas pelo virus durante a infeccdo celular, implicando assim nas diferentes
etapas do ciclo de vida viral, desde a ligacdo, entrada e fuséo, até a formacéo do
complexo de replicacéo, reproducédo do genoma e das proteinas estruturais do virus
e 0 subsequente encapsulamento, maturacdo e eclosdo viral.”5"7 Compostos que
agem contra proteinas especificas do virus, como a proteina de envelope viral ou as
proteinas nao-estruturais, sdo denominadas de Antivirais de Acdo Direta (DAA, do

inglés Direct-Acting Antivirals).3"-"7
1.4 Busca por inibidores da atividade da NS5 RdRp do ZIKV

A NS5 apresenta-se altamente conservada entre os flavivirus quando se
analisa o sitio catalitico. O dominio RdRp apresenta-se como um alvo atraente para
o desenvolvimento de farmacos antivirais porque, dentre outros fatores, é ausente
de similares em células humanas, o que contribui para a busca por um antiviral para

essa proteina que seja especifico e portanto mais seguro.6%7®

Foram descritas duas classes de inibidores virais de RdRp: os inibidores
nucleosideos (NIs) e os inibidores nao-nucleosideos (NNIs). Os NIs sé&o
intracelularmente convertidos em uma forma trifosfato e podem competir com o0s
substratos naturais de nucleosideos trifosfatados (NTP), impedindo que o
alongamento da cadeia de RNA seja concluido. Ja os NNIs se ligam ao sitio ativo ou
a sitios alostéricos da RdRp, inativando a enzima ou evitando a ligacdo de
substratos ou alteracdes conformacionais necessérias para que ocorra a sintese de
RNA.7®

by

Estudos relacionados a busca de inibidores para a NS5 mostraram-se
promissores, visto que ja existe uma classe de inibidores de RNA polimerase

descritos na literatura, como por exemplo o medicamento de uso clinico Sofosbuvir
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(Sovaldi®), cujo o alvo é o dominio RdRp da proteina NS5 do virus da hepatite C
(HCV).3371

O Sofosbuvir é um inibidor do tipo NI, analogo de uridina, tratando-se de um
pro-farmaco metabolizado dentro do hepatdcito por enzimas enddgenas, que levam
a formacdo do composto ativo fosforilado, o 2’C-metil-2’fluoro-uridina-5’-trifosfato,
(Figura 4). Este composto se liga ao sitio ativo da RdRp, competindo com os
substratos naturais para a sintese de RNA, 8-81 Estudos computacionais e celulares
mostram que héa possibilidades desse medicamento se ligar ao dominio RdRp de

outros flavivirus.62:82

Sofosbuvir Sofosbuvir
Pré-farmaco Molécula ativa
(o} (0]
| NH | NH
o o N/&O Metabolizagdo 00 o o N/&O
}O N*II‘*O o intracelular . 'O'P\%b‘O—F”’—O o
k % > o C )
o OH F OH F

O

Figura4 O Sofosbuvir € um pro-farmaco, usado no tratamento de HCV, cujo alvo molecular é a
RdRp. A metabolizag&o intracelular produz sua molécula ativa, que atua no sitio de sintese
de RNA, competindo com o0s substratos naturais e impedindo a sintese de RNA.

Fonte: Elaborada pela autora.

Esses estudos demonstram que a RdRp € um alvo valido e apontam para a
importancia da busca por novos candidatos a farmacos anti-ZIKV a partir de

potenciais inibidores da atividade da RdRp.



35

2 Objetivos

O objetivo central deste trabalho foi buscar por inibidores especificos contra a
proteina NS5 RNA polimerase dependente de RNA do virus Zika. Para tal, foi
necessaria a obtencéo e a elucidacédo da estrutura cristalografica do dominio RdRp.
A estrutura da proteina nos auxilia na busca por possiveis ligantes e inibidores a
partir de técnicas bioquimicas, biofisicas e computacionais. Para atingir esse
objetivo central, os objetivos especificos do presente projeto sao:

> Clonagem, expressao e purificacdo da proteina NS5 dominio RdRp de ZIKV
em diferentes construcdes, utilizando sistemas de expressao na bactéria Escherichia

coli;

> Cristalizacdo e determinacdo da estrutura cristalografica da proteina NS5
dominio RdRp de ZIKV;

> Estabelecimento de um ensaio de atividade enzimatica, para avaliar a inibicao

de potenciais compostos inibidores em triagens de larga escala;

> Triagem de compostos por técnicas bioquimicas, biofisicas e computacionais;
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3 Materiais e Métodos

3.1 Planejamento das construcdes proteicas de RARp

Baseado no artigo de Malet et al.®3 foram planejadas duas construcdes
proteicas para a RdRp de ZIKV. Estes autores desenharam e cristalizaram duas
construcdes proteicas para o dominio RdRp do flavivirus West Nile Virus (WNV),
como mostra a Figura 5. Uma é a forma ativa, a qual foi denominada POL1
(residuos 273-905; 3,0 A) e a outra é forma inativa, denominada POL2 (residuos
317-905; 2,3 A). Apbs a cristalizacdo o autor compara as estruturas e conclui que
ambas possuem as mesmas orientacées de residuos dentro do sitio ativo, porém a

resolucédo estrutural obtida para POL2 é mais alta.

Truncada Integral

Figura 5 Malet e colaboradores propdem duas construcdes para o dominio RdRp de WNV, uma
integral e ativa (2HFZ) que ao ser cristalizada apresenta média resolucdo (3,0 A) —
construcdo em azul; e uma construgdo truncada (2HCN), que possui as mesmas
orientacdes dos aminoacidos do sitio ativo e conformacdes, porém inativa, que ao ser
difratada apresenta mais alta resolucéo (1,8 A) — construcéo laranja.

Fonte: Elaborada pela autora.

Devido a esse indicativo da literatura, as duas construcdes planejadas para a

proteina NS5 dominio RdRp de ZIKV foram:

> RdRp_truncada, baseada na POL2, que foi truncada em seus residuos, sendo
esta a forma inativa, residuos 306 a 904.

> RdRp_integral, sendo esta a forma ativa, residuos 276 a 888.
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3.2 Clonagem do dominio RdRp em diferentes construcdes

A clonagem das sequéncias codificantes das proteinas de Zika virus iniciou-
se com a aquisi¢cdo de genes sintéticos.

As sequéncias do DNA gue codificam a proteina NS5 foram obtidas no banco
de dados GenBank (AY632535.2, proveniente da cepa ancestral do macaco Rhesus
isolada em Uganda na Africa em 1947 e ALU33341.1, proveniente de uma cepa
humana, isolada no Brasil em marco de 2015). As sequéncias de DNA codificante,
produzidos por encomenda pela empresa GenScript, foram desenhados com cédons
gue otimizam a expressdo em E.coli. Baseado nessas sequéncias, 0s respectivos
pares de oligonucleotideos entre as bases 7655-10363 foram planejados para a

amplificacéo e sintetizados pela empresa Exxtend (https://www.exxtend.com.br/).

A partir das sequéncias amplificadas foram obtidas duas construcdes: a
construcdo proveniente da cepa ancestral do macaco Rhesus, que € a construcdo
MR766_RdRp(%-%04)  neste trabalho denominada como RdRp_truncada. E a
construcdo proveniente da cepa humana, que é a construcdo Alu33341_RdRp ?76

8%) denominada neste trabalho como RdRp_integral.

A clonagem da RdRp_truncada foi realizada em colaboracdo com a empresa
Cellco Biotec, uma startup a época incubada em nosso laboratério, fazendo o uso
dos plasmideos pETM-11/LIC e pETTrx-1a/LIC. J& a clonagem da RdRp_integral foi
realizada integralmente pela autora deste trabalho, utilizando os plasmideos
pPETM11/LIC e pETTrx-1a/LIC.

As sequéncias de DNA codificante utilizadas para cada uma das construcoes
estdo representadas na Tabela 1. Ao planejar os oligonucleotideos iniciadores
(primers) para a reacao, incluimos a sequéncia 5-CAGGGCGCCATG-3’' na
extremidade 5 de cada primer senso-direto e a sequéncia 5-
GACCCGACGCGGTTA-3’ na extremidade 5 de cada primer anti-senso, como

representado no esquema abaixo:
> Senso-direto (Fw) (5° — 3’) CAGGGCGCCATG-gene de interesse

> Anti-senso (Rv) (5’ — 3’) GACCCGACGCGGTTA-gene de interesse
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Tabela 1 Pares senso-direto (Fw) e anti-senso (Rv) (5° — 3’) dos oligonucleotideos iniciadores e
seus respectivos genes de interesse utilizados nas amplificacbes das ORF
correspondentes as constru¢cdes RdRp_truncada e RdRp_integral

Construcgao

oroteica Oligonucleotideos

CAGGGCGCCATGTACCATGGGAGCTACGAAGC (Fw)

RdRpotitincaaa GACCCGACGCGGTTACAACACTCCGGGTGTGG (Rv)

CAGGGCGCCATGAAAATTATTGGCAATCGTATTGAG (Fw)

RARp_integral ) cCCGACGCGGTTAACTACCTTCTTCGCCCAGATAG (RV)

Fonte: Elaborada pela autora.

Todas as clonagens foram realizadas fazendo o uso do sistema LIC -
“Clonagem Independente de Ligase” (LIC, do inglés, Ligase Independent Cloning),
gue baseia-se na atividade exonuclease da enzima T4 DNA polimerase (5° — 3'),
gue gera extremidades coesivas nos vetores e no inserto. Essas extremidades seréo
complementares, assim os fragmentos irdo se unir em uma reacao de hibridizacao,

sem a necessidade de uma Ligase, conforme descrito por Aslanidis e Jong.®*

3.3 Testes de expressdo da NS5 dominio RdRp das construcbes RdRp_truncada e

RdRp_integral

Protocolos distintos foram empregados para analisar as condicbes de
expressdo mais apropriadas. Em ambos os protocolos o pré-indculo foi obtido a
partir de uma mesma colonia de Escherichia coli Rosetta 2 (DE3), contendo os
plasmideos de expressdo clonados, apds a clonagem e crescimento em placa, em
meio LB (Lisogeny broth) suplementado com 50 pg/ml de Canamicina e 34 pg/ml de

Cloranfenicol por 16 h a 37 °C, a 150 rpm de agitacédo.

Protocolo 1 - A cultura foi inoculada em meio LB até atingir a densidade Gtica
em 600 nm (DOeoo) entre 0,6-0,8. Em seguida, a expressao proteica foi induzida pela
adicdo de 1 mM de Isopropil B-D-1-tiogalactopirosideo (IPTG), diminui-se a
temperatura para 18 °C e a cultura bacteriana foi mantida a 150 rpm de agitagéo por
20 h.

Protocolo 2 - A cultura foi inoculada em meio auto-indutor ZYM-505227, & que
foi mantido sob agitagcdo constante de 175 rpm a 37 °C e a DOsoo foi acompanhada
até atingir 0,6 e 0,8. A expressdo proteica foi induzida pela diminuicdo da

temperatura para 18 °C e a cultura foi mantida a 150 rpm de agitagéo por 20 h.
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Apoés concluido o periodo de expressao de 12 h, amostras de cultura foram
retiradas a cada 2 h. As células foram centrifugadas e lisadas (como descrito na
secao 3.5). Para avaliar a expressao da NS5 RdRp, o lisado obtido foi centrifugado e
as fragbes soluvel e insoluvel foram submetidas a andlise por eletroforese em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE 10%), corado com Comassie Brillant Blue.

3.4 Expressao em larga escala da NS5 dominio RdRp constru¢des RdRp_truncada
e RdRp_integral

A condicdo de expressdo otimizada foi: a partir de uma amostra de um
estoque glicerinado de cultura mantido a -80 °C, contendo células de expressao
transformadas com os vetores de expressao citados na sec¢ao 3.1, respectivamente.
Um pré-indculo foi cultivado em meio LB, suplementado com 50 pg/ml de
Canamicina e 34 pug/ml de Cloranfenicol por 16 h a 37 °C. Para cada 1 L de meio
auto-indutor ZYM-5052, foram utilizados 10 mL de pré-inéculo. A cultura inoculada
foi mantida sob agitacéo constante de 175 rpm a 37 °C até atingir a DOsoo entre 0,2 e
0,6. Apos atingida a DOsoo necessaria, a temperatura foi reduzida a 18 °C e mantida

sob agitacao constante por 20 h.

Ao final da expressao, as células foram coletadas por centrifugacdo (4000g,
40 min, 4 °C), ressuspendidas em 40 mL de tampéo de lise (50 mM Tris pH 8,5; 100

mM NaCl; 20 mM Imidazol e 10% Glicerol), congeladas e estocadas a-20 °C.

3.5 Purificagdo da NS5 dominio RdRp nas constru¢cdes RdRp_truncada e

RdRp_integral

O mesmo protocolo foi utilizado para todas as constru¢des, havendo
modificacdo apenas dos tampdes C. Dessa forma, um procedimento geral é descrito

a seguir e os tampdes utilizados estao listados na Tabela 2.

Para a lise da membrana celular, o pellet de bactérias foi mantido em banho
de gelo durante 30 min, na presenca de 0,5% de Triton X-100; 0,5 mg/mL de
lisozima, 10 U/mL de Turbo Nuclease (Cellco Biotec), 4 mM de Ditiotreitol (DTT) e 1
mM fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF).

Apés esse periodo, as células foram submetidas ao processo de sonicacao

nas condigbes 40 Hz, 15 min, 30 s on e 1 min off. A suspenséo resultante foi
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submetida a centrifugacao (12900 rpm, 40 min, 4 °C), para a separacao das fracdes
soluvel (extrato proteico) e insoltvel (restos celulares).

Para isolar a proteina-alvo do extrato proteico, a fragdo soluvel foi submetida
a primeira etapa de cromatografia de afinidade por ion metalico imobilizado (do
inglés, IMAC), em uma coluna HisTrap HP 5 mL com resina Ni Sepharose (GE
Healthcare), pré-equilibrada com Tampao A. Apos as etapas de lavagem da coluna,
a proteina fusionada a proteina de fusdo 6-His-Trx foi eluida utilizando Tampéo B. A
clivagem da proteina de fusdo e a troca de tampao (Tampao B para Tampédo A)
foram realizadas de forma simultanea, a fim de permitir a acdo da enzima proteolitica
de Tobacco Etch Virus (TEV protease). Essa troca foi realizada por meio de dialise
por 16 h a 4 °© C na presenca de TEV protease (propor¢cdo 1 mg de TEV protease
para 20 mg de proteina de interesse) e 4 mM de DTT. Nessas condi¢des, a TEV
protease reconhece seu sitio de clivagem e separa a proteina de interesse da
proteina de fuséo ligada a cauda de histidina (6-His-Trx). O isolamento da proteina
de interesse das proteinas remanescentes foi efetuado utilizando-se um segundo
passo de IMAC na coluna HisTrap HP, com resina Ni Sepharose 5 mL, equilibrada

em Tampao A.

Para garantir a homogeneidade do estado oligomérico e conformacional,
realizou-se um passo final de cromatografia de exclusdo molecular em uma coluna

Hiload Superdex 75 pg 16/60. Nesta etapa foi utilizado o Tampéao C.

A pureza da amostra e seu progresso durante as etapas de purificagdo foram
acompanhados por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-Page), como

descrito por Laemm|i.8¢
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Tabela 2 Tampdes utilizados para a purificacdo de cada uma das construcdes de NS5 RdRp

Construcgao Tampao A Tampéo B Tampéao C

50 mM de Tris pH
50 mM de Tris pH 9,0; 9,0; 500 mM de 20 mM de Hepes

RARD truncada 500 mM de NacCl; NacCl; pH 7,5;
P_ 20 mM de Imidazol; 500 mM de 200 mM NacCl;
10% de glicerol Imidazol; 5% de glicerol

10% de glicerol
50 mM de Tris pH :

50 mM de Tris pH 9,0;  9,0; 500 mM de 20 ?M?E_T”S

: 500 mM de NacCl; NacCl, Ny
RdRp_integral 20 mM de Imidazol; 500 mM de é&odzl\glitlggl’-
0, i H . 0 y

10% de glicerol Imldazpl, 10% de 0.5 mM de TCEP
glicerol

Fonte: Elaborada pela autora.
3.6 Cristalizagdo da NS5 RdRp de ZIKV e coleta de dados de difracao de raios X

Os ensaios de cristalizacdo da proteina NS5-RdRp foram realizados com
proteina nas concentracfes de 5, 10 e 20 mg/mL. Uma triagem inicial das condi¢es
de cristalizag&o foi realizada com auxilio do robd de cristalizagdo Crystal Gryphon
(Art Robbins Instruments), por meio do método de difusdo de vapor em gota sentada
(do inglés, sitting drop), utilizando kits comerciais das seguintes empresas Molecular
Dimensions (Morpheus, PACT), Hampton Research (Index HT, Crystal Screen),
Qiagen (PEGs I, PEGs Il, MPD Suite e JCSG Core Suite I, 11, 1l e IV). Cada gota era
constituida de uma solucéo 1:1 de 200 nL de proteina e soluc¢do do kit, equilibrada
por difusdo de vapor com 60 pL de solucdo do poco (kit). As caixinhas com os
experimentos de cristalizagdo foram mantidas nas temperaturas de 4 e 18 °C. O
experimento foi acompanhado por observacdo em microscopio em dias alternados,

até que cristais fossem observados.

Os cristais obtidos durante os experimentos de triagem de condi¢cdes foram
retirados de suas gotas utilizando uma alca de nylon (Hampton Research) e
transferidos para uma solucédo crio-protetora contendo o tampéao de cristalizacdo da
respectiva gota de cristalizagdo e 10% de um agente crio-protetor (por exemplo,

etilenoglicol, glicerol, PEG 200, entre outros).

A coleta de dados cristalograficos foi realizada na linha MX-2 do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) — Campinas/SP, onde cristais foram submetidos
a difracdo de raios X, utilizando um detector PILATUS 2M.
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3.7 Processamento dos Dados Cristalograficos e Determinacéo da Estrutura 3D

Os dados de difracao foram processados, indexados e integrados por meio do
pacote XDS,®” que converte as imagens bidimensionais obtidas durante a coleta de
dados em um arquivo de intensidades (e.g., XDS_ASCII.HKL) e reduzidos com o

auxilio do programa Aimless, disponivel no pacote de programas CCP4.88

A determinacdo das fases iniciais foi realizada com a utilizacdo da estrutura
da proteina homoéloga 2HCN do virus de West Nile,2® depositada no banco de
estruturas proteicas PDB (do inglés, Protein Data Bank), pois essa possui uma
sequéncia com identidade de 72%. Para tanto, foi utilizado o método de substituicdo

molecular com o programa Phaser. &

O refinamento da estrutura no espaco reciproco foi realizado com as rotinas
do pacote de programas Phenix,®®°? enquanto o refinamento no espaco real e a

construcdo dos modelos 3D foram realizados com o programa Coot.*3

A validacdo dos modelos finais ocorreu pela avaliagdo dos parametros
estatisticos desde o processamento até o refinamento, bem como pelos parametros

estereoquimicos e geométricos com o programa MolProbity.%*
3.8  Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF)

A investigacdo da estabilidade térmica da construcdo RdRp_truncada foi
realizada com a técnica de DSF. A mesma técnica foi utilizada para a triagem da
biblioteca de fragmentos e compostos, disponivel no Laboratério de Biologia
Estrutural Aplicada (LBEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB-USP),

gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Marcio Dias.

O experimento foi composto por uma solugdo de 25 pL, contendo 35 pM da
construgdo RdRp_truncada, sonda fluorescente Sypro® Orange (Sigma- Aldrich) 5x
concentrada e 2 pL de cada composto a ser analisado, que se encontravam na
concentracdo de 5-8 mM diluidos em DMSO. A amostra controle consistiu em
solucéo de ensaio e 2 pL de DMSO 100%, que ndo ultrapassou a concentracao final
de 8%.

Os ensaios foram realizados em um termociclador de tempo real (Bio-Rad

CFX connect). A fluorescéncia do Sypro® Orange (Aexcitagao = 490 NmM € Aemissso= 575
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nm) foi monitorada, enquanto as amostras foram aquecidas de 25 a 95 °C, com uma
taxa de incremento de 0,5°C/min e 10 s de repouso. Os valores de Tm foram
determinados pelo programa Bio-Rad CFX Manager usando a primeira derivada de
fluorescéncia vs. temperatura. A temperatura do desenovelamento da proteina na
auséncia de qualquer ligante (Tmref) foi subtraida dos valores na presenca de
ligantes (TmLig), com o propésito de obter os ATm. A formula usada para essa analise

foi:
AT, = mLig — TmRef

Para a selecdo dos fragmentos, foram considerados como hits somente
aqueles que incrementaram o ATm em pelo menos trés vezes o valor do desvio
padrdo em relacdo a Tmref. ESse ponto de corte foi selecionado por representar o

minimo erro possivel na selecéo dos ligantes.
3.9 Dicroismo Circular (do inglés Circular Dichroism - CD)

Para avaliarmos o enovelamento de estruturas secundarias das construcdes
RdRp_truncada e RdRp_integral em solucéo, experimentos de CD foram realizados
em um espectropolarimetro Jasco J-815 CD Spectrometer.

As medidas foram registradas em um intervalo de comprimento de onda de
195 nm a 280 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 mm de caminho éptico.
Para os experimentos, 2 uM de cada constru¢do em tampéo C foram utilizados. O
espectro de CD resultante foi gerado por uma média de 4 leituras consecutivas. Os
dados foram analisados pelo programa CD tool®® e representados graficamente com

o programa GraphPad Prisma 6.0.
3.10 Ensaio de atividade da constru¢cdo RdRp_integral

Os ensaios de atividade foram baseados no marcador fluorescente de acido
nucleico SYBR Green | (Thermo Fischer) e a técnica foi adaptada do ensaio descrito

por Saez-Alvarez et al.%

Inicialmente o RNA foi incubado a 55 °C por 5 min em um termociclador para
PCR T100 (BioRad) para garantir a formagcdo do grampo (hairpin) de RNA.

Posteriormente, em um tampao de ensaio contendo 50 mM Tris pH 7,0; 2,5 mM de
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MnClz e 0,01% Triton X-100, foram preparadas duas solugdes, a solugdo 1 contendo
250 nM de RdRp (Proteina 2x) e a solucéo 2 contendo 400 nM RNA, 1 mM ATP, 1x
SYBR Green | (RNA+ATP+ SYBR Green | 2x). Para iniciar a reacao, volumes iguais
da solugcéo 1 e da solucao 2 foram homogeneizados em uma placa de PCR de 96

pocos a um volume final de 50 pL.

Os controles foram preparados homogeneizando a solucdo 2 e tampéao de
ensaio, sem a presenca da proteina. Em seguida, a reacao foi incubada a 30 °C em
um termociclador Stratagene MX3005P gPCR Agilent Technologies®. As
intensidades de fluorescéncia do SYBR Green | foram avaliadas a cada 30 s com o
uso do filtro FAM por 60 min. Os comprimentos de onda utilizados para excitacao e
emissao foram, respectivamente, 494 nm e 521 nm. Todos os experimentos foram
realizados em duplicatas ou triplicatas. Os resultados foram analisados e plotados

usando o software OriginPro 9.0.

Foi realizada a padronizacdo do ensaio, na qual as seguintes condi¢cfes foram
variadas: concentracdo de proteina (1,0 - 0,062 uM), concentragdo de RNA (5,0 -
0,078 pM), concentracédo de ATP (15,62 - 1,0 mM) e concentracdo de SYBR Green |
(5,0 -0,156 x).

Todas as solugdes foram preparadas com os mesmos tampdes e RNA do
ensaio anterior. A fim de evitar contaminacdo de RNAses todo o ensaio foi realizado
dentro do fluxo laminar, com ponteiras com filtro, tubos eppendorf e placas de PCR
livres de RNAse.

3.11 Ensaio de inibicdo da atividade RdRp

Para o ensaio de inibicao, utilizou-se o protocolo descrito na se¢ao 3.10, com
a diferenca de que 0,5 pL de ligante a uma concentracdo desejada, diluido em
DMSO, foi adicionado em 24,5 pL de solucéo 1 e incubado por 15 min a temperatura
ambiente. Apds o tempo de incubacao, 25 pL de solucdo 2 foram adicionados e a
reacdo foi homogeneizada em uma placa de PCR para dar inicio a reagdo. O
controle positivo foi preparado adicionando 0,5 pL de DMSO em 24,5 pL da solucéo
1, iniciando a reacdo com a adicdo de 25 pL de solucédo 2, enquanto, para o branco,
24,5 pL de tampéo de ensaio foi utilizado, ao invés de Proteina 2x. Como

anteriormente, a reagdo e o0s controles foram incubados a 30 °C em um
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termociclador Stratagene MX3005P gPCR Agilent Technologies®, as intensidades
da fluorescéncia do SYBR Green | foram avaliadas a cada 30 s com o uso do filtro
FAM por 60 min.

A porcentagem de inibic&o é obtida pela leitura da fluorescéncia da reacéo, do
branco (tamp&o na auséncia da proteina) e do controle positivo (reacdo na presenca

de 1% de DMSO), definida pela seguinte expressao:

Reacao — Branco

O Tribicdn — 1 — Apini 4
% Inibicdo = 1 — Atividade relativa = 1 Controle Positivo — Brance
As curvas de dose-resposta foram geradas a partir da % de inibicdo pela
concentracdo de ligante. A melhor curva foi determinada a partir da regressao linear
dos dados utilizando o modelo de Hill 1 no software Origin Pro 9, e a concentracao
inibitéria média (ICso) foi obtida a partir da interpolacéo dos dados da curva gerada.

3.12 Triagem virtual

A triagem virtual foi realizada utilizando o software Autodock Vina 1.1.2. O
programa Autodock Vina € um programa livre, comumente utilizado em triagens
virtuais de larga escala, que utiliza um algoritmo genético como estratégia de busca
das poses de menor energia. Além disso, o programa utiliza uma funcdo para
classificar as poses, que considera a somatéria das interacfes mais favoraveis entre
o ligante flexivel e o grid da proteina.®” A estrutura cristalografica de ZIKV utilizada
foi a obtida em nosso laboratério e depositada no Protein Data Bank PDB (ID
5U04)%® e os atomos de hidrogénio foram adicionados usando o servidor
MolProbity.®* O programa AutoDockTools 1.5.6 foi utilizado para formatar os tipos de
atomos, calcular cargas de Gasteiger-Marsili e mesclar hidrogénios ndo polares em
seus respectivos dtomos pesados, por meio do protocolo de preparacdo padrédo do
software. As estruturas do ligante foram preparadas no AutoDockTools 1.5.6,
seguindo o protocolo de preparacdo padrao para ligantes, permitindo total

flexibilidade desses.% A grade foi centrada nos sitios ativo e alostérico da RdRp.

Esses experimentos foram realizados em colaboracdo com o professor Dr.
Rafael Guido (IFSC-USP) para a triagem virtual de moléculas da biblioteca do
CIBFar e com a professora Dra. Carolina Horta Andrade, do LabMol — Laboratorio de
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Planejamento de Farmacos e Modelagem Molecular (UFG) para a triagem de

compostos oriundos do projeto OpenZika (0Z).1%°



48



49

4 Resultados
4.1 Clonagem

Os resultados da clonagem da constru¢cdo RdRp_integral estdo apresentados
na Figura 6. Os oligonucleotideos iniciadores foram planejados em vetores pET-LIC
em E. coli utilizando 3 vetores: cauda 6x-His (pETM11), cauda 6x-His + tiorredoxina
(PETTrx-1a) e cauda 6x-His + SUMO protease (pETSUMO-1a). As proteinas de
fusao tiorredoxina e SUMO protease foram adicionadas com o objetivo de verificar

se, na presenca dessas, ha um aumento na solubilidade da proteina de interesse.
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Figura 6 Gel de agarose 1% da PCR das colbnias, contendo a sequéncia da proteina da construgéo
RdRp_integral (1800 bp), clonas nos vetores pETSumo-la/LIC, pETTrx-1a/LIC; e
pPETM11/LIC. Marcador Molecular Mid Range DNA Ladder Cellco Biotec.

Fonte: Elaborada pela autora.

A integridade da sequéncia de DNA codificante da proteina, de 1800 pb, foi

confirmada também por sequenciamento génico.

A construgdo RdRp_integral clonada no vetor pETSumo-1a/LIC, apresentou

mutacOes em suas sequéncias, e por isso, nao foi utilizada nos estudos posteriores.

4.2 Expresséo

Os testes de expressédo foram realizados conforme descrito na se¢ao 3.3,
tendo sido analisados por gel de SDS-PAGE 10 %.

A proteina de interesse foi observada a partir da analise dos géis de SDS-
PAGE 10%, na fracdo soluvel nos plasmideos pETM11/LIC e pETTrx-1a/LIC para
ambas as constru¢cdes, em meio ZYM-5052 e LB.

Os testes para a construgdo RdRp_truncada foram realizados em

colaboragcédo com a empresa Cellco Biotec (Dra. N.U.Torres) e ndo sao apresentados
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neste trabalho, ja os testes com a construcdo RdRp_integral podem ser visualizados
na Figura 7.
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Figura 7 Géis SD-PAGE 10% do teste de expressao realizado com a constru¢do RdRp_integral. FI é
a fracdo insolivel e FS a fracdo solivel. A seta em vermelho representa a proteina de
interesse. (A) RdRp_integral fusionada com a cauda de 6-His (75 kDa), (b) RdRp_integral
fusionada com a Trx (86 kDa)

Fonte: Elaborada pela autora.

Como pode ser visualizado nos géis das Figuras referentes a construcéo
RdRp_integral, ambos os sistemas de expressdao pETM11/LIC e pETTrx-1a/LIC
mostraram ser eficientes em meio auto indutor ZYM-5052 e em meio LB,
apresentando uma banda larga de 77 kDa para a RdRp_integral fusionada com a 6-
His (A) e 86 kDa para a RdRp_integral fusionada com a 6-His e a Trx (B) na fracao
insolavel, foi possivel observar banda na fracao soliuvel em ambos os vetores no
meio auto indutor ZYM-5052. Entretanto, em meio LB, ndo foi possivel detectar
expressao proteica na fracdo sollvel em nenhum dos tempos analisados.

Protocolos de purificacdo foram testados para ambas as construcdes, porém,
para o vetor pETM11/LIC, ndo foi possivel obter a proteina pura no final das etapas
de purificagdo. Por isso, os dados apresentados sdo para a purificacdo da
construgdo no vetor pETTrx-1a/LIC.
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4.3  Purificacao, cristalizacdo e estrutura cristalografica

Quando este trabalho foi iniciado, em 2016, ndo existia nenhuma estrutura
cristalografica da NS5 dominio RdRp de ZIKV, a qual seria necesséria para o
desenvolvimento deste e de demais estudos. Em virtude disso, iniciamos o trabalho
com foco na obtencado e resolucdo da estrutura cristalografica de alta resolucéo, a
comecar pela construcdo RdRp_truncada, que segundo Malet et al.83, facilita o
processo de cristalizagdo, por ser uma constru¢cdo sem as regides mais flexiveis da

proteina.

4.3.1 Purificacdo, cristalizacdo e determinacdo da estrutura cristalografica da
RdRp_truncada

Apbs clonagem e padronizagdo do protocolo de expressdo da construcao
RdRp_truncada, utilizamos a metodologia de purificagdo descrita no item 3.4,
garantindo um rendimento de 5mg de proteina por litro de expressédo e um alto grau
de pureza, como podemos observar pelo gel de SDS-PAGE 12,5% apresentado na
Figura 8A.
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Figura 8 Purificacdo RdRp_truncada. (A) Gel SDS PAGE 10%, etapas de purificacdo da construcdo
RdRp_truncada *1) Marcador Molecular; 2) Fragdo solivel; 3) Fracdo eluida na primeira
cromatografia de afinidade; 4) Fracdo apds a troca de tampdo; 5) Digestdo com TEV
protease; 6) Fracdo ndo-ligada na segunda cromatografia de afinidade; 7) Fracdo eluida de
segunda cromatografia de afinidade, 8) Fragcdo eluida na cromatografia de excluséo
molecular, 65 kDa, como mostra a seta vermelha. (B) Cromatograma da etapa de exclusado
molecular mostrando a eluigdo da proteina em um pico Unico e simétrico.

Fonte: Elaborada pela autora.

Observou-se, pelo Gel de SDS-PAGE 10%, uma proteina pura e com 65 kDa,

conforme o esperado e, pelo cromatograma de exclusdo molecular por tamanho,
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gue a eluicdo da proteina no volume de retencdo de 58 ml € condizente com
mondmero em um pico Unico e simétrico, indicando que a amostra esta homogénea,
como apresentado na Figura 8B. Esse dado foi observado quando comparamos o
gréfico de calibracdo da coluna (ndo apresentado).

ApoOs a obtencédo de proteina pura, diversas triagens de cristalizacdo foram
realizadas como descrito na secédo 3.6. Apés 0 monitoramento do crescimento dos
cristais foi possivel observar a formacao destes cristais em diversas condi¢des do kit
Morpheus®. 9% Esses cristais foram submetidos a difracdo de raios X, no
difratbmetro disponivel no Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC-USP) e
paralelamente na linha de luz MX2, no Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS
- Campinas), onde foi possivel coletar diversos conjuntos. Os cristais que difrataram
encontravam-se nas condi¢des C6, D2, D6, E2, E6, F2, F6, G10 e H6. A composi¢ao

de cada uma dessas condicfes pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3 Condic¢des do kit Morpheus onde foram possiveis o crescimento e a visualizagao de cristais
da RdRp_truncada

Condicéo M'X. de Mix de aditivos Tampé&o
precipitantes

10% PEG 8000, 0,1 M MOPS/

cle 20% Etileno glicol B0 il e e WIS Hepes-Na pH 7,5

D2 10% PEG 8000, 0,02 M de cada 0,1 M MES/Imidazol
20% Etileno glicol alcool pH 6,5

D6 10% PEG 8000, 0,02 M de cada 0,1 M MOPS/
20% Etileno glicol alcool Hepes-Na pH 7,5

E2 10% PEG 8000, 0,03 M de cada 0,1 M MES/Imidazol
20% Etileno glicol etileno glicol pH 6,5

E6 10% PEG 8000, 0,03 M de cada 0,1 M MOPS/
20% Etileno glicol etileno glicol Hepes-Na pH 7,5

F2 10% PEG 8000, 0,02 M de cada 0,1 M MES/Imidazol
20% Etileno glicol monossacarideo pH 6,5

6 10% PEG 8000, 0,02 M de cada 0,1 M MOPS/
20% Etileno glicol monossacarideo Hepes-Na pH 7,5

G10 10% PEG 8000, 0,02 M de cada 0,1 M Bicina/ Trizma
20% Etileno glicol acido carboxilico base pH 8,5

H6 10% PEG 8000, 0,02 M de cada 0,1 M MOPS/

20% Etileno glicol

aminoacido

Hepes-Na pH 7,5

Fonte: Elaborada pela autora.

Observamos que a composi¢cédo dos precipitantes que ocasionam a formacao
de cristais € a mesma para todas as condi¢cbes, porém, o tampéo e a os aditivos

variam. Os melhores padrdes de difracdo foram dos cristais obtidos no tampéo 0,1 M
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MOPS/ Hepes-Na pH 7,5, correspondentes as condicdes C6 (1,9 A), F6 (2,1 A) e H6
(2,4 A)

A morfologia dos cristais obtidos e que apresentaram difracdo pode ser

visualizada na Figura 9.

Figura 9 Cristais obtidos para a constru¢cdo RdRp_truncada, a partir do kit de cristalizacdo Morpheus,
da Molecular Dimensions. As condigfes em que foi possivel observar a formagdo de
cristais que apresentaram difracdo foram: A) C6; B) D2; C) E2; D) F2; E) F6; F) G10 e G)
H6.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os cristais submetidos a difracdo de raios X, tiveram conjuntos de dados
coletados em sua forma apo, ou seja, sem ligantes especificos adicionados.
Simultaneamente, os cristais capazes de ocasionar difracdo foram submetidos a
testes de soaking com possiveis ligantes. Ainda néo foi encontrado nenhum ligante

cristalizado com a proteina.
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Um conjunto completo dos dados de difracdo de raios X & resolucédo de 1,9 A
foi obtido a partir de um cristal da condicdo C6. Esse conjunto de dados permitiu a
primeira resolucao da estrutura do dominio RdRp da NS5 de ZIKV por substituicdo
molecular, utilizando como modelo a proteina homoéloga 2HCN do West Nile Virus,83
sendo que a sequéncia de identidade entre ambas é de 72%. A determinacédo da
estrutura a partir deste conjunto de dados foi conduzida em colaboracdo com o Dr.
Andre Schutzer de Godoy, p6s-doutorando no nosso laboratério e colaborador deste

trabalho.

Os resultados dessa estrutura foram publicados por nosso grupo de pesquisa
na revista Nature Communications, com o seguinte titulo “Crystal structure of Zika
virus NS5 RNA-dependent RNA polymerase” 192 , o qual ja recebeu 55 citacGes
computadas na base Web of Science na data de 12/02/2021.

Um resumo dos dados de difracdo e da resolucdo da estrutura cristalogréafica
de RdRp da NS5 de ZIKV estéo listados na Tabela 4, na qual podemos verificar um
conjunto com 99,7% de completeza, com alta multiplicidade e alta resolucdo. O
refinamento da estrutura foi realizado até a obtencdo dos valores estatisticos de
Rwork = 17% € Riree = 20%.192
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Tabela 4 Parametros estatisticos relativos a coleta de dados e refinamento da NS5 RdRp de Zika

virus.
Coleta de dados
Grupo espacial P43212
Célula unitéria
a, b, c (A) 78,9; 78,9; 210,02
a, B,y (°) 90,0; 90,0; 90.0
Resolucéo (A) 29,66 - 1,9 (1,95 - 1,9)
Rp.i.m. 0,074 (0,85)
I/ol 9,9 (1,8)
Completeza (%) 99,7 (96,1)
Multiplicidade 24,3 (11,1)
CCue2 0,99 (0,72)
Refinamento
Numero de reflexdes 53499
Rwork/Rfree O, 17/0,20
Numero de dtomos (ndo-H)
Proteina 3878
Ligantes 7
Agua 663
B-fatores
Proteina 31,7
Ligantes 73
Agua 44
RMSD
Tamanho da ligacéo (A) 0,004
Angulos da ligacéo (°) 0,58

Fonte: Adaptada de GODOQY, A. S. et al. 102

A NS5-RdRp (cédigo PDB 5U04), apresenta-se com uma arquitetura
estrutural classica das polimerases de flavivirus, como uma mao direita, com seus
trés principais subdominios: dedos (residuos 321-488 e 542-608), palma (residuos
489-541 e 609-714) e polegar (residuos 715-903). Os subdominios dedos e polegar
interagem formando um bolsdo, que cerca o subdominio polegar, onde estao
contidos os sitios essenciais para a atividade da proteina. O subdominio polegar
apresenta uma protusdo denominada priming loop (residuos 785-810), que se
localiza no centro do bolsdo formado pelos trés subdominios. Além disso, foi
possivel verificar a presenca de dois ions de Zn?*, um localizado entre os dedos e

outro no polegar, como representado na Figura 10.50-52

Dentre os subdominios, existem 7 motivos estruturais, que sao altamente
conservados em diferentes polimerases e que desempenham diferentes papéis
importantes para a atividade enzimatica, tais como: coordenacdo dos metais

divalentes que catalisam a reacdo (motivos A e C), estabilizacdo e direcionamento
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da fita molde e produto (F, G e E), reconhecimento e estabilizacdo dos NTPs (B e F),

e liberacdo e neutralizacdo do pirofosfato (D) (Figura 10 B). 50-52
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Figura 10  Estrutura cristalografica da NS5-RdRp, obtida a partir da construcdo RdRp_truncada.
(A) Estrutura cristalografica NS5 RdRp proveniente da construgdo RdRp_truncada. Em
ciano claro, o subdominio “dedos”. Em rosa claro o subdominio “Palma”. Em salméo, o
subdominio “polegar’. Em magenta, mostramos o “priming loop”. As esferas violeta
representam a posi¢cdo dos atomos de Zn?*, e nos zooms podem ser visualizados os
aminoacidos que coordenam esses Zn?*. (B) Proteina NS5 com seus dominios
Metiltransferase (verde) e RNA Polimerase dependente de RNA, seus subdominios
mantem as cores mostradas na estrutura cristalografica da Figura (A), e os motivos A a

G estdo mostrados em seus respectivos locais.
Fonte: Elaborada pela autora.
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A estrutura cristalografica de ZIKV mostrou-se conservada, quando
comparada as estruturas de outros flavivirus, assim como quando comparada as
outras estruturas j& descritas de ZIKV, possuindo 7 motivos, denominados de A a
G.%0 A construcdo RdRp_truncada ndo contém a porcdo N-terminal composta pelos
aminoacidos 275 a 305, sendo essa a regidao que contém a sequéncia de localizacao
nuclear funcional (NLS) considerada importante para interacdes com outras
proteinas virais e hospedeiras. Na estrutura cristalografica 5U04 néo foi possivel
identificar algumas por¢des de estruturas secundarias que interagem com a regido
de extensdo NLS, tais como as regides dos aminoacidos 268 a 320, 341 a 361, 407
a 420, uma vez que nao foi observada densidade eletronica associada a essas

regides.10?

Dois ions de zinco (Zn?*) foram encontrados na estrutura, co-purificados
naturalmente durante a expressao, pois as condi¢cdes de purificacdo e cristalizacao
nao continham adicdo destes ions. Assim, como em outras estruturas de RdRp de
flavivirus, um deles encontra-se no subdominio dedos, que faz interacdo com os
aminoacidos E439, H443, C448 e C451 e o outro no polegar, interagindo com 0s
aminoacidos H714, C730 e C849.1% Essas coordenacdes sdo mostradas na esfera
da figura 10A. Estes ions zinco estdo distantes do centro de reacdes cataliticas da
enzima e possivelmente contribuem para a estabilizacdo da estrutura durante o

enovelamento e na catalise.

A catalise de entrada de nucleotideos € realizada em cooperacdo com 0s
aspartatos cataliticos D535, D665 e D666, localizados no subdominio palma, com
D535 localizado no motivo A e D665 e D666 localizados no motivo C. Esses
aspartatos interagem com ions metalicos (in vitro Mg2+ ou Mn2+; in vivo ainda é
uma questdo aberta), que coordenam as reacdes de transferéncia de prétons dos

nucleotideos.52:103

Como em outras estruturas da NS5 RdRp de flavivirus, o priming loop,
localizado no centro do bolséo formado pelos trés subdominios, € responsavel pelo
posicionamento de nucleotideos para a polimerizacdo, fechando o sitio durante o

inicio da polimerizacédo de novo do RNA viral.104:50

Estruturas cristalograficas de DENV2 e do DENV3 complexadas com ligantes
na regido do priming loop, mostram que esses ligantes se encontram entre a alca de

iniciacdo e os subdominios do polegar e da palma, o que pode acarretar numa
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mudanc¢a conformacional na proteina durante o processo de alongamento. Esse
bolsdo na regido do priming loop foi denominado de N-pocket. Na Figura 11,
podemos observar as estruturas dos complexos cristalograficas de DENV
sobrepostas e os ligantes encontrados na regido N-pocket.105-107
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Figura 11  Estruturas cristalograficas do dominio RdRp de DENYV cristalizadas com ligantes no sitio
N-pocket. No quadro é possivel observar a estrutura dos ligantes, nomeados de acordo
com as estruturas as quais sédo correspondentes.

Fonte: Elaborada pela autora.

Esses mesmos autores também realizaram ensaios enzimaticos e puderam
comprovar que, além de ligantes, algumas dessas moléculas inibem a atividade
enzimatica da proteina, mostrando que o bolsdo é um sitio de atividade alostérica na
proteina e comprovando a funcionalidade e a importancia dessa regido na busca por

moléculas contra a atividade RdRp. 195107

Baseando-se nesses artigos, Gharbi-Ayachi e colaboradores utilizaram
inibidores ja descritos para DENV e obtiveram estruturas cristalograficas com
moléculas complexadas na regido N-pocket para ZIKV. Eles também conseguiram
determinar a inibicdo de algumas dessas moléculas e realizar modificacdes quimicas
nas mesmas para que seu potencial de inibicdo fosse aumentado, mostrando que
essas moléculas se ligam ao sitio alostérico da proteina, sendo NNIs e hits

promissores, conforme podemos observar na Figura 12.108
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Figura 12 Estruturas de NS5 dominio RdRp de ZIKV. Estruturas cristalograficas de ZIKV
complexadas com ligantes na regido N-pocket sobrepostas com a Estrutura 5U04.
Ligantes presentes na regido N-pocket, denominados de acordo com sua respectiva
estrutura cristalografica.

Fonte: Elaborada pela autora.

Podemos observar que as estruturas de ZIKV cristalizadas na presenca de
ligantes possuem 100% de identidade com a estrutura resolvida, depositada e
publicada pelo nosso grupo. Ja quando comparadas as estruturas de DENV2 e
DENV3, as identidades de sequéncia de ZIKV sdo de 76 e 81%, respectivamente.

As diferencas encontradas sdo observadas nos residuos no inicio do priming
loop. Em ZIKV, temos: V787, D788, G793; ja em DENV2: S785, H786, S791 e em
DENV3: H786, S791. Com relacao aos residuos expostos ao solvente e que estédo
dispostos no final do loop, as principais diferencas sdao em ZIKV: G801, G803,
enquanto em DENV2 e DENV3, esses residuos sdo substituidos por A799, H801,
respectivamente e finalmente em ZIKV: K802, E804 e DENV2: K800, E802, esses
residuos sédo conservados, enquanto em DENV3 séo substituidos por H800 e Q802.
Todas essas substituicdes podem ser visualizadas na Figura 13.192
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ZIKV (5U04) K53
DENV2 (5K5M) RiA8:
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Figura 13

Fonte:

'Q Val787

Priming Loop das estruturas cristalograficas de ZIKV, DENV2 e DENV3. (A)
Sobreposicao das regifes do priming loop com os aminoacidos que sofrem substituicées
em cada uma das estruturas. (B) Priming loop da estrutura cristalografica de ZIKV (5U04)
€ 0S seus respectivos aminoacidos substituidos em comparagdo com as demais, (C)
priming loop de DENV2 (5K5M) e os seus respectivos aminoacidos substituidos; (D)
priming loop de DENV3 (5SHMW) e os seus respectivos aminoacidos substituidos. (E)
Alinhamento da regi@o do priming loop das sequéncias das estruturas cristalograficas de
DENV2, DENV3 e ZIKV.

Elaborada pela autora.
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Observamos que nao ha grandes alteracdes nessa regido e isso nos permite
demonstrar a importancia do priming loop para a atividade proteica e mesmo que a
estrutura analisada seja truncada, mantém-se conservada na regido N-pocket,

reforcando que pode ser usada na busca por ligantes do tipo NNIs.
4.3.2 Purificacdo e tentativas de cristalizacdo da RdRp_integral

O desenho da construcdo RdRp_integral foi planejado de acordo com o artigo
publicado por Duan et al., 1%° que depositou, em 2017, uma estrutura cristalogréafica

em alta resolucéo (1,8 A) do dominio RdRp de ZIKV em sua forma integral.

Apés clonagem e padronizacdo do protocolo de expressdo da construgao
RdRp_integral, utilizamos a metodologia de purificagdo descrita no item 3.4,
garantindo um rendimento de 2,5 mg de proteina por litro de expressdo e um alto
grau de pureza. Como podemos observar pelo gel de SDS-PAGE 12,5%
apresentado na Figura 14A.
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Figura 14  Purificagdo da RdRp_integral. (A) Gel de SDS-PAGE 12,5% com as etapas de
purificacdo da RdRp_integral.1) Marcador molecular Bio Rad; 2) Fracdo Insolavel; 3)
Fracdo Soluvel; 4) Fracdo néo ligada na primeira cromatografia de afinidade; 5) Fracao
eluida na primeira cromatografia de afinidade; 6) Digestdo com TEV protease; 7) Fracao
nao-ligada na segunda cromatografia de afinidade; 8) Fracdo eluida na cromatografia de
exclusdo molecular, 74kDa, como mostra a seta vermelha. (B) Cromatograma da etapa
de exclusao molecular mostrando a eluicdo da proteina em um pico Unico e simétrico.

Fonte: Elaborada pela autora.

Observou-se, pelo Gel de SDS-PAGE 12,5%, uma proteina pura e com 74
kDa, conforme o esperado e, pelo cromatograma de exclusdo molecular por
tamanho, que a eluicdo da proteina no volume de retencdo de 61 ml é condizente

com mondémero em um pico Unico e simétrico, como observado quando comparado
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ao grafico de calibracdo (ndo apresentado), indicando que a amostra esta

homogénea

A construcéo RdRp_integral foi concentrada a 10 e 5 mg/mL. Uma triagem de
diferentes condi¢fes de cristalizacdo em diferentes concentragfes de proteina foi

realizada, porém néo foi possivel observar a formacao de cristais.

4.3.3 Analise da estabilidade da construcdo RdRp_integral em solucdo por

Dicroismo Circular (CD)

A técnica de CD se baseia na interacdo da proteina, que € composta por
aminoacidos quirais, com a luz circularmente polarizada. A diferenca na absor¢édo da
luz circularmente polarizada a direita e a esquerda, resultando numa luz
elipticamente polarizada, assim gerando um espectro em funcdo do comprimento de

onda que pode ser interpretado qualitativa e quantitativamente,10-111

Uma anadlise qualitativa de estruturas secundarias foi realizada, a fim de
avaliar o enovelamento e a estabilidade de constru¢cdo RdRp_integral em solucéo,
comparando-a com a constru¢cdo RdRp_truncada, que foi cristalizada e mostrou-se
conservada e estavel. Na Figura 15 é possivel observar os espectros obtidos, apos a

normalizacdo por concentracdo de proteina, realizada pelo programa CDtool.
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Figura 15 Espectro obtido apds o experimento de CD, onde temos um espectro para cada
construcdo em vermelho temos a construcdo RdRp_truncada e em azul a construgéo
RdRp_integral. Observamos a definicdo das bandas em 208 e 220 nm nas bandas em
azul, que mostram a estabilidade da proteina em solucao.

Fonte: Elaborada pela autora.

Podemos observar que a construcdo RdRp_integral se apresenta estavel em
solucdo nas suas estruturas secundarias, pois foi observado que o espectro azul
mostra as bandas de 208 e 220 nm (Figura 15), caracteristicas bem definidas de
estruturas secundarias do tipo a-hélices. A auséncia de alguns residuos na
construcdo RdRp_truncada ndo permite a formacdo de alguns motivos e essas
regides podem ficar parcialmente desenoveladas, deixando o espectro vermelho
ligeiramente mais indefinido na regido de 208 nm. Porém, isso ndo impediu a
ocorréncia da cristalizacdo, visto que essa regido faltante apresenta grande
mobilidade e sua auséncia facilita o processo, como ja discutido por Malet.8?

4.3.4 Andlise da atividade da construcdo RdRp_integral

AplOs a obtencdo e a confirmacdo de que a RdRp_integral € estavel em
solucdo, partimos para 0s ensaios que pudessem confirmar sua atividade

polimerase.

Foi possivel padronizar um ensaio fluorescente que monitora a atividade da

proteina em tempo real, conforme descrito por Saez-Alvarez et al.%

O uso de sondas analogas ao SYBR Green para andlise de formacdo e
quantificacdo de dupla fita de RNA (dsRNA) é bem descrito na literatura e mais
recentemente, demonstrou-se que elas podem avaliar a atividade de RNA
polimerases de forma eficiente, em diferentes ensaios de atividades virais. 9:112-113

Um esquema do ensaio esta representado na Figura 16.
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Figura 16 Esquema do ensaio de atividade. Esse ensaio registra a sintese de dsRNA, realizado
pela RdRp (em ciano), a partir de um molde de +ssRNA (vermelho) e na presenca de
ATP. O SYBR Green | ir4 se intercalar ao dsRNA resultante, a partir de uma interacao
eletrostatica entre o N* (circulo vermelho) e o fosfato do RNA, formando um complexo
SYBR Green I-dsRNA que ira emitir fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora.

O ensaio fluorescente é acompanhado em tempo real em um equipamento de
RT-PCR, pois o complexo formado SYBR Green | — dsRNA absorve a luz azul em
497 nm e emite luz verde em 520 nm. S&o utilizados como substrato o ATP, que é
doador de nucleotideos e uma fita molde de RNA poli U. O SYBR Green | é capaz
de intercalar em duplas fitas de RNA com mais intensidade do que fitas simples, sem
inibir a atividade enzimética. Dessa forma, garantimos um ensaio que mede a

formacédo de dupla fita de RNA em tempo real.

Para otimizar a deteccdo da sintese de RNA e garantir que 0 ensaio é
reprodutivel e confiavel, fizemos variacbes nas concentragcbes dos reagentes e
analisamos o0 quanto essas afetaram a atividade enzimética. Os reagentes foram
variados um a cada vez e foi possivel observar as concentracdes 6timas para a

visualizagao da atividade, conforme observado na Figura 16.

Para o ensaio de otimizacdo da concentracdo da proteina, a concentracdo de
RNA foi fixada em 200 nM, a de ATP em 20 pM, a concentracdo de SYBR Green |
em 1x e realizou-se uma diluicdo seriada da concentragdo de RdRp 250-30 nM, na
presenca de 2,5 mM de MnClz, com monitoramento da reacdo por 60 minutos. A
Figura 16A mostra todas as curvas obtidas, sendo possivel observar um aumento na
fluorescéncia com o tempo. Também ndo se observa decaimento do sinal, o que

indica que a proteina permanece estavel e ativa durante todo o ensaio. Observando
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a fluorescéncia inicial do ensaio em relagdo ao seu crescimento, optou-se por

trabalhar com 125 nM da enzima RdRp para os demais ensaios.

Para o ensaio da variagdo na concentragdao de RNA, fixou-se a concentracao
de RdRp em 125 nM e manteve-se a concentragéo de MnClz, ATP e SYBR Green |
idénticas ao ensaio anterior, sendo que nesta etapa foi realizada a diluicdo seriada
na concentracdo do RNA 5 — 0,08 uM. Vimos que em altas concentracdes de RNA
h& um aumento na fluorescéncia inicial do ensaio, o que pode indicar a ligagdo do
SYBR Green | ao substrato ssRNA. No entanto, a medida que o ensaio acontece, ha
um aumento da fluorescéncia ao longo do tempo com um padréo tipico de cinética
enzimatica, o que indica que o SYBR Green | é capaz de intercalar dsSRNA. Como
observado na Figura 16B, optou-se por trabalhar com 200 puM de RNA, pois nesta

concentracéo ndo se observa uma alta leitura na fluorescéncia inicial.

Na Figura 16C, observa-se que a presenca do ATP pode causar interferéncia
na reacdo. Para otimizar este componente, fixou-se a concentracdo de RdRp, MnCl2
e SYBR Green I, como nos ensaios anteriores e foi mantida a concentragcao de RNA
em 200 pM. Realizou-se, também, a diluicdo seriada da concentracdo e ATP de 1,0 -
0,01 mM. Observamos que o0 comportamento linear se manteve para diversas
concentracbes de ATP com inclinagdes proporcionais as concentracfes do
substrato, como esperado em um comportamento enzimatico tipico. Devido a
linearidade e a intensidade da fluorescéncia observada, optou-se por utilizar ATP na
concentracdo de 0,5 mM, idéntica & adotada por Saez-Alvarez et al. %

Por ultimo, avaliou-se a variacdo na concentracdo de SYBR Green | em
solucéo (Figura 16D). Apds definir demais concentracfes dos reagentes, realizou-se
uma diluicdo seriada de 5,0-0,16 x de SYBR Green |, para avaliacdo da
concentracéo ideal. E possivel observar que altas concentracdes de SYBR Green |
inibem a atividade da RdRp, achado também relatado por Séaez-Alvarez et al. %
Dessa forma, optou-se por utilizar a concentragcado do SYBR Green | em 0,5x%, que foi
a menor concentragdo sem interferéncia na fluorescéncia inicial ou na atividade

enzimatica.
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Figura 17  Otimizacdo das concentracdes dos reagentes para a detec¢do da atividade da proteina
NS5 dominio RdRp. Em (A) variou-se a concentracdo de proteina frente aos demais
reagentes, apds a padroniza¢do na concentracdo da proteina, em (B) foi realizada uma
variacdo na concentracédo do RNA, mantendo fixo a concentracéo dos demais reagentes.
Em (C) e (D) segue-se o mesmo protocolo porem variando as concentracdes de ATP e
SYBr Green |, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora.

A sonda fluorescente SYBR Green | é capaz de intercalar em duplas fitas de
RNA com maior intensidade do que fitas simples sem inibir a atividade enzimatica
em concentracdes mais baixas, garantindo um ensaio que mede a formacao de
dupla fita de RNA em tempo real. Além da vantagem de ser um ensaio em tempo
real, os valores de intensidade observados no ensaio foram significativos, garantindo
uma leitura ampla e contribuindo para a precisdo dos ensaios de inibicdo. Uma
caracteristica importante deste ensaio de atividade é a sua realizacdo em placas de

96 pocos de facil montagem, o que possibilita 0 seu uso em triagens de larga escala.

Os resultados obtidos para a triagem mostraram que a proteina manteve uma

atividade estavel mesmo na presenca de 1% de DMSO. A qualidade do ensaio pode
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ser medida a partir do fator-Z médio para cada placa, que € calculado a partir das
meédias e do desvio padrdo, dos controles positivos e negativos do ensaio, para as 5
placas o valor obtido foi de 0,65 + 0,13. Considerando que cada placa foi montada
em dias diferentes e que, em duas delas lotes diferentes de proteina foram usados,
o fator-Z é excelente.'** O valor de fator-Z obtido mostra que o ensaio padronizado
pode ser utilizado para a triagem em larga escala e que os resultados obtidos séo

validos.
4.4  Busca por ligantes
4.4.1 Ensaios de inibicdo em larga escala (HTS — High Throughput screening)

Para avaliar a efetividade do ensaio de atividade em larga escala, testou-se a
atividade proteica por meio da biblioteca de compostos Pandemic Response Box
(PRB - https://www.mmv.org/mmv-open/pandemic-response-box). A biblioteca,
elaborada em conjunto pelas organizacées Medicines for Malaria Venture (MMV) e
Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi), possui 400 compostos com
caracteristicas “drug-like”, ativos contra bactérias, virus ou fungos, e é dividida em 5
placas nomeadas de A a E. Cada placa possui 8 pocos para controle positivo, 8 para
controle negativo e 80 pocos com diferentes compostos. A placa A consiste
majoritariamente de compostos antifingicos, as placas B e C de compostos

antibacterianos e as placas D e E de compostos antivirais.

Para cada composto, realizou-se um ensaio de ponto Unico com cada uma
das placas. Nesses ensaios, a atividade da proteina foi avaliada na presenca de 20
UM de cada composto. O resultado esta resumido na Figura 17. Cerca de 24
compostos diminuiram a leitura da fluorescéncia da atividade da proteina em até 80
% ou mais. Foram eles: 4 compostos da Placa A, 8 Placa B, 4 Placa C, 4 Placa D e
4 Placa E.
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Figura 18

Fonte:

Gréfico da atividade relativa pela posicdo de cada poco nas placas da PRB, pontos
pretos se referem a pogos com compostos enquanto oS pontos azuis a controles
positivos, j& os pontos em vermelho representam as moléculas que diminuem a
fluorescéncia da leitura da atividade da proteina em mais de 80%, a linha laranja mostra
a atividade da proteina em 20% ou menos.

Elaborada pela autora.

O numero elevado de compostos que diminuiram a atividade da proteina

chamou a atencdo, uma vez que, usualmente, a chance de acerto em triagens de

larga escala é

tipicamente da ordem de 0,4-0,5%. Assim, os compostos foram

avaliados com chance de serem falsos positivos. Por se tratar de um ensaio em que

se utiliza a fluorescéncia como medida, compostos falsos positivos podem ocorrer

devido a sua interferéncia com a sonda. Medidas para predizer falsos positivos séo

importantes em triagens em larga escala, ja que, ao evitar que esses sejam levados

a etapas posteriores, tempo e dinheiro podem ser salvos.®

No ensaio com SYBR Green | podemos citar dois exemplos de compostos

falsos positivos: aqueles que interagem de alguma maneira com o RNA, impedindo a

intercalagdo da sonda (o que poderia dar um sinal aparente de inibicdo, mas na

realidade € apenas o composto interagindo com o RNA); ou compostos que
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interferem diretamente com a fluorescéncia da sonda, seja por “quenching” ou por

fluorescéncia intrinseca.

A solucéo encontrada para medir a interferéncia do composto com 0 ensaio,
foi utilizar a capacidade do SYBR Green | de emitir um sinal de fluorescéncia mesmo
em fitas simples de RNA. Por meio da incubacdo do composto com o RNA, foi
possivel estabelecer uma % de Inibicdo de Fluorescéncia (IF) para cada composto e
medir a relagdo entre a reacdo na auséncia de proteina e contendo somente o0 RNA
e ligante, subtraida pelo branco (que é a reacdo sem RNA e ligante), que por sua
vez é dividida pela reacdo na presenca de RNA e sem ligante subtraida pelo branco,

como podemos observar na equacao abaixo:

(RNA + Ligante) — (Branco)
RNA — Branco

% Inibicdo da Fluorescéncia = 1 —

Os valores que se mantiveram com a fluorescéncia acima de 80% indicam
gue o composto nao interfere com a sonda por meio de quenching, enquanto valores
abaixo de 80% podem indicar que houve tanto quench quanto interferéncia com
RNA, como mostra o grafico de barras da Figura 19. Desse modo, foi possivel
determinar os compostos que interagiram com o RNA, ou com a sonda, e 0s que de

fato inibiram a atividade da proteina.
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Figura 19  Gréfico da % de inibicdo dos compostos descobertos, frente ao tampédo e na auséncia da
proteina. Dos 24 compostos testados observamos que 17 ainda interagem com o
tampao, isso mostra que eles ndo inibem a atividade da proteina.

Fonte: Elaborada pela autora.

Podemos identificar que 17 compostos provocaram diminuicdo na
fluorescéncia, indicando que houve interferéncia de fluorescéncia com componentes
do tampéao, devendo, portanto, ser descartados. Um dos motivos para o nhimero de
interferéncias se deve a regido de excitacdo e emissao da sonda. Bibliotecas de
compostos tendem a ter uma interferéncia maior na regido azul-verde do espectro

de emisséo, exatamente a regido onde atua o SYBR Green |I. 115

Sete desses compostos testados ndo inibiram a fluorescéncia do ensaio,
assim, mostraram nao interagir com a sonda ou com o RNA e foram submetidos a
ensaios de concentracdo-resposta, que possibilitaram a determinacéo do ICso para

cinco deles (Figura 20).
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Figura 20  Curvas concentragdo-resposta para os cinco compostos do PRB, que tiveram IF abaixo
de 20%, com suas respectivas estruturas moleculares. Sendo (A) o composto da placa
A, referente ao poco A5, cddigo PRB MMV1578560. (B) o composto da placa E,
referente ao poco B9, MMV1782220; (C) o composto da placa B, referente ao poco C3,
MMV1593540; (D) o composto da placa B, referente ao poco B9, MMV1593541 e (E) o
composto da placa B, referente ao poco B4, o mais potente entre os compostos PRB
encontrado, a clofozamina, MMV687800.

Fonte: Elaborada pela autora.

O composto da placa A, referente ao pogco A5, é relatado pelo MMV com o
codigo MMV1578560 e apresentou um ICso de 3.5 + 0.9 uM. Esse composto &
descrito na literatura como um derivado do antitumoral e antimicrobiano Celecoxib,

porém, ao contrario de seu precursor, nao inibe COX-2, estudado inicialmente por
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sua atividade anticancer (inibidor de PDK1). Esse composto foi combinado com
outros farmacos e apresentou atividade antifingica contra S. cerevisiae, C. albicans
e C. neoformans,'1® e antiviral contra virus que causam febre hemorragica, como

Lassa, Marburg e Ebola.'t’

O composto da placa E, poco B9, codigo MMV1782220, descrito na literatura
como um composto NNI, demonstrou atividade antiviral contra RdRp de HCV,
embora outros estudos mostrem que analogos dessa molécula foram mais potentes
e com maior biodisponibilidade contra o replicon de HCV.1*® Nossos resultados

mostraram um ICso de 1.9 £ 0.8 uM contra a RdRp de Zika.

O composto da placa B, poco C3, cédigo MMV1593540, é um derivado da
berberina, um alcaloide isoquinolinico natural conhecido por possuir atividade
farmacoldgicas diversas, entre elas antimicrobiana''®'?° e antiviral.”® A proposta do
composto MMV1593540 foi sintetizar a berberina combinada com o fluconazol, um
antifGngico, como mostrado na Figura 20, gerando analogos de fluconazol, a fim de
aumentar seus indices terapéuticos e ampliar o espectro antimicrobiano. 19120

Contra a RdRp de Zika, esse composto apresentou um ICso de 1.6 £ 0.1 uM.

1\\
<\N’N OH
+
FoOoNTYy "o
F ﬁ:f /O
Fluconazol Berberina MMV1593540

Figura 21  Esquema simplificado da sintese do composto MMV1593540.
Fonte: Elaborada pela autora.

O composto da placa B, poco B9, codigo MMV1593541 é um dos derivados
de uma classe de compostos sintetizados por pesquisadores da AstraZeneca, com
intuito de encontrar um potente agente antituberculose. Esses compostos possuem
atividade antibacteriana e ICso na casa de baixo micromolar e alguns compostos
apresentaram ICso na faixa de nanomolar contra a NADH-2 de Mycobacterium
tuberculosis.'?! Contra a RdRp de ZIKV o mesmo apresentou um ICso de 0.8 £ 0.7
UM,

O dultimo composto em que foi possivel determinar o valor de ICso, era

pertencente a placa B, poco B4, cbédigo MMV687800, que possui atividade
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antibacteriana e apresentou um ICso de 0.47 + 0.19 pM, contra RdRp de ZIKV. Esse
composto é relatado na literatura como a Clofazamina, um farmaco de amplo
espectro usado contra o Mycobacterium leprae, descrito em 1957 por Barry e
colaboradores atividade antituberculose,?? porém este mostrou-se ineficaz contra a
tuberculose e atualmente é usado clinicamente para o tratamento da Hanseniase.??

Ademais mostrou-se eficaz contra o virus Sars-Cov-2.124

A maioria dos compostos nao possuem atividade relatada em polimerases de
flavivirus. O (nico com atividade relatada em RdRp de HCV €& o composto
MMV1782220,*8 portanto, tais resultados apresentam novas estruturas quimicas

gue podem contribuir para a descoberta de antivirais contra o ZIKV.

Esse ensaio demonstrou sua adequacgdo para a busca por ligantes em
bibliotecas amplas de compostos, e dessa forma, demos inicio aos ensaios de

inibidores com as moléculas provenientes dos nossos colaboradores.
4.4.2 Triagem de ligantes a partir de técnicas biofisicas

ApOs a obtencdo da estrutura cristalizada proveniente da construcao
RdRp_truncada, iniciamos a busca por possiveis ligantes, usando a abordagem de
Planejamento Baseado em Fragmentos (FBDD, Fragment-Based Drug Discovery), a
partir de técnicas biofisicas e, posteriormente, de andlise da inibicdo dos compostos

encontrados.

O FBDD utiliza pequenas moléculas com peso molecular entre 150-300 Da ou
8-18 atomos pesados (ndo-H), de diferentes classes e funcionalidades quimicas.
Assim, um nuamero maior de diferentes grupos quimicos pode ser triado,
aumentando a possibilidade de que varios desses fragmentos liguem-se a proteina,
uma vez que a probabilidade de compostos pequenos ligarem-se ao sitio ativo ou a

sitios alostéricos da proteina é maior, ainda que com baixa afinidade. 125126

No ambito da triagem de fragmentos, existem diversas abordagens
metodologicas, sendo uma delas a utilizacdo de técnicas biofisicas de

caracterizacéo da proteina em solugdo.?7-128

Para isso, utilizamos um ensaio simples e de baixo custo, a Fluorimetria
Diferencial de Varredura (DSF, Differential Scanning Fluorimetry), que € uma técnica

que permite investigar a estabilidade térmica de uma proteina em solu¢do. Quando a
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proteina é exposta a diferentes compostos, € possivel medir o aumento da
fluorescéncia ocasionado pela desnaturacao térmica por meio da insercdo de uma
sonda fluorescente que se liga a regides hidrofébicas da proteina e ficam expostas
ao solvente devido ao desenovelamento proteico. Podemos, assim, diferenciar dois
estagios de enovelamento de uma proteina: enovelada (baixa fluorescéncia) e
desenovelada (alta fluorescéncia). Tendo os dois estagios bem definidos é possivel
realizar um ajuste através de uma Funcdo de Boltzmann- utilizando ferramentas
gréficas — e determinar a Temperatura de midpoint (Tm), ou seja, a temperatura em
gue a metade das proteinas em solucdo se encontram enoveladas e assim, inferir

uma maior ou menor estabilidade térmica da proteina.1?7-128

A técnica foi utilizada frente a uma biblioteca com 514 fragmentos e
compostos, disponivel no Laboratério de Biologia Estrutural Aplicada (LBEA) do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB-USP), cedida pelo Prof. Dr. Marcio
Dias, utilizando a construcdo RdRp_truncada, uma vez que esta € a Unica
construcdo com protocolo estabelecido para a obtencdo de cristais, visando a
obtencdo de complexos que possam auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de
ligacdo desses compostos frente a proteina. Os ensaios foram realizados como

descrito na secéo 3.6.

A biblioteca de compostos do Prof. Dr. Marcio Dias é organizada em 7 blocos,
denominados de A a G, sendo composta ao todo por 514 compostos/fragmentos.
Tais compostos sdo denominados pelo codigo do laboratério (LBEA) e seu niumero
correspondente, e 112 possibilidades para controle positivo e negativo. Um esquema

da biblioteca é apresentado na Figura 22.
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Figura 22  Disposic¢ao da biblioteca de fragmentos e compostos do professor Marcio Dias, ICB-USP.
Cada bloco é composto por 80 compostos/fragmentos e 16 controles, foram utilizados 8
controles de proteina, sem a presenca de DMSO e 8 controles de proteina na presenca
de DMSO na mesma quantidade do composto a ser utilizado.

Fonte: Elaborada pela autora.

No grafico apresentado na Figura 23 exibe-se a média dos valores do controle
(proteina com DMSO) assim como o desvio padrdo, em cada um dos blocos que
constituiam a biblioteca a ser testada, mostrando-se a contundéncia dos valores de

Tm obtidos em cada placa avaliada.
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Figura 23  Média dos Tms da proteina NS5 dominio RdRp_truncada na presenca de DMSO como
controle em cada um dos blocos testados. Em cada bloco foram realizadas 8 amostras
da proteina com DMSO. As barras em azul mostram o valor médio dessas medidas e a
barra em vermelho o desvio padréo assumido.

Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se, assim, calcular a média da temperatura de midpoint (Tm) da
proteina, sobre todos os blocos de experimentos realizados, que resulta em Tm =

44,6 °C, + 0,2 (média dos valores médios de cada placa de experimento).

Seguiu-se, entdo, com a analise dos compostos triados bloco a bloco.
Adotando como critério de selecao de hits aqueles compostos capazes de aumentar
0 Tm em pelo menos trés vezes o valor do desvio padréo, estes dados estédo

dispostos na Figura 24.
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Analises realizada por blocos, onde estdo apresentados os Tm de cada bloco com seu
respectivo desvio padrdo, em y estdo o numero de hits e em x, 0 ATm (°C) para os hits.

Elaborada pela autora.

Ao todo, foram obtidos 143 hits que ocasionaram alterag&o positiva do Tm da

proteina de 44,5°C para: 45,5 °C (21 fragmentos e 36 compostos, 57 no total); 46 °C

(14 fragmentos e 53 compostos, 67 no total); 46,5 °C (6 fragmentos e 6 compostos,

12 no total); 47 °C (2 fragmentos e 2 compostos, 4 no total) e 47,5 °C (3 compostos).
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N&do houve nenhum hit no bloco B que alterou o Tm da proteina
significativamente. Como o intuito desta colaboracdo € a obtencédo de estruturas
cristalogréficas com ligantes, selecionou somente 0s compostos que aumentaram a
Tm da proteina, deixando-a mais estavel. Os compostos que diminuem essa a Tm,
desestabilizam-na,'?%13° o que dificultaria sua cristalizacdo e, consequentemente, a

obtencdo de complexos cristalograficos, e portanto foram excluidos.

Todos os compostos que deslocaram o Tm da proteina foram submetidos ao
ensaio de atividade enzimatica, para analisar se podem inibir a atividade da
proteina. Ressaltamos que para esse ensaio fizemos o uso da construcao

RdRp_integral.

Por serem fragmentos e pequenas moléculas, tipicamente de menor
afinidade, esses compostos foram testados frente a proteina em uma concentracao
de composto (200 uM), maior do que a usada para compostos drug-like, visto que

em baixas concentracdes, dificilmente serdo capazes de inibir a atividade proteica.

O resultado do ensaio de inibicdo pode ser observado na Figura 25A, na qual
estdo dispostos os resultados de inibicAo dos 143 compostos que alteraram a
estabilidade térmica da proteina. Ao final, 9 compostos inibiram mais de 50% da
atividade e foram submetidos a um segundo ensaio de ponto Unico a uma
concentracdo de 20 uM (concentracdo usada para analisar a inibicdo dos demais
inibidores encontrados neste trabalho). Desses, somente 3 mostraram algum tipo de
inibicdo na proteina, como apresentado na Figura 25B.
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Figura25 Gréficos do ensaio de inibicdo dos compostos que diminuiram a estabilidade da proteina
pelo DSF. (A) Resultado dos cento e quarenta e trés compostos a 200 pM frente a
proteina, dos quais, somente nove foram capazes de diminuir a atividade da proteina em
mais de 50 %. (B) Esses noves compostos foram submetidos a uma segunda rodada de
ensaio de inibicdo, dessa vez a concentracdo dos mesmos foi de 20 uM, porem somente
3 deles inibiram levemente a atividade da proteina nessa concentragéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Comparando ambos os experimentos, podemos observar que apesar de
inibirem a atividade da proteina em uma concentracdo alta de composto (200 uM),
quando essa concentracdo é diminuida, ndo apresentam uma inibicdo significativa

na atividade da proteica.

Das nove moléculas somente trés, LBEA0198 inibiu 8,42%, LBEA0321 inibiu
7,87% e o LBEAO0483 inibiu 6% a atividade enzimética, como podemos observar na
Figura 25B, na qual um gréafico de barra demonstra a molécula e a inibicdo que

apresenta na atividade relativa da proteina.

Essas trés moléculas satisfazem as cinco regras de Lipinski (log P
(lipofilicidade) <5 — que descreve P como o coeficiente de particdo entre octanol e
agua —, Massa Molecular (MM) <500 Da, numero de ligagbes de hidrogénio <5,
numero de doadores e aceptores de hidrogénio <10), pois segundo Lipinski,
moléculas que se encontram fora dessa faixa possuem uma menor probabilidade de
serem absorvidas por via oral.'** Um outro critério indicador de bons fragmentos no
desenvolvimento de farmacos por FBDD é a “regra dos trés” (RO3), 132 que sugere

0 uso de fragmentos com MM < 300 Da, log P < 3, numero de atomos doadores e
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aceptores de hidrogénio <3, numero de ligagbes rotacionaveis <3).13% Estes
parametros fisico-quimicos foram calculados para os compostos que identificamos
por DSF neste trabalho, para tanto utilizando a plataforma SwissADME 134, Os
resultados destes calculos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 Propriedades fisico-quimicas das moléculas encontradas na triagem de fragmentos e
compostos do LBEA.

. Massa N° de &tomos N°de &tomos
Molécula log P
molecular doadores H aceptores H
LBEA0198 192,24 1.8 2 2
LBEA0321 374,32 3.39 0 4
LBEA0483 219,20 0.95 0 5

Fonte: Elaborada pela autora, baseada nos dados gerados pelo SwissADME.

O ICso dessas moléculas se encontra entre 200 e 20 pM, o que é tipico para
fragmentos e compostos de baixo peso molecular, pois fragmentos geralmente
possuem menos atomos pesados (ndo-H), assim ndo sdo capazes de formar
multiplas interacdes atrativas com a superficie da molécula, ao contrario das

moléculas maiores.133.135

Apesar dos nossos esfor¢cos, ndo foi possivel obter estruturas cristalograficas
desses compostos complexadas com a RdRp, seja pelo método de “soaking” ou por
co-cristalizacdo. A obtencdo dessas estruturas cristalograficas permitiria a
identificacdo do modo de ligacdo, possibilitando, assim, a proposicdo de
modificacdes baseadas na estrutura do ligante a fim de potencializar o potencial de

inibicdo frente a proteina.
4.4.3 Triagem de ligantes a partir de técnicas computacionais

Neste trabalho também estabelecemos colaboracfes com outros grupos que
se dispuseram a prover colecdes de compostos para serem testados, como a
colecdo CIBFar (todos os compostos ja obtidos ou sintetizados nos laboratorios
participantes do Centro de Pesquisa e Inovacdo em Biodiversidade e Farmacos —
CIBFar/CEPID) e a iniciativa OpenZika (openzika.ufg.br),1%° coordenada pela Profa.
Dra. Carolina Horta Andrade da Universidade Federal de Goias. A estratégia, neste
caso, foi pré-selecionar compostos utilizando as técnicas de triagem virtual e

posteriormente verificar a inibicado a partir do ensaio de atividade enzimatica.



81

4.4.3.1 Colaboracédo CIBFar

A primeira colaboragdo foi com o professor Dr. Rafael Guido (IFSC-USP)
integrante do CIBFar, que é um CEPID apoiado pela FAPESP envolvendo fisicos,
quimicos de produtos naturais, quimicos sintéticos, farmacéuticos e bidlogos, entre
outros. O CIBFar possui um extenso banco de dados de moléculas, que consiste em
aproximadamente 4000 moléculas de origem sintética ou isoladas de produtos

naturais.

Neste sentido, todas as moléculas ja identificas ou sintetizadas pelos grupos
integrantes do CIBFar foram integradas em um mesmo banco de dados,
selecionando previamente as moléculas que se encaixam nas cinco regras de
Lipinski 131, Este banco de dados foi utilizado em uma campanha de triagem virtual,
utilizando a nossa estrutura cristalografica obtida com a construcdo RdRp_truncada
(c6digo PDB 5U04)192 como alvo, com busca especifica para o sitio ativo, grid box
na regiao dos residuos Asp535, Asp665 e Asp666 e para o sitio alostérico na regiao
N-pocket, grid box para a regido do priming loop (residuos Thr796 a Lys802). A

metodologia utilizada nesta busca esta descrita no item 3.12 acima.

A partir dessa triagem dois compostos mais promissores foram priorizados, 0s
pesquisadores do CIBFar foram contactados e nos enviaram as moléculas
disponiveis na quantidade (~1mg) e pureza (~95%) minimamente necessarias, para
gue pudéssemos testar sua inibicdo frente ao ensaio de atividade enzimatica da

RdRp_integral.

Foi possivel encontrar dois compostos que inibiram significativamente a
atividade relativa da proteina e que foram submetidos a ensaio de dose resposta
para determinacdo do ICso. Esses compostos inibiram mais de 80% da atividade
relativa da proteina no ensaio de inibicdo enzimatica de ponto Unico e sao
provenientes do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos
Naturais — NuBBE, Instituto de Quimica de Araraquara da UNESP. Os resultados

destes compostos podem ser visualizados na Figura 26.
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Figura 26  Resultado da triagem computacional e do ensaio enzimatico da colaboracéo CIBFar. (A)
Tabela com o resultado da melhor simulacédo realizada para os compostos Mangiferina e
Nubbe_285. (B) Grafico de barras da atividade enzimética da RdRp e a inibicdo da
atividade dos compostos Nubbe_ 285 e Magiferina. (C) Imagem gerada pelo Pymol, onde
€ possivel observar os residuos que interagem com o composto Mangirefina (ciano), (D)
gréfico de dose-resposta do composto Mangiferina com o IC50 de 6 + 2 uM (E) Imagem
gerada pelo Pymol, onde € possivel observar os residuos que interagem com o
composto Nubbe_ 285 (salméao), (F) grafico de dose-resposta do composto Nubbe 285
com o IC50 de 10 £ 2 uM.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Dois compostos dessa colaboracéo inibiram a atividade da proteina abaixo de
10 pM, foram eles a Mangiferina ICso de 6 + 2 uM (Figura 26D) e o Nubbe_285 ICso
de 10 = 2 uM (Figura 26F).

A mangiferina € um bioativo natural, isolado inicialmente da Mangifera indica
L, a mangueira, e foi a primeira xantona a ser farmacologicamente investigada.3¢ E
usada como um fitomedicamento anti-inflamatério e tem atividades biolégicas
amplamente estudadas contra diversas classes de doengas, 3713 entre elas
antialérgica, antitumoral, antioxidante, antiviral, antimicrobiana, entre outras. Apesar
de sua baixa biodisponibilidade oral, seu potencial terapéutico e sua baixa toxicidade

tem despertado grande interesse. 140-143

O composto Nubbe_285, também conhecido como trifolin ou kaempferol
3-galactoside, é um flavonoide da classe dos flavondis, isolado em 1977,*4 derivado
do kaempferol, que é um flavonol amplamente estudado como um antitumoral. 14°> O
trifolin é relatado como um antifangico e vem sendo estudado como antitumoral de

baixa toxicidade.146-147

A modelagem por triagem virtual indica que ambos os compostos podem
interagir com a regido da RdRp conhecida como Priming Loop, no residuo triptofano
(Trp) 797. A Mangiferina ainda interage com o residuo Isoleucina (lle) 799 e o
Nubbe 285 com o residuo Treonina (Thr) 795 do Priming Loop. Essa simulagéo
pode ser usada para que novos compostos possam vir a ser desenhados a fim de
que a inibicdo dessas moléculas frente a proteina seja potencializada, visto que
produtos naturais tem grande potencial para o desenvolvimento de agentes antivirais
por serem moléculas com baixa toxicidade e amplamente estudadas para diversas

finalidades.48-149
4.4.3.2 Colaboracao OpenZika

A colaboragdo foi realizada com o projeto OpenzZika (0OZ, ver
http://openzika.ufg.br), coordenado pela professora Dra. Carolina Horta Andrade, do
LabMol — Laboratério de Planejamento de Farmacos e Modelagem Molecular —
UFG. O objetivo principal do projeto é realizar a triagem virtual de milhares de
compostos disponiveis comercialmente em bases de dados nacionais e
internacionais, de acesso aberto, com modelos estruturais das proteinas do virus

Zika determinados experimentalmente ou obtidos com modelagem por homologia.1®
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A proteina alvo, os sitios selecionados para a docagem molecular, os
programas e 0s parametros computacionais utilizados foram os mesmos para ambas
as colabora¢des computacionais, para que obtivéssemos resultados comparaveis.
Os bancos de dados utilizados nesta triagem computacional foram: a Biblioteca
Chembrigde, composto por 1 milhdes de moléculas que estdo disponiveis
comercialmente e a biblioteca de produtos naturais do professor Dr. Luis Octavio
Regasini (IBILCE-UNESP Sé&o José do Rio Preto), composta por 150 moléculas

naturais e semissintéticas de Pterogyne nitens.

Devido ao tamanho da biblioteca de Chembridge alguns filtros foram
utilizados para garantir que somente 0S compostos que apresentassem as
propriedades semelhantes a farmacos (drug-like) fossem selecionados apds a
triagem. Para isso foi utilizado o programa FILTER versdo 1.9, esses filtros
satisfazem as regras de Lipinsk, removem grupos funcionais considerados toxicos e
reativos e os compostos PAINS (do inglés Pan Assay Interference Compounds), que

podem interferir nos resultados em ensaios experimentais, como falso-positivos. %0
151

Os melhores compostos foram adquiridos pelo grupo da Profa. Carolina H.
Andrade e nos foram enviados para os ensaios de inibicdo enzimética. Foram feitos
inicialmente os ensaios de ponto Unico, com uma concentracdo de composto fixada
em 20 uM. Para os compostos que inibiram pelo menos 80% da atividade enzimatica
foram feitos os ensaios de concentracdo-resposta para determinar o ICso de cada

composto.

O resultado dessa colaboracdo pode ser visualizado na Tabela 6, na qual
estdo dispostos 0os compostos com seus respectivos ICso (UM) e valor da pontuacéo
de docagem (kcal/mol).
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Tabela 6 Resultado da colaboracdo OZ onde estdo apresentados os valores de inibicdo
ICso (LM) e o valor da pontuacao de docagem (kcal/mol).

Pontuacéo na docagem

Composto ICs0 (UM) (kcal/mol)
LabMol-346 16 + 2 -5.2
LabMol-202 15+4 5.7
LabMol-204 12+ 3 -6.8
LabMol-340 6.9+0.9 -9.0
LabMol-317 5+1 -7.9
LabMol-344 5+1 -7.5
LabMol-319 1.8+05 -7.4
LabMol-301 1+01 -7.2
LabMol-309 0.7+0.1 -7.6
LabMol-343 0.48 +0.09 -6.5

Fonte: Elaborada pela autora.

Para todos os compostos, foi analisado se algum deles provocaram
interferéncia com alguns dos componentes do tampao ou com o fluoréforo SYBR
Green |, usando a férmula de IF, como relatado na padronizacdo do ensaio para
triagem em larga escala. Foi possivel determinar a atividade inibitéria de 10
compostos, conforme observado na Tabela 6 e suas estruturas quimicas podem ser

visualizadas na Figura 27.
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Figura 27  Estruturas quimicas dos compostos LabMol, para os quais foi possivel determinar a
atividade inibitoria.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Vemos que dos dez compostos encontrados, sete estdo com inibicdo abaixo
de 10 pM e trés possuem uma inibicdo abaixo de 1 pM. As curvas de concentracao-
resposta para esses trés compostos mais potentes podem ser visualizadas na
Figura 28.
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Figura 28 Resultado da triagem computacional e do ensaio enzimatico da colaboragao OpenZika,
para os trés compostos com ICso 21 pM. (A) Imagem gerada pelo Pymol, onde é possivel
observar os residuos que interagem com o composto LabMol-301 (rosa) e (B) sua
respectiva curva de concentracdo-resposta, com o0 ICso de 1 + 0.1 puM (C) Imagem
gerada pelo Pymol, onde é possivel observar os residuos que interagem com o
composto LabMol-309 (ciano) e (D) sua respectiva curva de concentracao-resposta, com
0 ICso de 0.7 + 0.1 uM (E) Imagem gerada pelo Pymol, onde é possivel observar os
residuos que interagem com o composto LabMol-343 (salmao) e (F) sua respectiva curva
de concentracdo-resposta, com o ICsp de 0.48 + 0.09 pM.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Pela predicdo da triagem, os compostos LabMol-301 e LabMol-309 virtual
interagem diretamente com o0s aspartatos cataliticos (D665 e D666). Como
observacéo interessante, o composto LabMol-309 parece ter maior potencial de
inibicdo pois a modelagem prevé que ele interage com ambos os aspartatos
cataliticos.

O composto LabMol-343, assim como o composto Nubbe 285 e o LabMol-
344, é um flavonol, conhecido como quercetina, um antioxidante amplamente
estudado com diversas atividades biolégicas relatadas, tais como anti-hipertensiva,

antiarritmica, antineoplasica, antimicrobiana, anti-inflamatéria e antiviral.152-155

Uma analise das curvas de concentracao-resposta dos compostos analogos e
derivadas do anel flavonol, LabMol-343, Nubbe 285 e LabMol-344 assim como suas

respectivas estruturas quimicas podem ser visualizadas na Figura 29.
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Figura29 Curvas de concentracdo-resposta dos compostos Nubbe 285 (A), LabMol-344 (B) e
LabMol-343 (C). As estruturas quimicas dos compostos sdo analogas e derivadas do
anel flavonol.

Fonte: Elaborada pela autora.

Correlacionando esses compostos, mostramos que modificacdes baseadas
no anel flavonol auxiliaram-nos na busca por um potente inibidor para a RdRp e de
baixa toxicidade, visto que eles apresentam baixa toxicidade nos ensaios relatados
na literatura.

Para todos esses compostos ativos contra a RdRp, seria de extremo interesse
a obtencdo de cristais com a presenca do ligante, o que, apesar dos Nnossos

esforcos, até o presente momento nao foi alcancado.

Como perspectivas deste projeto, todas as moléculas deverao ser submetidas
a ensaios de toxicidade pelos colaboradores, assim como passar por ensaios

biofisicos e cristalograficos para a validagéo de sua ligagéo a proteina.
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5 Conclusao

Com a realizacdo deste trabalho, foi possivel estabelecer protocolos de
expressao e purificacdo para ambas as construcdes propostas para a proteina RdRp
de ZIKV.

Para a construcdo RdRp_truncada foi possivel obter cristais que ocasionaram
difracdo, possibilitando a resolucdo da estrutura cristalografica a 1,9 A. Os
resultados obtidos com essa construcdo foram publicados na revista Nature
Communications. Além disso, essa estrutura cristalografica mostrou-se promissora
para a busca por novos ligantes no sitio alostérico N-pocket, a partir de ensaios
virtuais e biofisicos.

Ademais, foi possivel desenvolver e padronizar um ensaio baseado no
marcador fluorescente de &cido nucleico SYBR Green |, para a construcao
RdRp_integral, que monitora a atividade da proteina em tempo real, o qual foi
utilizado na busca por inibidores em larga escala, utilizando moléculas provenientes
de diversas bibliotecas, como a do Pandemic Response Box (Medicines for Malaria
Venture - MMV) (PRB), moléculas sintéticas e provenientes de produtos naturais.

Com a estrutura cristalografica em alta resolucdo e com o ensaio de atividade
padronizado, foi possivel estabelecer colaboracbes para a busca por possiveis
inibidores da RdRp de ZIKV a partir de técnicas computacionais.

Ao todo, analisou-se a inibicdo de mais de 500 moléculas contra a RdRp de
ZIKV, das quais 17 se mostraram inibidoras da atividade enzimatica. Dessas, 5 sédo
provenientes da biblioteca PRB, 2 da colaboragcao CIBFar, provenientes de produtos
naturais isolados pelos grupos Nubbe e 10 da colaboragédo OpenZika, proveniente
de diversas bibliotecas sintéticas e de produtos naturais. Algumas dessas moléculas
apresentaram inibicdo na faixa de micromolar, sendo, trés entre 20 e 10 uM, dez
delas entre 10 e 1 pM e cinco (2 do PRB e 2 OZ) na faixa de nanomolar, ou seja,
com potencial de inibigdo < 1 pM.

Dentre esses compostos encontramos 3 que possuem como anel principal um
flavonol, derivados de produtos naturais, o Nubbe 285 com ICso de 10 £ 2 pM, o
LabMol-344 com ICso de 5 + 1 yM e o LabMol-343 com ICso de 0,48 + 0,09 uM.
ModificacGes baseadas na estrutura do ligante, mantendo o anel flavonol, podem ser

Uteis para propor uma nova classe de inibidores de RdRp.
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Além disso, uma molécula altamente potente contra a RdRp foi encontrada na
biblioteca PRB, o MMV687800, com ICso de 0,47 + 0,17 uM. Essa molécula, a
Clofazamina, pode ser aplicada a técnica de reposicionamento de farmacos, por ja
ser utilizada no tratamento da Hanseniase, assim que estudos celulares e em
animais comprovarem sua efetividade. Se demonstrada sua atividade in vitro e in
vivo (modelos animais) contra o ZIKV, este composto poderia ser diretamente
utilizado em ensaios clinicos de eficacia, visto que seu perfil de seguranca ja é
conhecido. Isso diminuiria 0s custos referentes as pesquisas, assim como o tempo
de aprovacao pelos 6rgédos regulatorios.

Portanto, analisando-se todos os resultados obtidos neste periodo, concluimos
gue oS mesmos sdo potencialmente importantes para o desenvolvimento de
farmacos para o tratamento das infeccbes com o virus Zika. A plataforma obtida
para avaliacdo da inibicdo da enzima RdRp mostrou ser uma ferramenta confiavel e
eficaz para triagem de compostos. Com estes ensaios, aliados as informacdes
estruturais da RdRp, o0s compostos obtidos mostram-se promissores para

desenvolvimento futuro, aliados a ensaios celulares e em modelos animais.
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