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RESUMO

NOSKE, G. D. Caracterizacdo estrutural e busca por inibidores das proteases dos virus
emergentes: virus da Febre Amarela e SARS-CoV-2. 184 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2023.

Os recentes avangos em pesquisa possibilitaram uma maior compreensdo do mecanismo de diversas
doencas virais e auxiliaram no desenvolvimento de vacinas e medicamentos. No entanto, as doencas
virais ainda representam uma das maiores preocupacdes de saude publica e econdmicas mundiais, 0 que
evidencia a necessidade constante do desenvolvimento de novos antivirais. Dentre os virus ainda sem
farmacos especificos para seu tratamento, estdo o0s pertencentes ao género flavivirus, que inclui os virus
causadores da dengue, zika e febre amarela (YFV). O virus da febre amarela (YFV) tem genoma
composto por uma Unica fita de RNA que codifica uma Unica poli proteina contendo trés proteinas
estruturais e sete ndo estruturais. A NS3 tem dois dominios: um dominio protease e um dominio
helicase/NTP-ase. A NS3 protease age juntamente com uma outra proteina nao estrutural como cofator,
a NS2B, que auxilia 0 enovelamento correto da NS3P™ e permite que tenha uma forma ativa. O complexo
NS2B-NS3P™ auxilia na clivagem da poli proteina imatura, liberando as proteinas formadoras do
complexo de replicacdo viral. Considerando a importancia deste complexo no ciclo de replicacéo viral,
é evidente que ele representa um importante alvo no planejamento de candidatos antivirais. Sendo assim,
0 objetivo deste projeto consistiu em determinar a estrutura cristalografica da enzima NS2B-NS3P™ e
utiliza-la na busca por inibidores. A sequéncia codificante da proteina do virus foi clonada, expressa e
purificada. Também foi possivel obter cristais da enzima, utilizados para a resolucdo da estrutura da
enzima, resultando num modelo final a 2.9 A de resolugdo. Além disso, avaliamos a atividade da
proteina utilizando um ensaio baseado em um produto fluorescente. Foi possivel determinar as
constantes cinéticas da mesma, além de realizar a triagem de inibidores. Dos aproximadamente 1000
compostos testados, 18 hits foram encontrados, 6 deles apresentando ICsp com valores inferiores a
1.0 uM. Os ligantes mais promissores tiveram atividade antiviral testada em células contendo o replicon
de YFV, no qual 3 compostos apresentaram ECso em baixo micromolar. Em conclusdo, nds conseguimos
avancar com a clonagem, expresséo e purificacdo do complexo NS2B-NS3 protease do YFV. Além
disso, obtivemos cristais da proteina, que possibilitaram a resolucéo de sua estrutura cristalogréafica. A
enzima demonstrou elevada atividade proteolitica contra o peptideo sintético fluorescente, que foi de
suma importancia para a triagem de inibidores.

Adicionalmente, diante da pandemia causada pelo novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2, e como parte do
projeto colaborativo conduzido pelo CIBFar/CEPID como esfor¢co emergencial para o desenvolvimento
de antivirais contra 0 SARS-CoV-2, estudos também foram desenvolvidos com as proteases deste virus.
Uma das proteases do virus, a MP™, ¢ uma proteina dimérica amplamente estudada e explorada para o
desenvolvimento de antivirais. No entanto, os detalhes sobre seu processo de auto maturacdo
permaneciam desconhecidos. Neste trabalho, a enzima MP® foi expressa e purificada, em trés
construgdes diferentes (IMT-MP™, MP° e C145S MP™®). Ambas as construgbes foram cristalizadas e
tiveram estruturas cristalogréaficas resolvidas, assim como foram caracterizadas em solucéo. Além disso,
a enzima C145S MP™ teve estrutura determinada a 3.5A, em complexo com o peptideo nativo do N-
terminal, utilizando crio-microscopia eletrénica. Analisamos ainda a influéncia de diferentes inibidores
no processo de maturagdo da enzima. Por fim, pudemos inferir que a clivagem do N-terminal ndo é
critica para a dimerizagdo da enzima, mas sim, as mudangas conformacionais que sdo ocasionadas pelo
ajuste induzido ap6s ligacdo covalente do substrato. A elucida¢do das mudancas funcionais e estruturais
gue ocorrem durante esse processo de maturacdo obtidas neste trabalho fornecem informacoes
importantes para a compreensdo deste mecanismo e para a proposi¢do de inibidores especificos, que
tenham como alvo etapas intermediarias do processo de maturacdo da enzima. Além disso, este trabalho
nos ajuda a ter um maior entendimento sobre as proteases dos virus da febre amarela e SARS-CoV-2, e
habilita novas estratégias para o desenvolvimento de novos antivirais.

Palavras-chave: Protease. Febre amarela. SARS-CoV-2.






ABSTRACT

NOSKE, G. D. Structural characterization and discovery of antiviral candidates targeting
the viral proteases from: yellow Fever virus and SARS-CoV-2. 184p Thesis (Doctor in
Science) - Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao Carlos, 2023.

The recent advances in research have enabled a greater understanding of the mechanisms of several viral
diseases that supported the development of vaccines and antiviral drugs. However, viral diseases still
represent one of the major public health and economic concerns worldwide, highlighting the constant
need for the development of new antivirals. Among the viruses that still lack specific drugs for their
treatment are those belonging to the flavivirus genus, which includes the viruses that cause dengue, zika
and yellow fever. The yellow fever virus (YFV) has a genome composed of a single RNA strand that
encodes a polyprotein containing three structural and seven non-structural proteins. NS3 has two
domains: a protease domain and a helicase/NTPase domain. The NS3 protease acts together with another
non-structural protein as a cofactor, NS2B, which helps the correct folding of NS3P™ and allows it to
assume its active form. The NS2B-NS3P™ complex assists in the cleavage of the immature polyprotein,
releasing the individual proteins that form the viral replication complex. Considering the importance of
this complex in the viral replication, it is clear that it represents an important target in the design of
antiviral candidates. Therefore, the objective of this project was to determine the crystallographic
structure of the NS2B-NS3pro enzyme and use it in the search for inhibitors. The coding sequence was
cloned, expressed and the protein purified. It was also possible to obtain crystals of the enzyme, used to
solve the 3D structure, resulting in a final model at 2.9 A resolution. Furthermore, we evaluated the
activity of the protein using a fluorescence-based assay. It was possible to determine its Kkinetic
constants, in addition to the screening for inhibitors. Among approximately 1000 compounds screened,
18 hits were found, 6 of them with ICs values below 1.0 uM. The most promising ligands had antiviral
activity tested in cells containing the YFV replicon, in which 3 compounds presented ECso at low
micromolar. In conclusion, we were able to move forward with the cloning, expression and purification
of the YFV NS2B-NS3 protease complex. Furthermore, we obtained crystals of the protein, which made
it possible to resolve its crystallographic structure. The enzyme demonstrated high proteolytic activity
against the synthetic fluorescent peptide, which was of paramount importance for screening inhibitors.

Additionally, due to the pandemic caused by the new coronavirus, SARS-CoV-2, and as part of the
collaborative project led by CIBFar/CEPID as an emergency effort to develop antivirals against SARS-
CoV-2, studies were also developed with the coronaviral proteases. One of the virus proteases, MP©, is
a dimeric protein widely studied and explored for the development of antivirals. However, details about
its self-maturation process remained unknown. In this work, MP™ was expressed and purified in three
different constructs (IMT-MP™, MP™ and C145S MP™). Both constructs were crystallized and had their
crystallographic structures solved, as well as characterized in solution. Furthermore, the structure of the
C145S MP™ enzyme was determined at 3.5A, in complex with the endogenous N-terminal peptide, using
cryo-electron microscopy. We also analyzed the influence of different inhibitors on the enzyme
maturation process. Finally, we were able to infer that the N-terminal cleavage is not critical for the
dimerization of the enzyme, but rather, the conformational changes are caused by the adjustment induced
after covalent binding of the substrate. The elucidation of the functional and structural changes that
occur during the maturation process obtained in this work provides important information for
understanding this mechanism and for proposing specific inhibitors, which target intermediate stages of
the enzyme maturation process. Furthermore, this work helps us gain a greater understanding of the
proteases of yellow fever and SARS-CoV-2 viruses and supports the development of new antivirals.

Keywords: Protease. Yellow fever. SARS-CoV-2.
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do peptideo AG-Hecate, contendo acido galico no N-terminal, destacando
0s potenciais sitios de clivagem pela protease, coloridos na figura em
AMATEIO. oo 86

Graficos de dose-resposta dos peptideos da série Hecate. A) Dose-resposta
do peptideo Hecate. B) Dose-resposta do peptideo AG-Hecate. C) Dose-
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Gel de agarose 1% contendo os fragmentos obtidos para o vetor
pET_DUET-1. As bandas de 1-6 correspondem a col6nias contendo ambos
0s insertos, NS2B e NS3 protease. A banda indicada por M representa o
marcador molecular (em pb). As bandas 1-3 correspondem a PCR realizada
com os primers NS2Bduetfw e T7 term (1020 pb), enquanto as bandas de
4-6 correspondem a PCR realizada com os primers NS2Bduetfw e
NS3prorv (970 pb). A banda 7 corresponde a uma das coldnias positivas da
primeira etapa de clonagem contendo apenas o inserto correspondente ao
cofator NS2B. A PCR foi realizada com os primers NS2Bduetfw e T7 term
(506 pb). B) SDS-PAGE 15% contendo os resultados dos testes de
expressdo da construgdo unlinked. No gel, vemos as fracdes celulares
sollveis de cada uma das condicdes testadas, indicadas na figura. A banda
indicada por M representa o marcador molecular (em kDa). A proteina de
interesse esta indicada pela seta vermelha (NS3 protease: 18 kDa). ........ 90

Resultados da purificacdo da proteina NS2B-NS3P° unlinked. A)
Cromatograma obtido na etapa de exclusdo molecular. B) SDS-PAGE 15%
mostrando a pureza da amostra ao final da purificacdo, a proteina esta
indicada pela seta vermelha (NS3 protease: 18 KDa)..........cccccevevvvervrenene. 91

A) Curvas de Michaelis-Menten para cada uma das enzimas WT linked e
unlinked. As barras de erros correspondem ao desvio padrdo das triplicatas.
B) Curvas obtidas na DSF para cada uma das construc@es....................... 92

Cristais da enzima NS2B-NS3P° YFV unlinked. A) Cristais da proteina na
condigdo B10 PACT (0.2 M cloreto de magnésio, 0.1 M MES pH 6, 20%
PEG 6000). B) Cristais da proteina na condicdo D04 PACT (0.1 M MMT
pH 7, 25% PEG 1500). C) Cristais da proteina na condigdo GO5 PACT (0.2
M nitrato de s6dio, 20% PEG 3350). ......cccccveiiiieiieieceece e 93

Representagdo esquematica do genoma viral do SARS-CoV-2 e da
poliproteina viral pplab. As proteinas ndo estruturais (NSPs) estdo
representadas em verde, as proteinas estruturais em vermelho e as proteinas
acessorias em roxo. As setas estdo indicando os sitios de clivagem de cada
uma das proteases virais. Em vermelho, estdo representados os sitios de
clivagem da enzima Papain-like-protease ou PLP™ e em azul, os sitios da
enzima Main-protease o0U MP™ . ... 100

Representagdo da estrutura da enzima MP™ do virus SARS-CoV-2. Cada
um dos protdmeros esta colorido em cores diferentes (verde e amarelo). Os
residuos cataliticos estdo destacados em vermelho. DI, DIl e DIl indicam
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ampliada do sitio ativo da enzima, composto pela diade dos residuos
Cys145 e His4l (representados como ball and sticks e coloridos em
vermelho), mostrando também o sitio de ligacdo ao substrato com o0s
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Representacdo esquematica das construcGes da proteina SARS-CoV-2
Main Protease. A porcdo correspondente a sequéncia da proteina estd
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Representacdo esquematica do ensaio enzimatico da proteina SARS-CoV-
2 MP™ baseado em FRET. O substrato Dabcyl-KTSAVLQ|SGFRKM-
E(Edans)-NH2 é clivado pela enzima liberando dois peptideos menores,
cuja fluorescéncia pode ser monitorada nos comprimentos de onda
APFESENTOS. ..ttt 111

Clonagem das diferentes construces da MP™ de SARS-CoV-2. A) Gel de
agarose 1% contendo os resultados da PCR de colbnia obtidos para as
construcdes IMT-MP™ (961 pb) e MP™ (982 pb) respectivamente. A amostra
indicada por M contém o marcador de peso molecular, com os tamanhos
em pb indicados na figura. B) Mapa do plasmideo pET_M11/LIC obtido na
clonagem para as construgdes de MP™. ... 115

Purificacdo das 3 construcbes da enzima MP°, IMT-MP®, MP e C145S
MP™ | respectivamente. Para ambas as enzimas estdo apresentados 0s
cromatogramas referentes a Ultima etapa de purificacdo e 0s respectivos
SDS-PAGE (12.5%0). ...ecvviieieieiesieiee e 116

A) Curvas de fluorescéncia das diferentes construcdes de MP™ medidas ao
longo do tempo. B) Curvas de Michaelis-Menten para cada uma das
enzimas mutantes. As barras de erros correspondem ao desvio padrdo das
triplicatas. C) Perfis de eluicdo na cromatografia de exclusdo molecular
para cada uma das enzimas. As curvas correspondem a mudanca na
intensidade no espalhamento normalizado em 90° (linhas) e massas
moleculares calculadas para cada um dos picos (pontos). D) Perfis de
desnaturacdo térmica de cada uma das eNzimas. .........cccecevererereseennnn 119

Cristais da enzima MP™ de SARS-CoV-2. A) Cristais da enzima IMT-MP™
obtidos na condicdo E09 do kit MORPHEUS (0.12 M etileno glicois, 0.1
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MP™ obtidos na condi¢do D02 do kit BCS (10% 2-PropOH, 0.1 M MES pH
6.5, 22.5% PSL). Em A-B, a imagem da direita corresponde a mesma
condicédo sob luz UV. C) Cristais otimizados da IMT-MP™ na condi¢édo 0.1
M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8% PEG 4K (utilizando seed obtido da
condicdo B). D) Cristais da MP™ (ortorrémbico) obtidos na condi¢do 0.1 M
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obtido da condicdo B). E) Cristais da enzima C145S MP™ (tetramero), na
condicdo A08 do kit BCS (0.1 M fosfato/citrato pH 5.5, 20% PEG Smear
HIGN). oo 120

Padrbes de difracdo de cristais da enzima MP™ de SARS-CoV-2, ambos
coletados na linha MANACA, no SIRIUS. A) Cristais da enzima IMT-MP™
obtidos na condi¢do 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8% PEG 4K. B)
Cristais da enzima MP™ no grupo espacial ortorrdmbico. ...................... 121

Mudancas estruturais observadas na forma imatura da enzima MP™,
destacando a regido do bolsdo de liga¢fes ao substrato e a distancia entre
os dois protdmeros. A esquerda, a estrutura da IMT-MP™ (PDBid 7KFI) esta
representada como ribbon e colorida de acordo com 0 RMSD, comparada a
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estruturais estdo representados como sticks, e as distancias estdo indicadas
Pelos tragos emM amarelO. .......c.ccveieeie e 123

A) Visdo geral do dominio DIIl da IMT-MP™ (cadeia A em amarelo e cadeia
B em ciano) superposta com a MP™ nativa (cinza). Os residuos adicionais
da regido N-terminal estdo representados como esferas e coloridos em
vermelho. B) Visédo rotacionada do dominio DIIlI da IMT-MP™. C) Sitio
ativo e bolséo de ligagdo ao substrato da IMT-MP™ cadeia B (cartoon ciano)
superposta com a MP™, Os residuos cataliticos e importantes na ligacdo ao
substrato estdo coloridos em amarelo e representados como sticks. MP™
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A) Visdo geral dos fragmentos identificados para os cristais da enzima
IMT-MP™, A estrutura da enzima esta representada como superficie, com
as cadeias A e B coloridas em amarelo e ciano, respectivamente. Os
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Estrutura cristalografica da enzima MP™ em dois grupos espaciais, P21212:
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Estrutura cristalografica da C145S MP™ tetrdmero. A direita, a estrutura do
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Interagdes feitas pelos peptideos do N e C-terminal com os residuos do sitio
ativo da proteina C145S MP°, A) Detalhe das interacdes para o peptideo N-
terminal (cadeia A). B) Detalhe das interacGes para o peptideo do C-
terminal (cadeia B). Em ambas, os peptideos estdo representados como ball
and stick e coloridos em amarelo e os residuos parte das interacGes estdo
representados como linhas e coloridos em ciano...........c.ccoeveveiiieieennnns 132

Superposicdo dos residuos do C-terminal da MP™ para as enzimas MP™
madura, C145S MP™ tetramero - cadeia B e C145A MP™ (PDBId 7JOY). As
estruturas estdo representadas como cartoon e sticks e coloridas em verde,
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A) SDS-PAGE contendo a clivagem do N-terminal da C145S MP™ ao longo
do tempo. Na parte superior, reacdo contendo 10 mM C145S MP™, e na
parte inferior a mesma reacdo suplementada com 5 nM de MP™. As setas
vermelhas indicam para a banda de clivada da MP™. B) Grafico de barras
mostrando a intensidade relativa das bandas de MP™ clivada e néo clivada
ao longo do tempo. C-D) Perfis de eluigdo na cromatografia de excluséo
molecular da C145S MP™ ao longo do tempo para as reagdes sem e com
Mpro madura respectivamente. C. As curvas correspondem a mudanga na
intensidade no espalhamento normalizado em 90° (linhas) e massas
moleculares calculadas para cada um dos picos (Pontos)............cc.e...... 134

Curvas de fluorescéncia ao longo do tempo para diferentes tempos de auto
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Esquema do processamento dos dados de crio-microscopia eletronica da
C145S MP. A) Exemplo de micrografias alinhada. A barra de escala
corresponde a 20 nm. B) Anéis de Fourier da micrografia apresentada em
A. C) Exemplos de particulas presentes nas micrografias. D) Passo a passo
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A) Visdo geral da densidade do volume final reconstruido para a C145S
MP™ obtido por crio-microscopia eletronica. Cada uma das cadeias A e B
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Representagdo esquematica da MP™ tetramérica em solugdo. A MP esta
representada como superficie com as cadeias A e B coloridas em azul e
ciano, respectivamente. As MP™ monoméricas parcialmente enoveladas
estdo coloridas em vermelho. B) Visdo detalhada das particulas de MP™
encontradas nas micrografias, onde as moléculas de Mpro dimérica estdo
marcadas em azul e as MP™ monomero associadas ao dimero estdo
marcadas em VErmelN0. ... 140
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entre a estrutura da C145S MP™ tetrdmero e a estrutura obtida por cryo-EM.
A proteina esta representada como traco da cadeia alpha e colorida de
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MALS ao longo do tempo para a amostra 1, contendo C145S MP™
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ndo covalente MAT-POS-e194df51-1. C) Amostra contendo o inibidor
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Representacdo esquematica da dinamica em solucdo observada no SEC-
MALS ao longo do tempo para a amostra 1, contendo C145S MP™
tetramero. De cima para baixo estdo apresentados respectivamente 0s
tempos Oh, 24h e 48h. A) Controle DMSO. B) Amostra contendo o inibidor
ndo covalente MAT-POS-e194df51-1. C) Amostra contendo o inibidor
covalente NIrMatrelVir. ........c.coovevviiiiiee e 145

Estrutura cristalografica da C145S MP™ monomérica em complexo com
nirmatrelvir, alinhada com a estrutura da enzima apo madura. Ambas as
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Mudancas estruturais no sitio ativo da enzima MP™ durante o processo de
clivagem. A) Principais residuos do sitio ativo (representados em sticks
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Principais residuos do sitio ativo (sticks verdes) da C145S MP™ ligado
covalentemente ao peptideo (complexo intermediario enzima-substrato)
(topo), representacdo em cartoon colorido em verde (meio) e superficie de
potencial eletrostatico (parte inferior). D) Principais residuos do sitio ativo
(sticks verdes) da C145S MP™ ligado ndo covalentemente ao peptideo
(topo), representacdo em cartoon colorido em vermelho (meio) e superficie
de potencial eletrostético (parte inferior). Os sticks transparentes e cartoon
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1 INTRODUCAO GERAL

Os virus sdo os agentes mais simples e numerosos na Terra. Estima-se que em nosso
corpo, para cada célula humana, existem cerca de 100 virus, dos quais conhecemos apenas
uma pequena parte. Embora os primeiros relatos de doencas virais datem do inicio da idade
média, a virologia é uma ciéncia relativamente recente, dada a dificuldade para a
visualizac&o e identificacdo destes agentes.!? No século XIX, a publicacio de um artigo
contendo as primeiras imagens de microscopia de um virus marcaram a ciéncia, e a partir
do século XX, diversos virus foram identificados.® O desenvolvimento de vacinas teve
papel fundamental no controle e erradicacdo de algumas viroses graves, como poliomielite
e variola. No entanto, diversas permanecem sem vacinas, € no geral, existem poucos
tratamentos especificos para doencas virais.

A natureza bioldgica dos virus, a auséncia de metabolismo préprio e a necessidade
de serem parasitas intracelulares, dificulta o estudo dos virus e o desenvolvimento de
antivirais. Por ndo possuirem metabolismo proprio, encontrar um farmaco capaz de afetar
exclusivamente o virus, sem afetar as nossas celulas, é uma tarefa extremamente dificil.
Além da dificuldade da identificacdo dos virus, estes ndo sdo faceis de serem cultivados e
manuseados em laboratério. A simplicidade genética dos virus e alta variabilidade
gendmica e estrutural, impossibilita o desenvolvimento de fa&rmaco antiviral de amplo
espectro, e 0s torna mais suscetiveis a mutagdes, 0 que corrobora com a emergéncia de
resisténcia aos medicamentos ja existentes.?*

Os recentes avangos em pesquisa possibilitaram uma maior compreensdao do
mecanismo de diversas doengas virais e auxiliaram no desenvolvimento de novos
antivirais, no entanto, as doencgas virais ainda representam uma das principais causas de
enfermidades e mortes entre humanos. Segundo a Organizagdo de Saude (OMS), 37.7
milhdes de pessoas atualmente vivem com HIV, mais de 250 milhdes com Hepatite B e 70
milhdes de pessoas com Hepatite C.> Além disso, entre 3 e 5 milhdes de pessoas sio
infectadas anualmente por Influenza. As doencas virais totalizaram durante o ano de 2021,
de acordo com a OMS, aproximadamente 20% da taxa de mortalidade mundial.®

E unanime entre a comunidade cientifica que doencas virais continuardo a emergir,
causando epidemias e potencialmente podendo ocasionar uma nova pandemia. Novas
doencas virais sdo comumente ocasionadas por novos virus provenientes de ambiente
silvestre, mutacdo de virus ja existentes ou pela reemergéncia de doencas ja ndo observadas

em ambiente urbano.?* Existem diversas possiveis causas, dentre elas a globalizacdo e a
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alta mobilidade internacional de pessoas, aumento populacional, expansdo urbana,
aquecimento global e desmatamento, que acaba por aproximar a populacédo do ambiente
silvestre, o que contribui com a reurbanizacdo de doengas e transmissdo de novos virus
provenientes de hospedeiros nativos de ambientes silvestres.®°

Neste contexto, é evidente que o estudo da biologia estrutural dos virus é
fundamental para investigacdo do mecanismo molecular das infecgbes. Uma melhor
compreensdo da estrutura, funcdo dos virus e sua interagdo com o hospedeiro nos permite
ndo somente compreender o mecanismo das doencas em nivel fundamental,
proporcionando maior entendimento sobre o ciclo de replicacdo dos virus, mas também
permite a identificacdo de novos alvos e auxilia no desenvolvimento de ferramentas para
controle e prevencdo de atuais e futuras epidemias.

A pandemia de SARS-CoV-2 (Sindrome respiratoria aguda grave causada por
coronavirus 2), causador da COVID-19, uma doenca altamente infecciosa e contagiosa, se
espalhou rapidamente em propor¢6es mundiais, afetando de forma impactante a economia
e 0s sistemas de salde publica. Diante das graves consequéncias geradas por essa
pandemia, um rapido desenvolvimento de candidatos vacinais e busca por antivirais,
ocorreu de forma nunca vivenciada pela comunidade cientifica e populacdo mundial. Os
desafios impostos pela pandemia de COVID-19 devem estimular a conscientizacdo de
cientistas, governos e sociedade da importancia das pesquisas basicas em virologia e 0
desenvolvimento de novos antivirais. Diversas doencas virais permanecem sem tratamento
especifico, como poxvirus, alphavirus, flavivirus, e alguns virus de febre hemorragica.
Além disso, conforme previamente mencionado, a constante emergéncia de resisténcia a
antivirais evidencia a necessidade constante de busca por novas alternativas de tratamento.
Uma vez que, dada a grande variedade de virus existentes e desconhecidos na natureza,
epidemias e pandemias virdo acontecer, cabe a n6s continuarmos nosso trabalho e estarmos
mais preparados para enfrentar e tratar as infeccdes, e talvez em algum momento, prevenir
0 surgimento de novos surtos.

Considerando a necessidade da obtencdo de novos antivirais contra virus
emergentes, este projeto, que teve inicio em 2018, visava a obtencdo de potenciais
candidatos antivirais contra a febre amarela, dada a preocupagdo com a possivel
reurbanizacdo da doenca apds a epidemia ocorrida no Brasil entre 2015-2017, através da
elucidacdo da estrutura do complexo NS2B-NS3 protease e utilizagdo deste para a triagem
de inibidores. Além disso, apds o inicio da pandemia de COVID-19, diversos grupos de

pesquisa voltaram seus esforcos para estudos estruturais de proteinas do virus SARS-CoV-
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2 e a busca por inibidores. No Centro de Pesquisa e Inovagdo em Biodiversidade e
Farmacos (CIBFar, CEPID-FAPESP 2013/07600-3), o cenario ndo foi diferente. Como o
laboratorio conta com uma ampla infraestrutura para a producdo e cristalizacdo de
proteinas recombinantes, e possui uma plataforma para a caracterizacdo de inibidores de
proteinas para flavivirus e alphavirus, rapidamente redirecionamos nossas pesquisas para
0 SARS-CoV-2 utilizando toda a infraestrutura ja existente.
Desta forma, esta tese sera dividida em 2 capitulos:
1. Busca por candidatos antivirais contra o virus da Febre Amarela baseados na
estrutura do complexo NS2B-NS3 protease, que abordaré a expressdo recombinante
da proteina e a obtencdo de sua estrutura cristalografica seguida da triagem e
identificacdo de inibidores potentes.
2. Caracterizacdo em solucdo e elucidacao estrutural do processo de maturacdo da
enzima Main Protease (MP®) de SARS-CoV-2, que abordard a expressdo
recombinante da proteina e utilizacdo de técnicas biofisicas, bioquimicas e

estruturais para compreensdo de seu processo de maturagao.
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CAPITULO 1

Estudos estruturais e busca por candidatos antivirais contra
Febre Amarela tendo como alvo o complexo NS2B-NS3

protease
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1 INTRODUCAO

1.1  Panorama geral sobre a Febre Amarela

A febre amarela é uma doenca infecciosa grave ocasionada por um virus de RNA
pertencente a familia Flaviviridae e género Flavivirus. Recentemente, a epidemia no Brasil de
origem silvestre em 2017 trouxe de volta a febre amarela como risco de satde publica, podendo
espalhar-se novamente no ambiente urbano.'® Apesar de haver controvérsias na determinac&o
da origem do virus, estudos genémicos indicam que o virus surgiu ha pelo menos 3000 anos no
continente africano.!* Durante o final do século XVI1I e XIX, o comércio de escravos ajudou o
virus a se espalhar pelo mundo, causando epidemias na América do Norte, América Central e
regides da Asia.*? Em 1881, o pesquisador Carlos Finlay demostrou que a febre amarela era
transmitida pelo mosquito Aedes aegypti, mas ainda ndo se sabia qual a era causa da doenca.®
Apenas em 1927, em Gana, o pesquisador Adrian Stokes foi capaz de isolar o primeiro virus
do sangue de um homem, dando o nome ao grupo dos flavivirus — do latim “flavus” significa
amarelo.!4

Atualmente a febre amarela ainda ¢ um problema de saude publica, afetando
principalmente regides de clima tropical no continente africano e na América do Sul.*® No ano
de 2023, de acordo com a Organizacdao Mundial de Satide (OMS), 29 paises africanos foram
classificados como areas endémicas da doenca e na América do Sul e Central, 13 paises
encontram-se em areas de risco, incluindo o Brasil, nos quais a vacinacdo é altamente
recomendada.’® A transmissdo se da primariamente pela picada do mosquito infectado da
familia Culicidae, principalmente dos géneros Aedes e Haemagogus (Figura 1).1” Do ponto de
vista epidemioldgico, a febre amarela é classificada em dois tipos: silvestre e urbano, que
diferem entre si de acordo com os transmissores e o local de ocorréncia (Figura 1). O ciclo
silvestre envolve a transmissao entre primatas ndo-humanos e humanos principalmente por
mosquitos do género Haemagogus, que sao comuns em regides de mata. O ciclo urbano envolve
a transmissao do virus entre humanos, cujo principal vetor é o mosquito Aedes aegypti. Em
geral, o virus é trazido para a cidade quando um homem se infecta com a febre amarela do tipo

silvestre (Figura 1).
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Primata ndo humano (macaco) —

/~L \ - / i N
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Haemagogus spp e , ''''''' f w , g
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mosqu|to Sabethes spp mosquuto Hu 4 N it
\ D / \ ya
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Primata ndo humano (macaco)

Ciclo silvestre Ciclo urbano

Figura 1 - Ciclos de transmisséo do virus da febre amarela.

Fonte: Elaborada pela autora com os dados de CDC- Yellow Fever transmission
(https://www.cdc.gov/yellowfever/transmission/index.html), acesso em 10.04.23.

Clinicamente, tal como em outras viroses, a febre amarela apresenta-se de diversas
maneiras, podendo ser desde assintomatica a severa.'® Dentre os sintomas caracteristicos esto:
febre alta, calafrios, dor de cabeca, dor lombar, dor muscular generalizada, enjoos e vomito.°
Nos casos mais severos, pode ocasionar problemas renais, danos hepaticos, hemorragia,
choque, faléncia multipla de 6rgéos e alto risco de morte. Embora somente cerca de 15% dos
casos se apresentem na forma mais grave, nestes casos a taxa de morte é extremamente alta,
chegando a 60%.'° Até o momento ndo existe nenhum tratamento especifico para a febre
amarela. Nos casos mais graves, o0 paciente deve ser hospitalizado para maiores cuidados e

observacéo.®
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O isolamento do virus possibilitou o desenvolvimento de uma vacina, produzida por
Theiler e Smith e denominada 17D, utilizando o virus atenuado isolado anteriormente,
pertencente a linhagem Asib.?° Nas décadas de 40 e 50, foram administradas 40 milhdes de
doses da vacina contra febre amarela em paises do leste da Africa e o nimero de casos declinou
consideravelmente.?’ Nos dias atuais, a vacina contra a febre amarela é uma das mais seguras
e eficientes ja desenvolvidas utilizando virus atenuado.?’° Tem atuacio baseada na imunizagio
a longo a prazo, que induz imunidade humoral e celular, com efetiva producéo de anticorpos
neutralizantes especificos contra a proteina E presente no envelope viral.?*?? A vacina inicial,
do tipo 17D, foi melhorada e os tipos produzidos séo derivados de duas sub-linhagens, a 17DD
e a 17D-204 desenvolvidas no Instituto Rockfeller.?

Apesar de raros, a vacina pode apresentar efeitos colaterais, e levando isto em conta,
certos grupos da populacdo ndo sdo aconselhados a se vacinar, como pacientes com HIV e que
estejam utilizando imunossupressores ou pessoas com alergia a ovos.?* Como forma de
prevencdo de novas epidemias, a OMS recomenda a vacinagdo contra febre amarela em certas
areas consideradas de risco ou endémicas, ou para aqueles que viajam para estas regides.?
Podemos citar alguns paises africanos como Angola, Senegal e Gana e outros paises tropicais

como o Brasil, Argentina e Equador.

1.2  Situacéo atual da febre amarela no Brasil

No Brasil, apds os esforcos do Ministério da Saude e uma campanha intensa de
vacinagdo no inicio do seculo XX, a febre amarela urbana foi considerada erradicada e desde
1942 nenhum caso foi registrado no pais.?® Porém, o aumento da populagio ndo imunizada no
pais, somado ao aumento do contingente populacional circulando entre as areas endémicas,
além de mudancas climéticas e desmatamento, possibilitaram o ressurgimento de um novo surto
de febre amarela no pais em 2017.2" Esses fatores levaram pesquisadores a alertar o sistema de

salide brasileiro para o possivel retorno da febre amarela em regides urbanas.®
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Entre dezembro de 2016 e fevereiro de 2017 um surto de febre amarela atingiu o Brasil,
afetando inicialmente o estado de Minas Gerais. Esta foi a epidemia mais grave desde as
aparicbes da doenca nas décadas de 50 e 60. Neste periodo foram reportados 778 casos
confirmados da doenca, levando a morte 262 pessoas, com uma taxa de letalidade de
aproximadamente 34%. A vacinacdo foi feita nas areas mais afetadas, o que ndo impediu que o
virus se espalhasse para outras areas, dentre elas o estado de S&o Paulo, Espirito Santo e Bahia.?®
No periodo sazonal do ano seguinte (entre dezembro de 2017 e maio de 2018), houve um rapido
aumento no numero de casos confirmados nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas
Gerais. Neste periodo foram registrados 1376 casos de febre amarela silvestre, e dentre eles 483
mortes.?® No estado de S&o Paulo, de acordo com a Secretaria de Satde, o nimero de casos
confirmados até setembro de 2018 foi de 537, um valor cerca de 400% maior comparado aos
103 registrados no ano anterior.*°

Durante o monitoramento 2019/2020 foram registrados 881 casos suspeitos e 18 casos
confirmados.®® Ja no ano de 2023, apds 3 anos sem registros de casos da doenga no Brasil, 2
mortes por febre amarela foram confirmadas no estado de S&o Paulo.3! Embora o ndimero de
casos tenha diminuido significativamente, neste ano, foram registradas 686 epizootias (casos
de FA entre macacos), 0 que evidencia a circulagdo do virus no pais.>* Em conjunto, a baixa
cobertura vacinal no pais segundo o Ministério de Saude, em torno de 50% enquanto a
recomendada pela OMS para prevencdo de novas epidemias € superior a 80%, leva a
preocupacdo de um possivel retorno da doenca, especialmente no ambiente urbano.

Segundo dados atuais da OMS, estima-se que a cada ano ha 200.000 casos de febre
amarela, totalizando 30.000 mortes. No entanto, devido a dificuldade no diagnéstico, apenas
uma pequena porcentagem dos casos € identificada e o nimero real de casos pode ser até 50
vezes maior que o notificado. Nesta atual conjuntura, fica evidente que, nos Gltimos anos,
embora haja a existéncia de uma vacina como profilaxia para a febre amarela, o nimero de
casos cresceu significativamente. Estes fatores, somados a inexisténcia de um farmaco para o
tratamento da doenga, levaram a OMS a classificar a febre amarela como situacéo de alerta de

salde publica deste fevereiro de 2017.
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Considerando a gravidade da doenca que atinge mais de 50% dos casos graves, a
inexisténcia de um farmaco especifico para seu tratamento, a baixa cobertura vacinal, somados
a circulacdo endémica silvestre do virus, evidenciada pelos surtos recentes e pela constante
aparicdo de casos de FA entre macacos, fica claro que é urgente a necessidade do
desenvolvimento de um farmaco antiviral contra a febre amarela. Com a existéncia de um
farmaco antiviral, aliado ao diagndstico precoce da doencga, seria possivel evitar milhares de
casos e mortes anualmente, reduzir a circulacdo viral e consequentemente evitar o aparecimento

de variantes, assim como permitiria tratar e prevenir futuras epidemias.

1.3  Biologia estrutural do virus e do complexo NS2B-NS3P™

O virus causador da febre amarela, Yellow Fever Virus (YFV) pertence a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus, que inclui também os virus da dengue, Zika e Encefalite
Japonesa, s30 responsaveis por uma série de enfermidades que acometem os humanos.®2

Os flavivirus tem genoma composto por uma unica fita de RNA positiva, de
aproximadamente 11.000 bases que codifica uma Unica fase aberta de leitura (ORF), a qual
apresenta regides que ndo sao traduzidas (responsaveis pelo controle da traducdo e replicagédo
viral), e uma regido responsavel por codificar uma Unica poliproteina. A poliproteina é
composta por trés proteinas estruturais, formando o envelope, o capsideo e a membrana viral;
e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A poliproteina
é clivada pela NS2B-NS3 protease (NS2B-NS3P™), juntamente com algumas proteases do

hospedeiro, gerando as proteinas virais maduras (Figura 2).33-34
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Figura 2 - Estrutura e expressdo genémica dos flavivirus.
Fonte: Elaborada pela autora utilizando biorender.com.

A NS3 é uma proteina multifuncional, que contém um dominio serino-protease na

regido N-terminal e um dominio RNA-helicase/NTPase na regido C-terminal.®* Ambas as
fungdes desempenham papel crucial no processo de replicacdo viral, por isso, € uma das
proteinas ndo estruturais dos flavivirus mais bem caracterizadas e possui varias estruturas
cristalograficas resolvidas.3>*“% Hoje a maior parte dos inibidores de replicacdo viral de

flavivirus tem como alvo ou a NS3 protease, ou a NS5 RNA-dependente RNA Polimerase.**
43
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O enovelamento e atividade catalitica da NS3 protease dependem de uma interacdo ndo
covalente com outra NS, a NS2B (Figura 3). A NS3 protease é formada por dois barris-, que
contém a triade de aminoacidos cataliticos (His, Asp e Ser) localizado entre eles. Além disso,
a porc¢do terminal da NS2B forma um f-hairpin que se adere a superficie da NS3 protease,
formando o complexo NS2B-NS3P® (Figura 3).** A NS2B-NS3 protease é descrita como
podendo ser encontrada em duas conformaces possiveis: aberta ou fechada. A conformacéo
aberta, tipica de estruturas da proteina na forma apo, é caracterizado pelo cofator NS2B nao
envolvendo a NS3 protease e formando uma regido de hélice (Figura 3A). Ja a conformacéo
fechada, tipica de estruturas da proteina em complexo com um ligante no sitio ativo (substrato
ou inibidor), é caracterizado pelo cofator NS2B formando uma regido de grampo-p em sua
porcdo C-terminal, cujos residuos desta volta-p interagem com o ligante presente no sitio ativo,
estabilizando o cofator NS2B (Figura 3B).%

Figura 3 - Estrutura do complexo NS2B-NS3P™ de dengue tipo 2. Podemos ver o enovelamento do complexo
NS2B (azul) com a NS3 (vermelho) na conformag&o aberta em A (PDB ID 2FOM), e na conformacédo
fechada em B (PDB ID 3U1l). Em ambas temos a visdo da triade catalitica, com os residuos His51,
Asp75 e Serl35 representados em esferas (cinza).

Fonte: Elaborada pela autora.

O mecanismo de reacdo das proteases de flavivirus, assim como de outras serino-
proteases, pertence ao tipo catalise acido-basica em que a serina, residuo que da nome a familia
de enzimas, é responsavel pelo ataque nucleofilico a carbonila da ligacdo peptidica.*® O
potencial nucleofilico da serina (Ser135) é aumentado pela interagdo com outros residuos
formadores da triade catalitica, aspartato e histidina (Asp75 e His51) (Figura 4 — etapa 1).

Apos o ataque nucleofilico realizado pela hidroxila da serina (Figura 4 — etapa 2), ha

formacéo do primeiro complexo intermediario tetraédrico, em que 0 oxyanion hole constituido
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pelos agrupamentos amina dos residuos Ser135, Thr134 e Gly133, estabilizam a carga negativa
do oxigénio com formagcéo de ligagOes de hidrogénio (Figura 4 — etapa 3).%>*' Este estagio de
transicdo € desfeito com a doagdo de um proton proveniente da His51 para o grupo amino-
terminal do produto 1 (Figura 4 — etapas 3 e 4). Simultaneamente com a liberagcdo do produto
1, h& formacédo de um complexo ligado covalentemente entre o substrato e a serina, denominado
complexo acil-enzima. Para a liberacdo da enzima, é necesséario o ataque nucleofilico realizado
por uma molécula de agua (Figura 4 — etapa 4), que gera de forma similar outro complexo
intermediario tetraédrico, estabilizado pelo oxyanion hole (Figura 4 — etapa 5). Por fim, o
complexo é desfeito, novamente com a doacdo de um préton da Hisb1 para o agrupamento
hidroxila da regi&o carboxi-terminal do produto 2 (Figura 4 — etapa 6).%
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Figura 4 - Representacdo esquematica do mecanismo de catalise das proteases de Flavivirus. As numeracoes
de 1-6 representam as etapas da reacéo.

Fonte: Adaptada de COPELAND; SALAEMAE et al.; NOBLE et al.*#
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Embora a NS3 seja bem caracterizada para varios flavivirus, no inicio deste projeto
ainda ndo existia estrutura cristalografica da NS2B-NS3P™ do virus da febre amarela. Tendo
isso em vista e a importancia deste complexo no ciclo de replicacéo viral, é notorio que esta

representa um importante alvo para a producao de possiveis farmacos.

1.4 Polimorfismo génico do surto de 2017 e possiveis implicagdes estruturais

A linhagem circulante do YFV durante o surto silvestre de 2017 no Brasil, foi
sequenciada pela Dra. Myrna Bonaldo (Instituto Oswaldo Cruz, Brasil) e revelou algumas
mutacdes pontuais, que podem ter relagdo com o aumento da viruléncia quando comparada as
linhagens antecessoras.*® Andlises filogenéticas indicam que esta linhagem atual (circulante),
originou-se da linhagem de Trinidad e Tobago que se disseminou pela VVenezuela e pelo Brasil,
e tem sido responsavel por surtos ndo endémicos detectados na América do Sul desde 0s anos
2000. O surto de 2017, portanto, foi possivelmente ocasionado por um acimulo de mutaces,
que levou a alteragdo de alguns aminodacidos localizados principalmente nas NSs.*

Dentre as mutacdes identificadas, cinco encontram-se na NS5 e duas na NS3 protease.
Modelagens estruturais indicam que uma das mutacGes na NS3 protease (R121K) esta
localizada préximo ao local de interacdo com a NS2B e pode influenciar a interagdo entre as
duas moléculas assim como interferir na afinidade de ligacdo do complexo NS2B-NS3P™ e,
portanto, pode influenciar na atividade catalitica da enzima.>°

O estudo recentemente publicado, realizado com a enzima NS5 dominio
metiltransferase, que contém 3 das mutagdes acima descritas (R101K, 1138V e S173G), visou
analisar a influéncia destas na atividade da enzima e como afetam a viruléncia e propagacéao do
virus.®! Os ensaios indicaram que as mutagGes ndo afetam significativamente a atividade da
enzima, pois localizam-se proximas superficie a proteina e apenas conferem pequeno aumento
da afinidade por um dos substratos da enzima (SAM) que ndo sdo suficientes para serem
detectados em ensaios com modelos celulares de infecgio viral.>! Desta forma, considerando
gue a NS5 metiltransferase esta diretamente envolvida na resposta imune do hospedeiro, as
mutagdes possivelmente implicam em modificagOes estruturais que interferem na via de
producao de interferon tipo 1.5

Logo, a caracterizacdo estrutural e funcional das NSs pertencentes a linhagem circulante
de YFV séo de suma importancia para melhor compreenséo do mecanismo de replicacéo viral,
além de fundamentais no planejamento de candidatos a farmacos especificos e eficazes contra

a febre amarela visando tratar e prevenir futuras epidemias.
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1.5 NS2B-NS3P como alvo no desenvolvimento de antivirais e objetivos do trabalho

Nas Gltimas décadas, o complexo NS2B-NS3P° de flavivirus tem sido amplamente
utilizado como alvo para o desenvolvimento de potenciais candidatos a inibidor da replicacdo
viral.>? Grande parte dos inibidores foram estudados para DENV, porém diversos estudos
mostram o potencial destes inibidores de inibirem proteases de varios flavivirus como ZIKV e
WNV, dado a conservacdo e similaridade estrutural entre as proteinas. Existem duas categorias
de inibidores da NS2B-NS3P, os inibidores competitivos que se interagem com o sitio ativo
da enzima e os inibidores ndo competitivos, que interagem em outro sitio que ndo o sitio ativo
(alostéricos ou ortostérico), gerando altera¢fes conformacdes apos ligagdo ou interrompendo a
interacdo com o cofator NS2B e assim inibindo a atividade da enzima.®?

Um dos primeiros inibidores descritos na literatura foi o trabalho de Leung e colab em
2001, que identificou a aprotinina, uma pequena proteina de aproximadamente 6.5 kDa, como
potente inibidor da NS2B-NS3P™ de DENV (ICso de 65 nM).>® A partir de 2010, diversos
estudos realizados utilizando grandes bibliotecas de compostos para a triagem de inibidores de
protease, dentre eles os peptideos miméticos, peptideos ciclicos, os derivados de carbazol, e as
hidroxiquinolinas.®>* Peptideos sintéticos que mimetizam o substrato natural da enzima
mostraram ser capazes de interagir com o sitio de ligacdo com o substrato e bloquear a atividade
enzimatica, no entanto, devido a instabilidade e baixa solubilidade dos peptideos, os estudos
mais recentes tem focado no desenvolvimento de pequenas moléculas.®* Em um dos estudos
mais recentes, do ano de 2021, Nie e colab descrevaram uma série de compostos contendo
indol, capazes de inibir as proteases de DENV, WNV e ZIKV (sendo o0 mais potente com ICso
de 1.6, 5.7 e 0.32 uM, respectivamente).*

Outros trabalhos ainda focaram em utilizar o método de reposicionamento de farmacos,
triando bibliotecas de farmacos ja existentes, como o trabalho de Li e colab. Utilizando um
ensaio capaz de quantificar a interacdo entre NS2B e NS3P° de ZIKV com a medida da
atividade de uma luciferase, foram identificados trés inibidores, temoporfina, niclosamida e
nitazoxanida, com ICso de 1.1 uM, 12.3 uM e 15.9 uM. O composto mais potente, a
temoporfina, também mostrou atividade inibitoria na replicacdo de outros flavivirus como
YFV, WNV e DENV2.%¢
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Embora diversos compostos ja tenham sido descritos como potentes inibidores da
enzima, grande parte deles ndo demonstra elevada eficacia quando testado em ensaios celulares.
Dado a caracteristica altamente negativamente carregada do sitio ativo das proteases de
flavivirus, as moléculas capazes de inibir a atividade da enzima tendem a ter elevada carga
positiva, e consequentemente baixa hidrofobicidade, que por sua vez tornam estes compostos
de dificil permeabilidade na membrana plasmaética, resultando em baixa biodisponibilidade. Em
conjunto, estes fatores tornam a protease, mesmo sendo um alvo extremamente atrativo, um
dificil alvo no desenvolvimento de potenciais antivirais, sendo necessario ainda muito avanco
na area para obtencdo de um candidato a inibidor que seja ao mesmo tempo eficaz contra a
enzima e capaz de permear a membrana plasmatica.>?

Os objetivos gerais deste projeto foram a obtencdo da estrutura cristalografica, a
utilizacdo de técnicas biofisicas e bioquimicas para elucidar os aspectos funcionais e estruturais
do complexo NS2B-NS3P™ de duas linhagens de YFV e subsequentemente realizar a busca por
ligantes especificos que possam ser utilizados para o desenvolvimento de um potencial farmaco
antiviral.

Os objetivos especificos do projeto foram:

e Obtencdo do complexo NS2B-NS3P™ da linhagem de YFV circulante no Brasil;

e Obtencdo da linhagem antecessora (Venezuela, 2010) aplicando o método de
mutagénese sitio-dirigida;

e Ensaios biofisicos de caracterizacdo de ambas as proteinas em soluc¢éo;

e Ensaios de cristalizacdo e estudos estruturais de ambas as proteinas;

e Padronizacao e realizacdo de ensaios de atividade para caracterizacdo funcional
e determinacdo de parametros cinéticos das proteinas selvagem e mutantes;

e Utilizacdo do método de SBDD para triagem de ligantes utilizando o banco de
moléculas do CIBFar;

e Realizacdo de ensaios de inibi¢do para triagem de ligantes utilizando o ensaio de
atividade padronizado e determinacdo da poténcia inibitoria dos hits
encontrados;

e Ensaios de co-cristalizacdo com os hits obtidos nas triagens realizadas;

e Utilizacdo dos métodos de planejamento de farmacos para otimizacdo dos
ligantes obtidos;

e Ensaios de inibic¢do in-situ utilizando o clone ndo-infeccioso de febre amarela

(replicon)
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Aquisicdo das sequéncias codificantes de YFV

A sequéncia da linhagem circulante do YFV esta depositada no GenBank sob o cddigo
KY885001.1. As mutacOes observadas na sequéncia da proteina NS3 estdo apresentadas na
Figura 5A.*8 O cDNA contendo a sequéncia das proteinas NS2B-NS3P™ (3110 bases), utilizado
como molde para PCR neste trabalho, foi obtido de amostras de macacos infectados no
ambiente silvestre do Estado do Rio de Janeiro e gentilmente cedido pela Dra. Myrna C.
Bonaldo (Instituto Oswaldo Cruz, Brasil) (Figura 5B).

A MO A M™NM
Numero do residuo FEEEREERERE
(KY885001/BR/17) KLDGRKVKNG
(MG969501.1/BR/01) | KLEGRKVRNG
(MK333803/BR/17) KLEGRKVRNG
(MHO018093/BR/17) KLEGRKVKNG
(KY861728/BR/08) KLEGRKVRNG
(KM388816/Ven/10) |KLEGRKVRNG
(KM388815/Ven/07) |KLEGRKVRNG
(KM388818/Ven/06) |KLEGRKVRNG
(KM388814/Ven/05) |KLEGRKVRNG
(KM388817/Ven/04) |KLEGRKVRNG
(HM582851/TT/09) KLEGRKVRNG

Figura 5 - A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina NS3 de diferentes linhagens de YFV. Os
residuos mutantes estdo destacados em amarelo. B) Gel agarose 1% mostrando o cDNA contendo a
sequéncia codificante das proteinas NS2B e NS3 (3110 pb).

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.>’

2.2  Clonagem

2.2.1 Construgdes inicial e NS2B-NS3P™ linked
A clonagem do fragmento codificante da enzima NS2B-NS3P™ foi realizada em duas

etapas no vetor pET_SUMOJ/LIC, que codifica a proteina de interesse fusionada a proteina

SUMO e uma cauda de 6xHis na regido N-terminal. A primeira delas foi realizada pelo método
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LIC e a segunda parte pelo método de Gibson Assembly®® utilizando o kit comercial In-
Fusion® (Takara Bio) para a adi¢cdo de um linker (G4SGa) entre a porgdo NS2B e a NS3P°,
juntamente com a remocao da regido transmembrana do cofator NS2B seguida da sequéncia de
auto-clivagem da protease, de modo a obter a construcdo final (NS2B-NS3P™ linked). A
construcao final contém os residuos 49-95 da NS2B, covalentemente ligados pelo linker G4SGa
aos residuos 5-176 da NS3. Um esquema das construcfes utilizadas neste trabalho esta

representado na Figura 6.

NS2B NS3 protease

SEQUENCIA VIRAL G e 95 ] 130]1 H53 D77 5138 176
TEV

CONSTRUCAO INICIAL HHHHHH - -Q GAM - (&3 95 130[1 W53 D77 5138 176 )
TEV

NS2B-NS3"° YFV LINKED ~HHHHHH - -Q[GAM - (2 o5)cuee [ HS3 077 s138 176 ]
TEV

NS2B-NS3° YFV UNLINKED HHHHHH - Q|GAM - (2a 5] (s H53 D77 5138 176 |

Figura 6 - Representagdo esquemética das constru¢fes da proteina NS2B-NS3P° de YFV. A porcéo
transmembrana do cofator NS2B esta colorida em laranja e a por¢cdo sollvel e essencial para o
enovelamento da NS3pro esta colorida em verde. J4 0 dominio NS3 protease esta colorido em cinza.

Fonte: Elaborada pela autora.

Na primeira etapa da clonagem, a sequéncia correspondente aos residuos 49-130 do
cofator NS2B aos residuos 1-176 da NS3 protease (construcao inicial, Figura 6) foi realizada
utilizando o método independente de ligacdo (LIC — “Ligation-Independent Cloning™).5® Esse
sistema é uma alternativa aos métodos tradicionais que utilizam enzimas de restricao e se baseia
na atividade exonucledsica 3°—5’ da enzima T4 DNA Polimerase para criar regides de fita
simples complementares no inserto e vetor. No planejamento dos primers séo adicionadas
extensdes apropriadas de tal modo que o fragmento amplificado produza extremidades coesivas
complementares as do vetor apos tratamento com T4 DNA polimerase. O pareamento do vetor
com o inserto é entdo feito na auséncia de ligase, simplesmente misturando-se os dois
fragmentos de DNA (Figura 7A). Tal mistura foi utilizada para transformar bactérias E. coli
DH5a competentes com o respectivo plasmideo.

Ao planejar os primers para a reagao, foi incluida a sequéncia 5’-CAGGGCGCCATG-
3’ na extremidade 5" de cada primer foward, e a sequéncia 5’-GACCCGACGCGGTTA-3’ na
extremidade 5° de cada primer reverse (Tabela 1). Os genes de interesse foram amplificados
por PCR com a enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) segundo as

especificacdes do fabricante. Apos a amplificacao, os fragmentos foram tratados com a enzima
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T4 DNA Polimerase (NEB) na presenca de NEB buffer 2.1 1x, DTT 4.0 mM e dATP 2.5 mM.
A reacéo foi incubada por 30 min a 22 °C e inativada por 20 min a 75 °C. O mesmo tratamento
foi feito com o vetor, porém utilizando dTTP 2.5 mM, de forma a gerar um fragmento
complementar as extensdes dos primers.

Na segunda etapa de clonagem, os plasmideos resultantes foram amplificados com os
primers apresentados na Tabela 1 para insercdo do linker (G4sSG4) seguida da utilizacdo do
método de Gibson Assembly®>® com o kit comercial In-fusion® para pareamento das regides
complementares (Figura 7B). Em ambas as etapas, as coldnias positivas foram selecionadas
utilizando antibidtico canamicina 50 pg/mL, seguida de PCR de colbnia e confirmadas por

sequenciamento.

A B Primer Reverse] GaSGa
5-CAGGGCGCCATG(TW | NS2B-NS3 ) TAACCGCGTCGGGTC-3' [STN | G
3-GTCCCGCGGTAC [ NS2B-NS3°™ [ Rv JATIGGCGCAGCCCAG-S'
NS28_ NS3Fro
@ T4 pol + dATP
oSG [Pimer >
5'-CAGGGCGCCATG (Fw | NS2B-NS3#™® JTAA
AC[ NS2B-NS3P° [ Rv JATTGGCGCAGCCCAG-5' @PCR
5T CCGCGTCGGGTCA-3’
3-AGTCCCGCGGT T5 NS2B_|GaSGs GaSGa[ _ NS3 |
VETOR LIC NS2B  |GaSGa GaSGa
! ANELAMENTO
5"-CAGGGCGCCATG] NSJIB-NS3PT ITAACCGCGTCGGGTC-3"
3-GTCCCGCGGTAC [ NS2B-No 3o JATTGGCGCAGCCCAGS”
NS2B_|GasGa|  Ns3e |
NS2B | GaSGa NS3Pre |

Figura 7 - Representacdo esquematica das etapas de clonagem utilizadas. A) Clonagem pelo método LIC. B)
Clonagem pelo método de Gibson Assembly.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 1 - Primers planejados para clonagem da sequéncia codificantes da proteina NS2B-NS3P™ e inser¢do do

linker.

Primer Sequéncia Tm (°C)
ns2bns3lic_fw | 5’-CAGGGCGCCATGGATGGACTTGAACTCAGGAA-3’ 57
ns2bns3lic_rv | 5’-GACCCGACGCGGTTACTCCTCTTTCACCTCAGTTTG-3’ 62

linker_fw | 5’-GGTGGTGGCGGCAGCGGTGGTGGCGGCTTTGGGACATTCCCACAC-3 63

linker_rv | 5’-GCCGCCACCACCGCTGCCGCCACCACCATCCCATGGCACCTTCTC-3’ 63

Fonte: Elaborada pela autora.

2.2.2 NS2B-NS3P™ unlinked

Baseando-se nas construcGes observadas nas estruturas depositadas no PDB para a
enzima NS2B-NS3P™ de ZIKV em alta resolugdo,®®%! foi proposta uma nova construgéo da

proteina contendo os dominios NS2B e NS3 protease ligados de maneira ndo covalente (NS2B-
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NS3P unlinked, Figura 5). Para isto, as sequéncias codificantes dos dominios NS2B e NS3
protease foram amplificadas a partir do plasmideo molde (pET_SUMO/LIC) contendo a
sequéncia ligada pelo linker covalente utilizando os primers apresentados na Tabela 2.

A clonagem foi realizada em duas etapas, ambas utilizando enzimas de restricdo. Na
primeira etapa foi realizada a clonagem da sequéncia que codifica o cofator NS2B no primeiro
sitio de clonagem vetor pET_DUET-1. Para isto o vetor e o inserto correspondente a NS2B
foram digeridos utilizando as enzimas de restricdo BamHI (Cellco Biotec) e Notl (Cellco
Biotec) em Universal buffer 1x (Cellco Biotec), a digestéo foi verificada utilizado eletroforese
em gel de agarose 1% e ambos inserto e vetor foram extraidos e purificados a partir do gel
utilizando o kit comercial Agarose Gel Extraction Kit (Cellco Biotec) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apos a purificacdo, foi realizada a ligacdo através da acdo da enzima
T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific) seguida da transformacdo em células de E. coli
DH5a. As colonias positivas foram selecionadas com antibidtico ampicilina (100 pg/mL) e a
clonagem confirmada utilizando PCR de col6nia. A segunda etapa de clonagem foi realizada
seguindo o mesmo protocolo, partindo agora do vetor pET_DUET-1 ja contendo a sequéncia
do cofator NS2B para clonagem do inserto correspondente a NS3P°. Nesta etapa foram
utilizadas as enzimas de restricdo Ndel (Jena Bioscience) e Xhol (Thermo Fisher Scientific).
Novamente, as colbnias positivas foram selecionadas com antibidtico ampicilina (100 pg/mL)
e a clonagem confirmada utilizando PCR de colbnia, seguida de sequenciamento.

Tabela 2- Sequéncias dos primers planejados para a clonagem da nova construgéo no vetor pET_DUET-1.

Primer Sequéncia Tm (°C)
duetNS2Bfw ‘ 5’-CACAGCCAGGATCCGGAGAATCTTTATTTTCAGGGCG-3’ 63
duetNS2Nrv ‘ 5’-GCATTATGCGGCCGCTTAATCCCATGGCACCTTCTC-3’ 63

duetNS3fw ‘ 5’-GGAGATATACATATGCTTTGGGACATTCCC-3’ 62
duetNS3rv ‘ 5’-TTTACCAGACTCGAGTTACTCCTCTTTCACCTCAGTTTG-3’ 62

Fonte: Elaborada pela autora.

2.3 Mutagdo sitio dirigida

Para obtencdo das proteinas mutantes K121R e D88E NS2B-NS3P®, assim como o
mutante duplo, foi utilizado o protocolo de mutacdo sitio dirigida. Ambos os mutantes foram
obtidos partindo do plasmideo molde pET_SUMO/LIC contendo a construcdo NS2B-NS3P™
linked. Para isto, foram planejados primers contendo o cddon mutante, um deles contendo a
sequéncia do codon mutada. Além disso, os primers foram planejados de modo a garantir &
amplificacdo do plasmideo molde em sentidos opostos pelo método de PCR inversa (Tabela 3).
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Durante a reacdo de PCR, realizada pela enzima FastPol (Cellco biotec), a mutacéo é
amplificada de forma exponencial, de forma que ao final da reacdo, torna-se o produto
predominante. Em seguida foi realizado tratamento com a enzima Dpnl (NEB) a 37°C por 5 h
para degradacdo do DNA molde. Na ultima etapa, foi realizada uma reacéo contendo o produto
tratado da PCR e a enzima T4 Polynucleotide Kinase (PNK) (Thermo Fisher Scientific) a qual
realiza a fosforilagdo das extremidades 5’ da fita de DNA, seguida da a¢do da enzima T4 DNA
ligase (Thermo Fisher Scientific) que faz a re-circularizacdo do plasmideo. O produto obtido
foi utilizado para transformar a linhagem de E. coli DH5a. A preseng¢a das mutagdes foi
confirmada por sequenciamento e a obtencdo do duplo mutante foi realizada segundo 0 mesmo
procedimento.

Tabela 3- Sequéncias dos primers planejados para mutagénese sitio dirigida.

Primer Sequéncia Tm (°C)
ns3yfvmutd _fw ‘ 5’-GGAAGTTGGAAGGTAGATGGGATG-3’ 67
ns3yfvmutd_rv ‘ 5’-ATGAGCCGCCATAAGCAACA-3’ 68
ns3yfvmutk _fw ‘ 5’-GCCTATTCCGCGTTAAGAATGG-3” 67
ns3yfvmutk_rv ‘ 5’-TTGGCTTTGTTTGGACATTCACTAC-3’ 67

Fonte: Elaborada pela autora.

2.4  Testes de expressdo e expressdo em larga escala

Apos confirmacdo da clonagem, os plasmideos contendo as sequéncias de interesse
foram propagados em E. coli DH5-a ¢ isolados utilizando kit comercial Fast n’ Easy Mini-Prep
Extraction Kit (Cellco Biotec) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os plasmideos
resultantes foram utilizados para transformar as diferentes linhagens de expressao de E. coli
Rosetta (DE3), Rosetta 2 (DE3), BL21 (DE3), C41 (DE3) e C43 (DES3), pelo método de choque
térmico. Para os testes de expressdo, as bactérias foram lisadas, a fracdo celular soltvel foi
separada por centrifugacao e a presenca da proteina de interesse foi analisada por SDS-PAGE
15% ou por Western Blot, utilizando His Detect Solution (Jena Bioscience). Também foram
utilizados outros meios de cultura, como autoindutor ZYM5052 (NH4).SO 0,33%; KH2PO4
0,68%; Na:POs 0,7%; Glicerol 0,5%; Glicose 0,05%; Lactose 0,2%; Triptona 1%; Extrato de
Levedura 0,5%)% e LB (triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%). Também foi variada
a concentracdo de IPTG. As condicOes utilizadas no teste de expressao estdo sumarizadas na
Tabela 4.
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Tabela 4- CondicGes avaliadas no teste de expressao

Linhagem de E. coli Meio de Cultura Concentracdo de IPTG (mM)
Rosetta 0.1
Rosetta 2 LB 0.2
BL21 B 0.5
C41 ZYM 0.6
C43 0.8

Fonte: Elaborada pela autora.

Para a expressao em larga escala da NS2B-NS3P™ YFV linked, foram preparados pré-
indculos de 5 mL em meio LB utilizando as células E. coli Rosetta 2 (DE3) transformadas com
os plasmideos de interesse, contendo 50 pg/mL canamicina e 37 pg/mL cloranfenicol, e
crescidos por 12 horas a 37°C sob agitacdo de 200 rpm. Cada pré-indculo foi utilizado para
inocular 1 L de meio TB, também contendo 50 pg/mL canamicina e 37 pug/mL cloranfenicol,
os quais foram mantidos a 37°C sob agitacdo de 200 rpm até que atingissem DOsqo de 1.0. Para
inducdo da expressao, foi adicionado 0.5 mM IPTG, seguido da alteracdo da temperatura para
18°C e manteve-se a agitacdo de 200 rpm por cerca de 16 h. Apds a expressdo, 0s meios foram
centrifugados (5000 x g, 40 min, 8 °C) para sedimentacdo das células, e em seguida
ressuspendidas em tampdao PBS (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8 mM NaxHPO4, 2 mM KH2POs,
pH 7.4, glicerol 10%) utilizando-se 50 mL de tampdo para cada litro de cultura. As células
foram armazenadas em -20°C. Para a expressdo da NS2B-NS3P™ YFV unlinked foi utilizado

mesmo protocolo, substituindo o antibidtico canamicina por ampicilina (100 pg/mL)

2.5  Purificacdo das enzimas

Para a purificacdo da proteina NS2B-NS3P™ linked células foram lisadas em solucdo
contendo lisozima (50 pg/mL), benzonase (10 U/mL), DTT (1.0 mM) e imidazol (30 mM). A
mistura foi incubada em gelo por 30 min, seguida de sonicacao (12 min, 30 s de pulso com 45
s de intervalo, amplitude 40). Adicionou-se benzonase novamente (10 u/mL) e repetiu-se a
sonicagdo com o mesmo ciclo, por mais 4 min. Apés a lise, a fracdo soluvel foi separada por
centrifugacdo (15000 x g, 30 min, 4°C).

A primeira etapa de purificacdo foi realizada por cromatografia de afinidade (IMAC)
passando a fragdo solvel por uma coluna HisTrap HP (GE Healthcare) previamente equilibrada
com tampéo A (300 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8.0, 30 mM Imidazol, 10% glicerol). A coluna

foi lavada com 10 volumes de coluna de tampéao A e a proteina de interesse foi eluida com
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gradiente de tampéo B (300 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8.0, 300 mM Imidazol, 10% glicerol).
A proteina de fusdo SUMO foi removida realizando dialise por cerca de 16 h, a 4°C na presenca
de 3 mg de TEV protease e 4 mM de DTT. As fracbes foram entdo separadas por uma nova
passagem pela coluna HisTrap, e desta vez a proteina foi obtida na fracdo que atravessou
diretamente a coluna.

A Ultima etapa de purificacéo foi realizada por cromatografia de exclusdo molecular (gel
filtracdo) para separacdo por tamanho. Para isto foi utilizada uma coluna HiLoad Superdex 75
16/60 (GE Healthcare) equilibrada com tampéo C (20 mM HEPES, 500 mM NacCl, 5% glicerol,
pH 7.5).

Para a purificagdo das enzimas mutantes, utilizamos o mesmo protocolo descrito acima.

Para a NS2B-NS3P™ unlinked foi utilizado o mesmo protocolo de purificacdo, com
excecao da primeira afinidade em que ao invés de utilizarmos coluna HisTrap, o extrato celular
solavel foi incubado com 5 mL de resina Ni-NTA Superflow (Qiagen) sob agitacdo por 1 h a
4°C.

A pureza final das amostras foi analisada por SDS-PAGE 15% e quantificadas
utilizando a absorcdo em 280 nm, medidas em um Nanodrop 1000 (Thermo Fischer Scientific)
e calculadas pelo coeficiente de absorcdo tedrico de 47,440 M~!-cm™!. Aliquotas a 1 mg/mL
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para a realizacdo de ensaios de
atividade e ensaios biofisicos.

Para cristalizacdo NS2B-NS3P linked, duas condicGes para a enzima foram utilizadas.
Na primeira, a enzima foi concentrada a 38 mg/mL utilizando um concentrador de 10 kDa
MWCO (Vivaspin, Sartorius) e na segunda o tampdo da proteina foi trocado utilizando
concentrador para 0.1 M Bis-Tris pH 6.5, 250 mM NaCl e ent&o concentrada a 20 mg/mL. Para

cristalizacdo de enzima NS2B-NS3P™ unlinked, a enzima foi concentrada a 20 mg/mL.

2.6 Cristalizagao, co-cristalizacéo e coleta de dados

Os cristais da proteina NS2B-NS3P® YFV (linked e unlinked) foram inicialmente
obtidos utilizando método de matriz esparsa com os kits comerciais Morpheus (Molecular
dimensions), Index HT (Hampton Research), PACT++ (Qiagen), JCGS (Jena Bioscience),
Crystal Screen (Hampton Research), PEGs | e Il (Qiagen) e o rob6 de cristalizacdo Crystal
Gryphon (ARI®), em seguida os cristais foram otimizados a fim de obter cristais com melhor
difracdo para a obtencéo da estrutura cristalografica da enzima. Para as otimizagdes foi utilizado

0 método de hanging drop e sitting drop em condicdes derivadas das quais foram obtidos
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cristais. Também foi utilizada a técnica de microseeding e a cristalizagdo na presenca de
aditivos. Além disso, realizamos experimentos de cristalizacdo em diferentes temperaturas (25,
18 e 4°C) e diferentes proporgées de proteina e solucao precipitante.

Os cristais otimizados foram entdo transferidos para uma solucdo crio-protetora
(solucéo do poco contendo 8-15% etilenoglicol), e em seguida crio-resfriados para a coleta, que
foram realizadas sob fluxo constante de nitrogénio na linha de luz MX2 no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, Campinas, SP e na linha de luz 124 no Diamond Light Source,
Oxfordshire, Reino Unido.

Para a obtencdo de complexos proteina-ligante, foi utilizada o método de co-
cristalizacdo e a construcdo NS2B-NS3P linked. A proteina foi concentrada até 1 mg/mL, foi
adicionado ligante em propor¢do molar 3:1 e, ap6s incubacédo a 4°C por 1 h a amostra foi entdo
concentrada para 40 mg/mL. As condi¢cbes de cristalizacdo foram derivadas da condicéo
contendo 0.1 M Tris pH 8.5, 0.1 M NaCl e 25% PEG 3350. Os cristais foram crio protegidos
da mesma forma descrita para a proteina apo. A coleta foi realizada na linha de luz MANACA,

no SIRIUS, Campinas, Brasil.

2.7  Resolucédo das estruturas

Os conjuntos de dados coletados foram integrados e escalonados com o programa XDS®3, onde
os limites de resolucdo foram estabelecidos pelo método de Karplus.®+*> O programa AIMLESS
do CCP4 suite® foi utilizado para conversdo das intensidades em amplitudes e célculo das
estatisticas. A qualidade dos dados foi analisada com o programa phenix.Xtriage.®’

Para a resolucdo da estrutura da NS2B-NS3P foi utilizada a substituicdo molecular para calculo
das fases, utilizando como modelo a NS2B-NS3P° de dengue (PDB ID 2FOM, identidade de
56%). Para isso, utilizamos o programa PHASER,®® procurando por quatro cépias do modelo
na unidade assimética, baseado no coeficiente de Matthews obtido utilizando Matthwes_coef
do CCP4 suite.%® A construcdo do modelo inicial da estrutura foi conduzida pelo programa
Autobuild.?® O refinamento foi realizado utilizando phenix.refine’®™ e a estrutura foi
manualmente reconstruida utilizando Coot.”>”® A validagéo da estrutura foi realizada utilizando

o Molprobity.” As figuras foram feitas com uso do programa Pymol (Schrodinger, LLC).
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2.8  Caracterizagdo das proteinas mutantes

As enzimas mutantes foram inicialmente caracterizadas pela obtencdo de suas
respectivas temperaturas de melting (Tm). A Tm foi obtida por Differential Scanning
Fluorimetry (DSF) que foi realizado na presencga da sonda fluorescente SYPRO Orange 5x
(Sigma Aldrich), a qual se liga em regibes hidrofobicas de proteinas expostas ao longo da
desnaturacdo téermica. A desnaturacao térmica foi realizada no equipamento de PCR em tempo
real Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies), partindo da temperatura de 25°C até 74°C
com acréscimo de 1°C por ciclo. A leitura de fluorescéncia foi realizada com excitacéo de 490
nm e 530 nm de emissdo. Os dados obtidos foram analisados com o software Origin® 2018
(OriginLab), e a partir do fitting das curvas por um ajuste de Boltzmann obtivemos os valores
das temperaturas de melting (Tm) referente a cada uma das proteinas. As figuras foram geradas

no software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc.).

29 Ensaios de atividade

Os ensaios de atividade foram realizados baseados no protocolo descrito para Zika
virus.”” O ensaio se baseia na utilizagdo de um substrato peptidico Bz-nKRR-AMC
(International Peptides) que contém a sequéncia de reconhecimento da enzima, a qual apos
clivagem libera 7-amino-4-metilcumarina (AMC), permitindo que a velocidade da reacdo seja
monitorada através da medida de fluorescéncia (Figura 8). Para a padronizacdo deste ensaio,
cada reacdo enzimatica foi realizada em tampao 20 mM Tris pH 8.5, 10% glicerol e 0.01%
Triton X-100, contendo substrato Bz-nKRR-AMC em concentracao final de 30 uM. As reacoes
foram iniciadas apos adicionar protease em concentragdes variando de 30 nM a 1.875 nM. Ap06s
a padronizacao, foi fixada a concentracdo de enzima de 7 nM para os ensaios subsequentes. A
reacdo foi mantida a temperatura constante de 37°C, com a fluorescéncia sendo monitorada a
cada 60 s durante 30 min. As reacgOes foram feitas em placas Corning® brancas de 96 pocos.
Os comprimentos de onda utilizados para excitagéo e emisséo foram respectivamente 380 nm
e 460 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. As medidas de fluorescéncia
foram realizadas no equipamento SpectraMax Gemini EM Microplate Reader (Molecular

Devices).
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Figura 8 - Representacdo esquematica do ensaio enzimatico da proteina YFV NS2B-NS3P®, O substrato Bz-
nKRR-AMC é clivado pela enzima liberando AMC, cuja fluorescéncia pode ser monitorada nos
comprimentos de onda apresentados.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para a determinacdo dos parametros cinéticos, a concentracdo de substrato foi variada
(iniciando de 600 uM até 18.8 uM), de modo a se obter uma curva de concentracdo de substrato
versus velocidade inicial de reagdo, a qual foi utilizada para determinacdo do Km, Kcat € Vmax
com base na equacdo de Michaelis-Menten do fitting realizado no software Origin® 9 (Origin
Lab). Os valores obtidos em fluorescéncia foram convertidos para concentracdo de produto a
partir de uma curva de calibracdo a obtida utilizando concentragdes conhecidas de AMC. As
figuras foram geradas utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc.).

2.10 Ensaios de inibi¢cao

Para a realizacdo da triagem de inibidores, a proteina foi diluida em tampéo de reacao
para concentragdo final de 7 nM, e foram adicionados ligantes para concentragéo final de 20
UM 1% DMSO em cada reacdo, que foi entdo incubada a 4°C por 30 min. As reacGes foram
iniciadas com adi¢cdo do substrato Bz-nKRR-AMC para uma concentracdo final de 30 puM.
Todos os outros parametros do ensaio foram mantidos como descrito na se¢do anterior (se¢édo
2.9) e foi utilizada a construcdo NS2B-NS3P™ linked. Os inibidores foram selecionados a partir
de sua respectiva porcentagem de inibicdo, calculada utilizando uma reacdo controle, contendo
proteina e 1% DMSO e uma reagdo branco contendo tampdo de reagdo e 1% DMSO,
localizados respectivamente na primeira e dltima coluna das placas testadas (equacéo 1).

Os valores utilizados nos calculos foram obtidos pelos valores de fluorescéncia de cada
uma das reac¢fes no tempo de 20 minutos. Este ensaio foi realizado na forma de ponto Unico.
Foram testados cerca de 1000 compostos, dentre eles o Pandemic Response Box (PRB)
fornecido pela organizacdo Medicines for Malaria Venture (MMV), uma série de peptideos
sintéticos sintetizados e fornecidos pelo colaborador do CIBFar prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli

(Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Araraquara, Brasil) ¢ uma
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série de porfirinas sintetizadas e fornecidas pelo prof. Dr. Kleber Thiago de Oliveira
(Universidade Federal de Séo Carlos, UFSCar, Sdo Carlos, Brasil).

reagio com inibidor (RFU) — branco (RFU)
controle (RFU) — branco (RFU)

Porcentagem de inibi¢io (%) = (1 — )x 100 (1)

A validacgdo do ensaio foi realizada a partir do calculo do valor de Z-fator para cada uma
das placas testadas, utilizando os desvios padrao das rea¢des controle (oc) ¢ branco (cb) e suas
respectivas médias (uc e pb) de acordo com a equacéo 2. Para ensaios enzimaticos, valores de
Z-fator acima de 0.6 significam um ensaio confiavel.”®"’

3(05 + O-b)

Z — fator =1 —
[Me—Hpl

)

Os compostos que apresentaram inibi¢cdo superior a 80% foram selecionados para
obtencdo de curvas de dose-resposta. Para isso, 0s compostos foram diluidos serialmente e o
ensaio foi realizado da maneira descrita anteriormente, assim como o0s célculos das
porcentagens de inibicdo. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os valores de 1Csg foram
obtidos a partir do fitting de Hill utilizando o software Origin 9 (OriginLab).

Ensaios para determinagdo do mecanismo de inibigdo, foram obtidos com diluigdo
seriada do substrato (de 600 uM até 18.8 uM) e variacdo da concentracao de inibidor, sendo
esta fixa para cada uma das curvas de substrato. O mecanismo de inibicéo foi obtido pela analise
dos parametros cinéticos (Km, Kcat € Vmax), obtidos do fitting de Michaelis-Menten e dos gréficos
de Lineweaver-Burk. O ensaio foi realizado em triplicata e as andlises gréaficas obtidas
utilizando o software Origin 9 (OriginLab). As figuras foram geradas utilizando o software
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc.).

2.11 Ensaio antiviral baseado no replicon de YFV

Os compostos com resultados mais promissores nos ensaios enzimaticos foram testados
guanto a atividade antiviral utilizando a linhagem celular BHK21-RepYFV-17D.
Esta linhagem celular, expressando de forma persistente a construcdo génica do replicon de
YFV contendo a sequéncia do gene reporter Firefly luciferase (Fluc) e do gene de resisténcia a
geneticina, foi gentilmente cedida pela Profa. Dra. Laura H. V. G. Gil (Instituto Aggeu
Magalhées, IAM-Fiocruz, Pernambuco, Brasil). Os ensaios antivirais foram realizados em
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colaboracdo pela pés-doutoranda do grupo Dra. Rafaela Sachetto Fernandes conforme descrito
em LI et al, 2018.7%7°

Aproximadamente 2 x 10* células por poco foram semeadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium — GIBCO) contendo 10% soro bovino fetal (SFB) em
placas de 96 pocos (Corning®) transparentes tanto para o ensaio de atividade da luciferase
quanto para o teste de citotoxicidade. Apds 16 h de incubagdo a 37 °C 5% CO3, o meio foi
substituido por meio fresco contendo 2% SFB, para evitar a ligacdo dos compostos as proteinas
do soro. Os compostos foram entdo adicionados as células em concentracdo unica ou diluicdo
seriada (fator 2). As células foram tratadas com 1% DMSO como controle negativo. Apds 48 h
de incubacéo, as células foram lisadas e submetidas ao teste de atividade da Firefly luciferase
utilizando o kit Luciferase Assay System (Promega) ou tiveram viabilidade celular analisada
utilizando o ensaio de proliferacio baseado em MTT.”® As concentracdes de compostos,
capazes de inibir 50% da atividade da Fluc e causar 50% de citotoxicidade (EC50 e CC50)
foram estimados utilizando o software Origin 9.0 (OriginLab) e as figuras foram geradas

utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc.).
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3 RESULTADOS
3.1  Construcdo NS2B-NS3P™ YFV linked

3.1.1 Clonagem

Os resultados iniciais obtidos para os testes de expressao e purificacdo da NS2B-NS3P™,
mostraram baixa solubilidade da enzima. Dessa forma, o rendimento na etapa de purificacéo
foi muito baixo e ndo seria entdo possivel obter proteina suficiente para posteriores ensaios de
cristalizacdo. Visando solucionar o problema de auto clivagem, foi realizada a insercao de um
linker flexivel (G4SGas) entre os dois dominios. Vale também ressaltar que, no processo de
insercdo do linker, foi possivel realizar a retirada da regido transmembrana que diminuia a
solubilidade da proteina e dificultava a purificacdo. As predicdes realizadas pelo servidor
TMHMM® mostraram a presenca de uma regido transmembrana na construgdo inicial e
auséncia desta na construcdo final, que mantém apenas a porcdo soltvel do cofator NS2B,
essencial para enovelamento e atividade catalitica da NS3 protease (Figura 9).

A Predigdo TMHMM NS2B-NS3° YFV - construgdo inicial B Predicio TMHMM NS2B-NS3° YFV - construgao linked
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Figura 9 - Predic8es servidor TMHMM para as construcfes da enzima NS2B-NS3P° de YFV.

Fonte: Elaborada pela autora.

O resultado da clonagem para a construcao final contendo o linker foi feito pela analise
da PCR de col6nia em gel de agarose 1% e através de sequenciamento (Figura 10A). Como
pode-se observar no gel de agarose, foi possivel obter a construcao pretendida, para as colonias
1-5 utilizadas para a PCR. Sendo assim, utilizamos uma das col6nias contendo a construcéo

desejada para propagacao e isolamento do vetor e posterior transformacao bacteriana.
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Figura 10 - A) Gel agarose 1% contendo os fragmentos obtidos para a constru¢do com linker. Em M vemos o
marcador molecular (em pb), nas amostras de 1-6 vemos cada uma das colénias testadas. As amostras
1-5 contém a sequéncia com linker e a amostra 6 contém a sequéncia denominada de construcéo inicial
(NS2B-NS3P™ linker = 684 ph; NS2B-NS3P™ construcéo inicial = 774 pb). B) Mapa do plasmideo
pPETSUMO/LIC contendo a construgcdo NS2B-NS3P linked.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.2 Testes de expressao

Apo0s a transformacdo bacteriana das diversas linhagens de expressdo de E. coli, foi
realizado um teste inicial de expressdo com intuito de detectar a presenca da proteina de
interesse na fracdo sollvel das amostras. Também foi variado o meio de cultura utilizado na
expressdo. Utilizamos a técnica de Western Blot revelado com solucdo capaz de detectar a
cauda de histidinas (His-Tag Detect solution, Jena Bioscience). A maior quantidade de proteina
na fracdo soluvel foi identificada na linhagem Rosetta 2 (Figura 11). Sendo assim, esta linhagem
foi selecionada para a expressao em larga escala. Também foi possivel observar que havia maior
quantidade de proteina expressa no meio de cultura TB, com utilizacdo de 0.5 mM de IPTG
para inducéo a 18°C por 20h. Portanto, como havia quantidade suficiente de proteina presente

no extrato celular soltvel, essas condi¢des foram utilizadas na expressdo em larga escala.
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Figura 11 - A) Western Blot contendo a fracdo soltvel de diversas linhagens de E. coli para o teste de expressdo
realizado em dois meios diferentes (LB e TB). A proteina é detectada pela cauda de histidina e aparece
em rosa, as setas vermelhas indicam as linhagens com maior taxa de expressdo (NS2B-NS3P™© +
SUMO = 38 kDa). B) SDS-PAGE 15% contendo ambas as fragdes sollveis e insollveis obtidas para
a linhagem de E. coli Rosetta 2, nos dois meios diferentes (LB e TB).

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.3 Mutagénese sitio dirigida

Visando compreender melhor o impacto das mutacBes presentes na protease da
linhagem circulante do virus da febre amarela, aplicamos mutagénese sitio dirigida para reverter
esta linhagem a sua antecessora (Venezuela, 2002). As enzimas mutantes K121R, D88E, assim
como o duplo mutante foram obtidos com sucesso utilizando o protocolo de mutagénese sitio
dirigida. Para cada um deles cinco colbnias foram selecionadas. Apo6s a confirmagdo da
mutacdo D88E, este plasmideo foi usado como molde para amplificagdo com o primer
planejado para 0 mutante K121R a fim de obter-se o mutante duplo. Todas as muta¢Ges foram

confirmadas por sequenciamento (Figura 12).
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Figura 12 - Cromatogramas contendo os resultados do sequenciamento dos plasmideos contendo a sequéncia
codificante das enzimas NS2B-NS3P™ mutantes D88E, K121R e mutante duplo.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.4 Expressdo em larga escala e purificacio das enzimas

As proteinas NS2B-NS3P° WT, K121R, D88E e duplo mutante foram expressas em
larga escala utilizando a linhagem de expressao de E. coli Rosetta 2 em meio TB, de acordo
com as condigdes otimizadas dos testes de expressdo. Os resultados da purificacdo foram
analisados por SDS-PAGE e estdo apresentados nas Figura 13A e Figura 14B. O primeiro
passo de purificacdo foi realizado por cromatografia de afinidade, onde a proteina de interesse
foi eluida com gradiente de tampdo B, contendo 300 mM de imidazol. A concentracdo de
tampdo B foi fixada em 20% (60 mM imidazol), na qual ja era possivel obter a proteina, de
forma a evitar contaminantes e excesso de imidazol na amostra (Figura 13). Em seguida a
proteina foi clivada da 6-His-SUMO, com a enzima TEV protease durante a dialise. Por fim a
proteina foi submetida novamente a uma cromatografia de afinidade por niquel, mas desta vez

coletada na fracdo que atravessou a resina.
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Figura 13 - A) SDS-PAGE 15% contendo as amostras obtidas nas cromatografias de afinidade e clivagem para a
enzima NS2B-NS3 YFV WT. Em M, vemos o marcador de peso molecular, seguido
respectivamente pelas fragdes obtidas na eluicdo da primeira afinidade, apds clivagem pela TEV
protease, proteina ja clivada obtida no FT da segunda cromatografia de afinidade e a amostra eluida
da segunda afinidade, contendo contaminantes, além de proteina ndo clivada, TEV protease e a cauda
6-His-SUMO. Ambas as proteinas antes e apds clivagem estdo indicadas pelas setas, com seu
respectivo peso molecular. B) Cromatograma obtido na primeira etapa de cromatografia de afinidade
para a enzima NS2B-NS3P° YFV WT. Em vermelho, esta representado a absorbancia em 280 nm e
em azul a concentracao do tampdo B (contendo 300 mM de imidazol).

Fonte: Elaborada pela autora.

Embora seja possivel observar que a maior parte dos contaminantes foi removida com
as etapas de cromatografia de afinidade, para obtermos uma amostra suficientemente pura e
homogénea para realizacdo de ensaios de cristalizacdo e atividade, ao final foi realizado uma
etapa adicional de purificacdo para a realizacdo de separacdo por tamanho molecular (Figura
14A). A fim de determinar a massa molecular da proteina de interesse e seu estado oligomérico,
ainda na etapa de cromatografia de exclusdo molecular, foi feita uma curva de calibragdo
utilizando um kit comercial Gel Filtration LMW Calibration Kit (GE Healthcare) (Figura 14C).

A partir desta curva, foi possivel determinar a massa molecular da NS2B-NS3P™ (Figura 14D).
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Figura 14 - Resultados da purificacdo das proteinas NS2B-NS3P linked. A) Cromatogramas da etapa de excluséo
molecular para cada uma das enzimas. B) SDS-PAGE 12.5% mostrado a pureza final de cada amostra
ao final da purificacdo. C) Curva de calibracdo da coluna Superdex 75 16/60 D) Tabela contendo os
volumes de retencdo de cada uma das proteinas, suas respectivas massas moleculares calculadas e
estado oligomérico.

Fonte: Elaborada pela autora.

As proteinas NS2B-NS3P© WT, K121R, D88E e duplo mutante possuem volumes de
retencdo de 72.8 mL, 73.6 mL, 73.3 mL e 72.4 mL e massas moleculares calculadas de 29.7
kDa, 27.4 kDa, 28.3 kDa e 29.9 kDa respectivamente. Ambas as proteinas NS2B-NS3P™ linked
possuem volume de retencdo equivalentes ao tamanho de uma molécula no estado monomeérico.
Além disso, o SDS-PAGE, juntamente com 0s cromatogramas da exclusdo molecular nos
permitem inferir que a amostra se encontra homogénea e com elevado grau de pureza. O

rendimento aproximado de ambas as proteinas foi de 7 mg por litro de cultura.

3.1.5 Ensaios de cristalizacéo e coleta de dados

Os primeiros cristais foram obtidos utilizando kits comerciais e 0 método de matriz
esparsa. A condicdo na qual foram observados cristais, condicdo GO1 do kit Index HT®
(Hampton Research) (0.1 M NaCl, 0.1 M Tris pH 8.5, 25% PEG 3350) na temperatura de 18°C,
foi entdo utilizada para otimizacdo. Foram testadas vérias concentracGes de proteina variando
entre 10 mg/mL e 38 mg/mL. O aparecimento de cristais foi observado na concentracdo mais

alta de proteina (38 mg/mL) apds cerca de um més. Em outro experimento, realizamos a troca
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do tampdo da proteina para Bis Tris pH 6.5, 150 mM NaCl e a proteina concentrada a 20
mg/mL. Cristais foram observados no kit PACT® (Quiagen) condi¢do D09 (0.1 M LiCl, 0.1 M
Tris pH 8.0, 20% PEG 6000) também apos cerca de um més a 18°C (Figura 15C). Os cristais
da NS2B-NS3P™ WT foram otimizados manualmente pelo método de sitting drop (Figura 15D-
F) baseando-se na condicdo inicial e novamente os cristais apareceram apds cerca de um més.
Com a utilizacdo da técnica de microseeding na mesma condicdo (GO1 Index) foi possivel a
obtenc@o de um menor namero de cristais isolados que apareceram em cerca de 10 dias.

Para as proteinas mutantes K121R e D88E o aparecimento de cristais foi observado no
kit PACT® (Quiagen) ambos na condi¢do B10 (0.1 M MES pH 6.0, 0.2 M MgCl, 20% PEG
6000) na temperatura de 18°C apds cerca de um més na concentracdo de 35 e 40 mg/mL

respectivamente (Figura 10A-B). Para o mutante duplo néo foi possivel obter cristais.

Figura 15 - Cristais da enzima NS2B-NS3P™. A) Cristais da proteina inicialmente obtidos (condi¢do GO1 Index
HT) sob luz UV. B) Cristais da proteina mutante K121R na condi¢do B10 PACT (0.1 M MES pH
6.0, 0.2 M MgCl, 20% PEG 6000). C) Cristais da proteina mutante D88E na condicdo B10 PACT.
D) Cristais otimizados da condi¢do D9 PACT (0.1 M Tris pH 8.5, 0.1 M LiCl, 25% PEG 6000). E-
G) Cristais otimizados da condi¢do G1 Index HT (0.1 M NaCl, 0.1 M Tris pH 8.5, 25% PEG 3350)
contendo respectivamente 23%, 27% e 29% PEG 3350. H-I) Cristais otimizados da condi¢do G1
Index HT (0.1 M NaCl, 0.1 M Tris pH 8.5, 25% PEG 3350) antes (H) e apds (1) utilizacdo de
microseeding.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os mesmos cristais foram armazenados em nitrogénio liquido e coletados na linha de
luz 124 no Diamond Light Source, Oxfordshire, Reino Unido. Cerca de 80 cristais foram
testados, dos quais somente um difratou & uma resolucéo de 2.9 A tornando possivel a resolugéo
da estrutura cristalografica da enzima (Figura 16). Os parametros da coleta e estatisticas do

processamento podem ser observados na Tabela 5.

Os cristais otimizados da enzima NS2B-NS3P" WT foram crio protegidos com a solucéo
do poco contendo de 8% etilenoglicol, resfriados e utilizados para a coleta de dados de difracéo.
A coleta foi inicialmente realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),
Campinas — SP, na linha de luz MX2, no entanto os melhores cristais difrataram a baixa
resolucdo (cerca de 6 A) e foram provenientes da condicio otimizada derivada da condigéo
inicial contendo 0.1 M Tris pH 8.5, 0.1 M LiCl, 25% PEG 6000. Os cristais obtidos utilizando
a técnica de microseeding, embora possibilitaram a obtencdo de cristais isolados e com menos
tempo (cerca de 10 dias), ndo proporcionaram melhora na qualidade da difracao.

Figura 16 - Padréo de difracdo obtido para um dos cristais de YFV da condic¢do contendo 0.1 M Tris pH 8.5, 0.1
M LiCl, 25% PEG 6000, obtidos respectivamente na linha de luz MX2, no LNLS, Campinas, Brasil
(A) e na linha 124, no Diamond Light Source, Reino Unido (B).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 5- Coleta de dados e estatisticas do refinamento da enzima NS2B-NS3P™. Os dados entre parénteses
correspondem a Gltima camada de resolucao.

NS2B-NS3P° YFV

Grupo especial P21
Dimens0es da cela unitaria

ab,c (A) 60.0, 151.8, 60.3

o,py (°) 90, 111.3, 90
Resolugéo (A) 29.2-2.9(3.0-2.9)
Rpim, 0.08 (0.90)
Mean I/o(I) 7.22 (1.0)
CCup2 0.99 (0.32)
Completeza (%) 98.0 (99.5)
Multiplicidade 6.5 (6.9)
Refinamento
No. de reflexdes 22135 (2232)
Moléculas na unidade assimétrica 4
Rwork/Rfree 0.25/0.27
No. de &tomos

Proteina 5456

Agua 16
B-fatores médios (A2)

Proteina 98.45

Agua 54.95
RMSD

Comprimento das ligagdes (A?) 0.007

Angulos das ligacdes (°) 1.29
Ramachandran (%)

Favoraveis 97.35

N&o permitidos 0
Cddigo PDB 6URV

Fonte: Elaboradora pela autora, baseada em NOSKE et al.>’

3.1.6 Resolucao da estrutura cristalografica da proteina NS2B-NS3P™ YFV

Os dados cristalograficos provenientes da cristalizacdo da enzima NS2B-NS3P° YFV
foram integrados no grupo espacial P21, do qual foi possivel obter as dimens@es a célula unitéria
com valores a =60.0 A, b=151.8 A, c =603 A, a =90°, B =111.3° vy = 90°. A partir do
coeficiente de Matthews calculado de 2.62 foi possivel inferir a presenga de quatro moléculas
de proteina na unidade assimétrica com 52.98% de solvente. Para a resolucéo da estrutura da
NS2B-NS3P™ foi utilizada a substituicdo molecular para calculo das fases, utilizando como
modelo a NS3 protease de dengue (PDB ID 2FOM, identidade de 56%). A estrutura foi
resolvida numa resolucéo de 2.9 A determinada pelo valor de CC/2, com completeza de 99.5%
na ultima camada de resolucdo.** O modelo final da estrutura contém 37 residuos do cofator
NS2B (49-86) e 153 da NS3P™ (14-167) e foi refinada até atingir Rwork/Rfree de 0.25/0.27. Os

parametros e estatisticas finais do refinamento podem ser observadas na Tabela 5.5
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3.1.7 Estrutura cristalografica da proteina NS2B-NS3P™ YFV

Similar a outras serino-proteases, a porcdo N-terminal da NS3 protease possui
enovelamento caracteristico, e depende de uma regido soltvel de cerca de 40 residuos da NS2B,
a qual age como cofator da enzima. A estratégia comumente utilizada para obtencéo da enzima
para elucidacéo estrutural e busca por inibidores, consiste em manter apenas a regido essencial
do cofator NS2B, removendo a sua porc¢édo hidrofobica, a qual é covalentemente ligada através
de um linker flexivel contendo serinas e glicinas ao dominio protease da NS3.%’

Assim como outras proteases de outros flavivirus, a estrutura cristalografica da enzima
NS2B-NS3P™ de YFV tem folding similar ao de quimotripsinas, e é caracterizada por dois
barris-p com cada um deles contendo 6 fitas  antiparalelas, com o sitio ativo localizado entre
eles (Figura 17B). Ja o cofator NS2B é composto por 3 fitas B que se enovelam formando um
grampo B entre as fitas B2 e B3. A presenca do linker flexivel G4SG4 permite que o cofator
NS2B circule o dominio NS3P™, com a proteina sendo estabilizada em sua conformacao ativa,
na qual a fita B1 do cofator NS2B interage com 1 do dominio NS3 protease. J4 as fitas B2 e
B3 interagem com as fitas B6, p7, B10 e B14 da NS3 protease (Figura 17B-C).>’

O sitio ativo da NS2B-NS3P™ é caracteristico de serino-proteases, composto pela triade
catalitica Ser138, His53 e Asp77 situado entre o sitio de reconhecimento e o sitio S1°, com a
His53 encontrada na hélice 310 A1, D77 na fita B7 e S138 na fita f12 (Figura 17B e D). De
maneira similar a outras proteases de flavivirus j& descritas, a protease de YFV possui sitio
ativo carregado negativamente, especialmente nos subsitios S1-S2, que sdo responsaveis por
acomodar os residuos carregados positivamente (lisinas e argininas) presentes no substrato da
enzima. Além disso, o subsitio S1° tem preferéncia por residuos pequenos como serina, glicina
e treonina. Embora o enovelamento das proteases de flavivirus seja similar ao de muitas outras
serino-proteases, o padrdo de reconhecimento de substrato nas posigdes P1’-P2 confere
caracteristicas Unicas, que tornam possivel o desenvolvimento de inibidores seletivos da
enzima. (Figura 17E).%’

Comparando a estrutura da protease de YFV com estruturas de outros flavivirus, embora
a identidade sequencial ndo seja muito alta (cerca de 50% para os virus DENV2, DENV3, ZIKV
e WNV), as proteinas possuem elevada similaridade estrutural, principalmente na regido que
compde o sitio ativo e o bolsdo de reconhecimento do substrato. Os valores de RMSD
calculados sdo relativamente baixos, com valores de 2.1 A para DENV2 (PDB ID: 2FOM,
conformagcdo aberta, para 155 residuos), 1.6 A para DENV3 (PDB ID: 3U1l, conformagéo
fechada, para 157 residuos), 1.1 A para WNV (PDB ID: 2YOL, conformagcéo fechada, para 157
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residuos), e 1.4 A para ZIKV (PDB ID: 5TFN, conformagéo aberta, para 158 residuos) (Figura
18A-1). A regido da estrutura que apresentou maior diferenca corresponde as fitas f14 e 15 e
no hairpin entre estas. As estruturas cristalograficas da enzima NS2B-NS3P™ dos flavivirus na
conformacdo fechada, ou ativa, encontram-se na conformacgédo em que o cofator NS2B circula
a NS3 protease, onde a porcdo C-terminal da protease interage diretamente com o cofator
NS2B, formando um dos sitios de reconhecimento do substrato (S2), como é o caso da protease
de YFV (Figura 18E-H). Em contraste, as estruturas na forma inativa, ou conformacéo aberta,
encontram-se de modo que o cofator ndo circula propriamente a NS3P (Figura 18A-D).>’

Até hoje, de maneira geral, as estruturas do complexo NS2B-NS3P de flavivirus
depositadas no PDB indicam que na auséncia de um substrato ou inibidor ligado ao sitio ativo
da enzima, esta encontra-se em conformacao aberta, ou inativa, na qual o cofator NS2B néo
envolve a NS3P, compondo o sitio ativo da enzima. Em contraste, enzimas em complexo com
substrato/inibidor sdo descritas como estando na conformacéo fechada e ativa. Além disso as
estruturas depositadas até entdo indicam que a presenca do linker G4SGa esta associada a
enzima em conformacio aberta.>?8%2 Quando o complexo se encontra na presenca de um
inibidor ou do substrato da enzima ligado em seu sitio ativo, as interacbes entre
substrato/inibidor e o cofator NS2B, sdo responsaveis por estabilizar e manter a enzima nesta
conformacdo. Surpreendentemente, a estrutura da NS2B-NS3P° de YFV encontra-se em
conformacéo fechada (closed conformation), considerada ativa, na qual o cofator NS2B circula

0 dominio NS3P™ mesmo na auséncia de qualquer inibidor ou ligante no sitio ativo (Figura 18A-

).



74

NS2B NS3 protease
43 86 14 167

G,5G, c
B1 B2 B3 BL B2 PB3 AL pa B5 B6 B7 p8 g9 pl0  Bl1 pi2 p13 pl4 B15

B6

f

=

h

p.Z.—” = - —\

p3 \

Figura 17 - Estrutura cristalogréfica da enzima NS2B-NS3P° de YFV. A) Representacdo esquematica da estrutura
secundaria da proteina, indicando cada um dos dominios. As fitas  estdo representas por setas ¢ a
hélice 310 por cilindro. Visdo geral da estrutura cristalogréafica da enzima NS2B-NS3P° de YFV. A
estrutura esta representada em modo cartoon com o cofator NS2B colorido em laranja e o dominio
NS3P em verde. A superficie de ambos os dominios esta representada nas suas respectivas cores. O
quadro pontilhado destaca o sitio ativo da enzima. B-C) Visdo geral da estrutura cristalografica da
enzima NS2B-NS3P de YFV rotacionada em 180°. D) Visdo ampliada do sitio ativo da enzima,
mostrando os residuos cataliticos His53, Asp77 e Serl38, representados como sticks. E)
Representacdo das cargas da superficie da enzima NS2B-NS3P° com destaque para o bolsa de
reconhecimento de substrato S1° ¢ S1-S4.

Fonte: Elaborada pela autora.



open

75

=
L
"
L2
(%]
@ Baixo RMSD (0.1)
@ Alto RMSD (12) S \
O Ns28 DENV2 \» w © ns28 vrv (© Ns28 DENV2
@ ns28 YFV © ns3ee vy NS3P DENV2
Figura 18 -  Diferentes conformacdes do complexo NS2B-NS3P° de Flavivirus. Em A-D, estruturas em

conformacdo aberta (open conformation), respectivamente para os virus DENV2, ZIKV, WNV e
MVEV. Em E-H, estruturas em conformacdo fechada (closed conformation). Para as estruturas de
A-H, o dominio protease esta representado como superficie, juntamente com o traco da cadeia
alpha ambos coloridos em cinza. Ja o cofator NS2B, esté representado como cartoon, em diferentes
cores para cada estrutura. 1) Superposicao dos complexos NS2B-NS3P™ de YFV (closed) e DENV?2
(open). Os dominios protease estdo coloridos de acordo com o RMSD (azul para baixo RMSD e
vermelho para alto) e o cofator NS2B esta colorido em amarelo e azul para DENV2 e YFV
respectivamente. Ambas as estruturas estdo representadas na forma de cartoon. Em destaque
vemos o loop que determina o nome dado a conformacdo. J) Superposicéo dos complexos NS2B-
NS3P™ de YFV (closed) e DENV2 (open), ambas representadas como traco da cadeia alpha.

Fonte: Elaborada pela autora baseada em NOSKE et al.>”

Mesmo ap6s uma inspecdo cuidadosa das densidades eletrénicas proximas ao sitio ativo

da proteina, i

ncluindo a obtencdo dos omit maps das regides para ambas as cadeias da unidade

assimétrica, nao foi possivel observar a presenca de densidades eletronicas que poderiam ser de

um ligante n

o sitio ativo da proteina.®>” Estudos realizados com a proteina NS2B-NS3P™ de

DENV em solugdo, pela técnica de ressondncia magnetica nuclear (RMN) demonstraram que

em solucao,

ambas as conformacGes open e closed estdo presentes, e que construcdes nao
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ligadas covalentemente favorecem a presenca da conformacao fechada.8!82 Conforme ilustrado
na Figura 19B, as regides que definem a conformagdo da enzima (NS2B, fitas f14, f15 e
hairpin entre estas) possuem elevado B-fator comparado ao restante da estrutura. Em uma
estrutura cristalografica, elevado B-fator em geral é observado em regides da proteina que
possuem alta flexibilidade, assim, para a protease de YFV, possivelmente é resultado da
presenca de ambas as conformacdes da proteina, ndo somente em solucdo, mas também dentro
da estrutura cristalina. Ainda por conta desta elevada flexibilidade, o B-fator geral calculado
para todos 0s 4&tomos da proteina foi de 98.45 A?, valor relativamente alto comparado a maior
parte das estruturas cristalograficas em resoluc6es similares e também comparado ao B-fator
obtido na mesma estrutura para as moléculas de solvente, podendo ser proveniente de uma
maior instabilidade na estrutura da protease YFV em conformacao fechada, quando comparada
a estruturas que possuem um ligante no sitio ativo, ajudando a estabilizar a interacdo com o
cofator NS2B. O motivo para a dificuldade em obter cristais que difratassem em alta resolucéo,
pode, portanto, ser ocasionado por esta possivel instabilidade, alta flexibilidade da proteina e
ndo homogeneidade da amostra.

Até 0 momento ndo existe nenhuma evidéncia que explique a conformacédo obtida,
podendo ter sido derivada de fatores externos, como a contribuicéo dos contatos cristalinos para
estabilizacdo da proteina em sua conformagdo fechada.’” Os contatos cristalinos, tanto os
observados no cristal da protease de YFV quanto os observados para a protease de ZIK\/®8
(Figura 19A) sugerem que possa ocorrer dimerizacéo de dois complexos NS2B-NS3P™, embora
os resultados obtidos em solucdo, por gel filtracdo analitica (Figura 14) e SEC-MALS (dados
ndo apresentados), indicam que a maior parte da proteina se encontra em estado monomeérico,
este pode ser outro fator que contribuiu na estabilizacdo da conformacéo ativa. Esse processo
também pode ser induzido pela presenca de substrato, levando ao aumento da concentragdo de
proteina em sua conformacdo ativa (fechada).

Levando em conta que a conformacéo ativa da enzima consiste na conformacéo fechada,
esta é, portanto, ideal para a busca por inibidores. A estrutura obtida, pode entdo ter suma
importancia na obtencdo de complexos proteina com inibidor e no planejamento de um
potencial candidato antiviral. Estudos complementares sdo necessarios para compreender
melhor os fatores que levaram a obtencgéo da estrutura apo da protease de YFV em conformacéao
fechada.
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Figura 19 - A) Contatos cristalinos observados nos cristais da enzima NS2B-NS3P™ de YFV (PDBid 6URV). As
moléculas formadoras do dimero cristalogréafico estdo coloridas em verde e laranja, representadas em
cartoon. Os quadros vermelhos contém uma visdo ampliada das regides de contato do dimero
cristalogréfico, na qual os residuos diretamente envolvidos estdo coloridos em amarelo, e
representados como sticks. B) Dimero cristalografico observado para a NS2B-NS3 protease do virus
Zika. C) Estrutura da enzima NS2B-NS3P° de YFV representada de acordo com os B-fatores de cada
residuo.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.8 Ensaios de atividade

O aumento da fluorescéncia observado ao longo do tempo (Figura 20A) demonstra que
a proteina se encontra ativa. Como mostrado na Figura 20A, foi realizada a titulacdo da
concentracdo de enzima a fim de determinar uma concentracdo que satisfizesse o estado
estacionario e, assim, padronizar esta concentracdo para a realizacdo de experimentos

posteriores. Pela analise deste mesmo gréafico, pudemos inferir apenas que para concentraces
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abaixo de 7.5 nM estavamos dentro da regido linear no periodo medido. Com isso definimos a
concentracdo de 7 nM como padrdo para 0s ensaios enzimaticos.

Em seguida, obtivemos uma curva de calibracdo de AMC, através da determinacdo da
fluorescéncia de concentracdes conhecidas de 7-amino-4-metilcumarina (Figura 20B). Nos
experimentos subsequentes, para obtencdo dos parametros cinéticos, os valores de
fluorescéncia foram convertidos para concentracdo de produto utilizando a regressao linear

desta curva como referéncia.
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Figura 20 - Ensaios de atividade da enzima NS2B-NS3P® A) Curva obtidas para o teste inicial de atividade e
padronizacdo da concentracdo de enzima, cada uma das cores representa uma concentragao diferente
de enzima. B) Curva de calibragdo de 7-amino-4-metilcumarina (AMC).

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.9 Caracterizacdo das enzimas mutantes

As enzimas mutantes foram entram caracterizadas através da obtencdo de seus
parametros cinéticos e de sua estabilidade térmica. A determinacdo dos parametros cinéticos,
foi realizada realizando uma titulagdo do substrato (de 600 uM até 18.8 uM) e pelo fitting da
equacédo de Michaelis-Menten (Figura 21A). Os valores de afinidade pelo substrato (Km) e Kcat
da enzima NS2B-NS3P° WT foram respectivamente 90 + 10 uM e 0.24 + 0.03 s?,
demonstrando assim uma menor afinidade pelo substrato quando comparada a ZIKV (2.9 uM)
e WNV (24 uM) com valor de keat similar a WNV (0.26 s™*) e menor do que ZIKV (1.8 s1).8384
Os mutantes D88E, K121R e duplo mutante mostraram valores similares de afinidade pelo
substrato quando comparados com a enzima WT com respectivos Ky de 80 £ 10 uM, 100 + 10

uM e 110 £ 10 uM. Os trés mutantes também mostraram diferencas nos valores de eficiéncia
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catalitica (kcat/Km) quando comparados a enzima WT, com eficiéncias relativas de 148%, 108%

e 78% respectivamente.®’
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Figura 21 - Caracterizagdo das enzimas NS2B-NS3P™. A) Curvas de Michaelis-Menten para cada uma das enzimas
mutantes e WT. As barras de erros correspondem ao desvio padrdo das triplicatas. Os valores de
afinidade pelo substrato (Kn), constante catalitica (kca) € eficiéncia catalitica (kca/Km) de cada uma
das enzimas é mostrado acima do gréfico. B) Perfis de desnaturacdo térmica de cada uma das enzimas.
Os valores de Tr para cada uma das enzimas é mostrado acima do gréafico.

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.>’

Os valores obtidos para as Tm foram 51 + 1°C, 46 £ 1°C, 46 + 1°C and 44 + 1°C, para
as enzimas WT, D88E, K121R e duplo mutante. Logo, a protease WT mostrou um aumento
aproximado de 5-6°C com relacdo a seus mutantes, sugerindo ter uma maior estabilidade
térmica (Figura 21B).%”

Embora os mutantes tenham exibido afinidades similares pelo substrato Bz-nKRR-
AMC, ambas mostraram ter processividade maior que a enzima WT, resultando numa eficiéncia
catalitica similar. A diferenca mais acentuada foi observada na estabilidade térmica, sendo que
ambos 0s mutantes possuem estabilidade térmica significativamente menor do que a enzima
WT.

Conforme previamente mencionado no item 3.1.7, as proteases de flavivirus possuem
identidade sequencial relativamente baixa (em torno de 50-60% para DENV2, DENV3, WNV
e ZIKV), porem possuem elevada similaridade estrutural (Figura 22). A analise realizada pelo
servidor Consurf® mostrou que grande parte dos residuos ndo sdo conservados. Dentre as
regides ndo conservadas, vale destacar a regido de interacdo entre o cofator NS2B e o0 dominio
NS3P™. Devido a esta baixa conservacdo, existe uma grande dificuldade em planejar candidatos
antivirais alostéricos, que inibam a interacdo NS2B-NS3P™, e que possuam atividade antiviral

de amplo espectro contra os flavivirus.>” Dentre as regiGes conservadas, estdo o sitio ativo, e
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grande parte dos residuos formadores do bolsdo de ligagdo ao substrato (S1°-S4), responsaveis
pelo reconhecimento dos residuos carregados positivamente presentes nos sitios da clivagem
da poliproteina. Ambos os residuos mutantes presentes na protease da linhagem circulante de
YFV (D88 e K121) sdo classificados como tendo baixa conservacdo de acordo com a analise
feita pelo Consurf (Figura 22B-D).
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Figura 22 - Andlise de conservacao da enzima NS2B-NS3P°. A) Visao geral da estrutura da NS2B-NS3P™ de

YFV, onde o dominio NS3P™ esta colorido de acordo com a variabilidade sequencial comparada a
outras proteases de flavivirus. A andlise de conservacdo foi feita utilizando o servidor Consurf.%’
Cada residuo da NS3P™ esta representado como esferas. O cofator NS2B esta representado na forma
de cartoon e colorido em azul escuro. B-C) Visdo ampliada das regides contendo os residuos
mutantes da linhagem circulante da protease de YFV, K121 e D88 em (B) e (C) respectivamente.
D) Sequéncia da protease de YFV com os residuos coloridos de acordo com a escala de conservagao
do Consurf.5’Os residuos mutantes estéo destacados em vermelho.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 23 - Analise estrutural das muta¢fes pontuais observadas na protease de YFV da linhagem circulante. A)
Estrutura cristalografica da enzima NS2B-NS3P™ representada em formato cartoon e localizagdo das
mutacdes D88 e K121, representadas como esferas (em amarelo). O cofator NS2B esta colorido em
laranja e a NS3 protease em azul. A regido correspondente ao sitio ativo esta destacada em cinza. B)
Visdo ampliada do residuo K121 de YFV (em azul) (PDB ID 6URV) e sua interagdo com o residuo
N122 sobreposta com a mesma regido da estrutura de WNV (em verde) (PDB ID 2YOL). C) Visdo
ampliada do residuo E88 de YFV (em azul) e suas interacfes com o0s residuos K86 e Q169 sobreposta
com a mesma regido da estrutura de DENV2 (em ciano) (PDB ID 4M9K). D) Alinhamento das
sequéncias da proteina NS3 protease de YFV, DENV3, DENV2, ZIKV e WNV. Os residuos mutantes
estdo destacados em verde e o alinhamento foi feito utilizando o servidor ESPrit.8¢

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.>":8

Pela anélise da estrutura da protease de YFV e sua compara¢do com outros flavivirus,
inferimos que residuo D88 tem funcéo de estabilizar uma por¢do mével da proteina. A presenca
do aspartato permite contato com o oxigénio da cadeia principal do residuo K86. A presenca de

residuos mais longos, como a glutamina presente na protease de DENV2, ndo permite esta
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interacdo, resultando em um achatamento do loop, o0 que pode afetar a estabilidade da proteina
de maneira geral (Figura 23C).%" J4 o residuo K121, est4 localizado entre as fitas p10 e 11, e
ndo somente encontra-se em uma regido nao conservada, como representa como uma insercéo
comparado a outros flavivirus (Figura 22B, D e Figura 23D). O residuo K121 presente em YFV
permite um contato polar com a cadeia lateral do residuo N122, formando um g-hairpin mais
alongado comparado a outros flavivirus, ilustrado na figura para DENV2, na qual a
estabilizacdo no mesmo loop é mediada apenas por contatos hidrofobicos (Figura 23B). O
mutante duplo exibiu uma queda ainda mais acentuada em sua estabilidade térmica,
demonstrando que ambas as mutagfes tém importancia na adaptabilidade da enzima. A mutacéo
K121R também parece ser importante para atividade enzimatica, pois ambos 0s mutantes
K121R e mutante duplo, apresentaram menor afinidade pelo substrato.>” Assim, em conjunto,
as mutacGes podem afetar de forma geral a atividade da enzima, resultando no aumento da
estabilidade térmica da enzima WT.

No entanto, as razdes para as diferengas observadas, tanto na processividade da enzima
quanto em sua estabilidade térmica ndo sdo claras e podem ser resultantes da plasticidade
observada em proteases de flavivirus sem perdas significativas em sua fungdo.>” As mutacdes
descritas podem ainda afetar a infeccdo viral de outras formas, aumentando a viruléncia, ou
interferindo na resposta imune do hospedeiro, como descrito para as mutagfes na enzima NS5

metiltransferase pertencente a mesma linhagem viral >

3.1.10 Ensaios de inibicdo

No total foram testados cerca de 1000 compostos, obtendo valor de Z-fator médio de
0.73 para todas as placas testadas. Neste trabalho, o ensaio de inibic&o foi validado utilizando
aprotinina como controle positivo para a inibi¢do (ICso de 120 nM, dados n&o apresentados). A
plataforma estabelecida tornou possivel a realizagédo da triagem de inibidores em placas de 96
pocos de forma simples, rapida e confiavel. Além disso, o ensaio é reprodutivel, relativamente
barato e pode ser facilmente escalonado para placas de 384 pogos. O maior problema
relacionado a este ensaio, e a outros ensaios que utilizam leituras de fluorescéncia, é que 0s
compostos podem interagir com o fluoréforo utilizado (neste caso AMC), e ocasionar
diminuicao da fluorescéncia por meio de quenching, levando a obtencéo de falsos positivos. No
entanto, este problema pode ser facilmente solucionado realizando uma medida adicional com

0s compostos previamente selecionados, na presenca do fluoréforo livre AMC.
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Adicionalmente, compostos que possuem absor¢do no mesmo comprimento de onda do AMC,
também ndo podem ser avaliados neste ensaio.”

Dentre os compostos avaliados neste trabalho, estdo o Pandemic Response Box (PRB)
fornecido pela organizacdo Medicines for Malaria Venture (MMV), diversos compostos de
colaboradores do CIBFar, incluindo uma série de peptideos sintéticos sintetizados e fornecidos
pelo colaborador prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli (Universidade Estadual Paulista "Jalio de
Mesquita Filho”, UNESP, Araraquara, Brasil) e uma série de porfirinas sintetizadas e
fornecidas pelo prof. Dr. Kleber Thiago de Oliveira (Universidade Federal de Sdo Carlos,
UFSCar, S&o Carlos, Brasil). De todos 0os compostos testados, 18 deles apresentaram inibicéo
superior a 80% e foram utilizados para obtencdo de curvas de dose-resposta. Os compostos
mais potentes foram testados quanto a atividade antiviral em ensaios baseados em replicon
utilizando a linhagem celular BHK21-RepYFV-17D.

Os resultados respectivos a duas das séries de compostos estdo apresentados nos itens a

sequir.

3.1.10.1 Pandemic Response Box (MMV)

Os compostos da biblioteca Pandemic Response Box foram inicialmente avaliados no
teste enzimatico pontual em concentracdo de 20 pM. Esta biblioteca, fornecida pela
organizacdo Medicines for Malaria Venture (MMV) contém diversos compostos drug-like,
todos eles ja descritos por terem algum tipo de atividade e, alguns ja sdo farmacos aprovados
enquanto outros encontram-se em fase de desenvolvimento. Dos 400 compostos, 201 sdo
antibacterianos, 153 antivirais e 46 antifangicos. Destes compostos, quatro deles apresentaram
atividade inferior a 20% e foram selecionados para obtencdo de curvas dose-resposta. O
resultado da triagem inicial esta apresentado na Figura 24A-B. Os valores de I1Cso obtidos foram
respectivamente de 10.7 = 0.6 pM, 1.79 £ 0.06 uM e 3.6 £ 0.2 uM para os compostos MMV
1581548, MMV 396785, MMV 1580853 (Figura 24C).

Destes, 0s compostos MMV 396785 e MMV 1580853 tiveram a maior poténcia. Apesar
de nenhum deles ser descrito como antiviral, dados os valores de 1Cso destes compostos ambos
foram considerados promissores, e foram utilizados em experimentos de co-cristalizacao.
Embora tenha sido possivel obter cristais, estes difrataram em baixa resolugéo (cerca de 4 A).
Em seguida, os compostos tiveram atividade antiviral avaliada em ensaios celulares utilizando

o replicon de febre amarela.
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O composto MMV 1580853 nédo apresentou inibicao significativa nos ensaios celulares,
enquanto o composto MMV 396785 apresentou resultados iniciais promissores, com ECso de
1.5+ 0.9 uM (grafico ndo apresentado). A citotoxicidade do composto néo foi avaliada.

O composto MMV 396785, conhecido como Alexidina, € um farmaco aprovado com
acdo antibacteriana e antifungica de amplo espectro, comumente presente em solucdes para
limpeza de lentes e enxaguantes bucais. Além disso também j& foi descrito como eficaz contra
S. mansoni.8~#° O mecanismo de agdo sugerido é que devido a natureza da molécula o grupo
2-etil-hexil consegue interagir com os lipideos formadores das membranas celulares, sendo
assim capaz de impedir a produgdo dos grupos lipidicos presentes nas membranas. Além disso,
0s grupos biguanidinas sdo capazes de interagir com os fosfolipideos ja presentes na membrana
plasmatica, levando a sua desestabilizacdo e consequente ruptura.®® Embora a citotoxicidade do
composto ndo tenha sido avaliada neste trabalho, estudos mostram que o valor € em torno de
10 uM,®" o que implicaria num indice de seletividade de ~6.6. Vale ainda ressaltar que embora
0s resultados iniciais sejam promissores, € necessario otimizar a molécula, seja por QSAR ou
por SBDD, de forma a otimizar sua inibi¢do da protease e atividade antiviral, tornando-a um
inibidor especifico.

Ja o composto MMV 1580853, também apresentou um baixo 1Csq comparado a outros
inibidores de proteases de flavivirus, no entanto ndo foi capaz de inibir a replicacdo de RNA no
ensaio utilizando replicon. A molécula é descrita como tendo eficaz atividade antibacteriana,
possivelmente inibindo a via de sintese de isoprendides. O composto também tem atividade
descrita como antimalarico, antifingico e mais recentemente foi descrito como inibidor da
enzima nsp15 endorribonuclease de SARS-CoV-2.9-% Diversos motivos podem explicar a ndo
eficacia do composto no ensaio celular, como baixa permeabilidade ou biodisponibilidade. Tal
como o composto anterior, podemos utilizar os métodos de planejamento de farmacos, tendo
como enfoque melhorar a eficacia do composto em células, mantendo sua atividade contra a
enzima.

O composto MMV 1634402, capaz de inibir a enzima NS2B-NS3P° de ZIKV com
elevada poténcia (ICso de 0.36 = 0.08 uM),’® ndo demonstrou poténcia similar contra a protease
de YFV (ICso > 10 uM), sugerindo ser um inibidor especifico da protease de ZIKV. Ambos 0s
compostos que apresentaram ICso > 10 uM (MMV 1581548 e MMV 1634402), devido a sua

baixa poténcia, ndo foram avaliados no ensaio celular e ndo serdo discutidos em detalhes.
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Figura 24 - Resultados da triagem de compostos do Pandemic Response Box. A) Gréfico contendo os resultados
da triagem inicial dos compostos, com suas respectivas porcentagens de atividade no teste pontual.
Em azul, estdo representados os controles 1% DMSO de cada uma das placas, em vermelho as reagdes
branco de cada uma das placas e em cinza cada um dos compostos avaliados. B) Tabela contendo os
resultados referentes aos compostos selecionados, suas posi¢cfes na placa, codigos MMV,
classificacdo e respectivos 1Csp (em puM). C) Gréfico de dose-resposta do composto MMV 1581548,
D) Grafico de dose-resposta do composto MMV 396785 (Alexidina). E) Grafico de dose-resposta do
composto MMV 1580853.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.10.2 Peptideos da série Hecate

Dentro da triagem dos compostos provenientes da biblioteca do CIBFar, identificamos
os peptideos do colaborador Prof. Dr. Eduardo M. Cilli (1Q-Ar/UNESP), Hecate e AG-Hecate
como potentes inibidores da enzima NS2B-NS3P™ com valores de ICso de respectivamente 0.12
+ 0.01 nM e 290 + 40 nM (Figura 26A-B). Estes peptideos, além de outros derivados, sdo
descritos como inibidores da replicacdo do virus da Hepatite C (HCV), sendo que o peptideo
Hecate tem valor de ECso de 8.57 UM e 0 AG-Hecate de 11.18 pM, atuam em diversas etapas
do ciclo viral, incluindo a entrada e saida e do virus nas células e impedindo a replica¢éo do
RNA viral.%®

Na sequéncia, em colaboragdo com o Prof. Dr. Eduardo M. Cilli foi sintetizada uma
série de peptideos derivados do Hecate a fim de avaliar a influéncia de diferentes modificacdes
na regido N-terminal do peptideo (lisina, acetil e acido benzoico). Os valores de 1Cso obtidos
foram de 360 + 30 nM, 160 + 20 nM e 72 + 1 nM respectivamente (Figura 26C-E). Pelos valores



86

obtidos, ficou claro que ambas as modifica¢fes ndo afetam significativamente o valor de ICsy,
sendo similares ao valor do peptideo sem nenhuma modificagdo no N-terminal (Hecate) e que
a unica modificacdo capaz de aumentar a poténcia do composto foi o0 acido gélico (AG). As
respectivas sequéncias dos derivados de Hecate, suas porcentagens de inibi¢éo no teste pontual
a 20 uM e os valores de ICsp estdo sumarizados na Tabela 6.

Buscando maior compreensdo sobre 0 mecanismo de inibicdo do peptideo AG-Hecate
na enzima, este foi determinado realizando diluicéo seriada do substrato (de 300 uM ate 18.8
M) e variacdo da concentracdo de inibidor (0, 0.15 e 0.3 nM AG-Hecate), sendo esta fixa para
cada uma das curvas. O mecanismo de inibicdo foi entdo obtido pela anélise dos pardmetros
cinéticos (Kwm, Kcat € Vimax), obtidos do fitting de Michaelis-Menten e dos graficos de Lineweaver-
Burk (Figura 25A-B).
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Figura 25 - Mecanismo de inibicdo do composto AG-Hecate na enzima NS2B-NS3P™®. A) Curvas de Michaelis-
Menten para as concentracfes de 0, 150 pM e 300 pM de AG-Hecate. As barras de erros correspondem
ao desvio padrdo das triplicatas. B) Curvas de Lineweaver-Burk para as concentragdes de 0, 150 pM
e 300 pM de AG-Hecate, obtidas da linearizacdo dos dados utilizados na curva de Michaelis-Menten.
C) Representacdo esquematica da sequéncia do peptideo AG-Hecate, contendo acido galico no N-
terminal, destacando os potenciais sitios de clivagem pela protease, coloridos na figura em amarelo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores de Km obtidos foram 102 + 6 uM e 240 + 70 uM para o controle 1% DMSO
e 150 pM AG-Hecate respectivamente. J& os valores de Vmax foram para de 0.00149 + 0.00003
pMM.s-1, 0.0013 + 0.0002 pM.s-1 o controle 1% DMSO e 150 pM AG-Hecate respectivamente.

Na concentragdo de 300 pM AG-Hecate os valores de Kv e Vmaxndo puderam ser determinados.
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Pelos valores obtidos, € notorio que nas diferentes concentracdes de inibidor, o valor de Vimax
ndo ¢ alterado, enquanto o valor de Km aumenta de acordo com concentragdo crescente do
inibidor, ou seja, quanto maior a concentracdo de AG-Hecate, menor a afinidade da enzima
pelo substrato, indicando que o peptideo é um inibidor do tipo competitivo. O mecanismo de
inibicdo é evidenciado também pela curva de Lineweaver-Burk (Figura 25B) onde as curvas
para diferentes concentracfes de inibidor tém ponto de intersecdo comum no eixo VY,
caracterizando um inibidor competitivo.

Tipicamente, a sequéncia preferencial de clivagem observada em proteases de flavivirus
é constituida por dois residuos de carga positiva nas posi¢des P2 e P3 (lisina ou arginina) com
um residuo de cadeia lateral curta ocupando a posi¢do P1° (comumente glicina, leucina, serina
e alanina).®®®" Pela analise da sequéncia do peptideo, considerando a sequéncia de
reconhecimento da enzima existem 4 potenciais regides de clivagem do peptideo pela protease
no AG-Hecate (Figura 25C). Baseando-se nisso, foram entéo sintetizados 4 peptideos contendo
diferentes por¢des do AG-Hecate, definidas pela localizacdo dos possiveis sitios de clivagem a
fim de identificar qual delas é importante para o reconhecimento do peptideo pela enzima
(peptideos PSSct 1901, PSSct 1905, PSSct 1906 e PSSct 1907). Destes peptideos, o Gnico que
apresentou inibicao significativa no teste pontual a 20 uM foi 0 PSSct 1905, com ICso de 9.4 +
0.5 nM (Figura 26F). Portanto, embora houve uma diminuigdo expressiva na poténcia do
peptideo comparado ao AG-Hecate, este ainda continua sendo um potente inibidor da enzima,
e o valor de ICsp ainda se mantém em baixo nanomolar. Além disso, a diminuicdo da massa
molecular do peptideo pode ter efeito positivo no aumento de permeabilidade celular em futuros
ensaios de inibicdo in-situ.

Tabela 6- Série de peptideos derivados do Hecate, suas respectivas sequéncias, porcentagem de inibigdo no teste
pontual a 20 uM e valores de 1Csp (em nM).

Composto Sequéncia Atividade 1Cs0 (M)
20 UM (%)
AG-Hecate Acido Galico-FALALKALKKALKKLKKALKKAL-CONH; 0.0 0.12+0.01
Hecate FALALKALKKALKKLKKALKKAL-CONH:2 3.2 290 + 40
K-Hecate K-FALALKALKKALKKLKKALKKAL-CONH: 7.4 360 £ 30
Acetil-Hecate Acetil-FALALKALKKALKKLKKALKKAL-CONH: 7.1 160 = 20
Bz-Hecate Bz-FALALKALKKALKKLKKALKKAL-CONH:2 55 72+1
PSSct1905 Acido Galico-FALALKALKKALKKAL-CONH: 22.6 9.4+£05
PSSct1906 Acido Galico-FALALKAL-CONH: 59.5 >20
PSSct1907 Acido Galico-FALALKALKKAL-CONH; 61.9 >20
PSSct1901 Acido Galico-FALALKALKKALKKL-CONH; 89.8 >20

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 26 - Graficos de dose-resposta dos peptideos da série Hecate. A) Dose-resposta do peptideo Hecate. B)
Dose-resposta do peptideo AG-Hecate. C) Dose-resposta do peptideo K-Hecate. D) Dose-resposta
do peptideo Bz-Hecate. E) Dose-resposta do peptideo Acetil-Hecate. F) Dose-resposta do peptideo
PSSct 1905.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em seguida, foi avaliada a poténcia inibitoria dos peptideos da série Hecate quanto a
atividade antiviral utilizando o replicon de YFV. Os peptideos mais potentes da série, AG-
Hecate, Bz-Hecate e PSSct 1905 foram utilizados nos ensaios celulares. Os valores de ECso
obtidos foram respectivamente de 1.5 + 0.4 uM, 3.0 £ 1.0 uM e 5.4 £ 0.7 uM (Figura 27A-C)
e os valores de CCso foram respectivamente de 7 £ 1 uM, 16 + 5 uM e > 20 uM (Figura 27D-
F), resultando em valores de seletividade de 5, 5 e > 4. Ambos os peptideos da série
apresentaram valores de ECso, CCsxo € seletividade na mesma faixa, sendo que o peptideo AG-
Hecate foi 0 mais potente dos trés, de forma similar ao observado para os ensaios de atividade
enzimatica. No entanto, o valor de ECsp foi muito maior do que esperado podendo ser resultante
da baixa permeabilidade devido ao alto peso molecular das moléculas testadas. Para o peptideo
PSSct 1905, embora tenha apresentado 1Cso duas ordens de grandeza maior do que o AG-
Hecate, teve ECso similar e citotoxicidade menor, sendo 0 menos toxico dos trés e com maior
indice de seletividade, demonstrando que a abordagem de reduzir o tamanho do peptideo teve
resultados satisfatorios nos ensaios celulares. Logo, embora ensaios complementares ainda
sejam necessarios, considerando os resultados obtidos até o momento, os peptideos da série
aparentam ser promissores inibidores da replicacdo do RNA viral e podem ser otimizados com

base em suas propriedades, visando reduzir a toxicidade e aumentar a permeabilidade celular.
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Ensaios de cristalizacdo da enzima NS2B-NS3P na presenca dos peptideos ja foram realizados,

porém n&o foi possivel obter cristais.
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Figura 27 - Avaliacdo da atividade antiviral dos peptideos A) Hecate, B) Bz-Hecate e C) PSSct 1905 em células
BHK21-RepYFV-17D e citoxicidade (D-F) respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Construcdo NS2B-NS3P™ unlinked

3.2.1 Clonagem e testes de expressao

Os resultados da clonagem referentes a construcdo do vetor pET_DUET-1, pode ser
observada na Figura 29A, onde € possivel observar que ambas as etapas de clonagem foram
realizadas com sucesso. Uma das colénias positivas foi isolada, utilizada para propagacdo do
plasmideo. O mapa do plasmideo esta apresentado na Figura 28.

Ap0s confirmacdo da clonagem pela PCR de col6nia e posterior sequenciamento, 0
vetor pET_DUET-1 contendo a sequéncia de interesse foi utilizado para transformar a linhagem
Rosetta 2 de E. coli, baseados nos resultados da expresséo observados para a construcdo anterior
(linked). Na Figura 29B, é possivel observar o SDS-PAGE contendo os resultados do teste de
expressao. Desta forma, pode-se notar que o nivel de expresséo € significativamente maior no

meio da cultura TB, assim como a concentracéo de IPTG ndo provoca alteracgdes significativa.
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Assim, foi estabelecido o protocolo de expressdo em larga utilizando meio TB e indu¢do com
0.5 mM de IPTG.
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Figura 28 - Mapa do plasmideo pET_DUET-1 contendo a sequéncia codificante da enzima NS2B-NS3P™ de
YFV.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura29 -  Gel de agarose 1% contendo os fragmentos obtidos para o vetor pET_DUET-1. As bandas de 1-6 correspondem
a colénias contendo ambos os insertos, NS2B e NS3P™®. A banda indicada por M representa o marcador
molecular (em pb). As bandas 1-3 correspondem a PCR realizada com os primers NS2Bduetfw e T7 term (1020
pb), enquanto as bandas de 4-6 correspondem a PCR realizada com os primers NS2Bduetfw e NS3prorv (970
pb). A banda 7 corresponde a uma das col6nias positivas da primeira etapa de clonagem contendo apenas o
inserto correspondente ao cofator NS2B. A PCR foi realizada com os primers NS2Bduetfw e T7 term (506 pb).
B) SDS-PAGE 15% contendo os resultados dos testes de expresséo da construcdo unlinked. No gel, vemos as
fracdes celulares soluveis de cada uma das condigdes testadas, indicadas na figura. A banda indicada por M
representa 0 marcador molecular (em kDa). A proteina de interesse estd indicada pela seta vermelha (NS3
protease: 18 kDa).

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2.2 Expressdo em larga escala e purificacéo

A proteina NS2B-NS3P™ unlinked foi expressa em larga escala utilizando a linhagem de
expressao de E. coli Rosetta 2 em meio TB e indugdo com 0.5 mM de IPTG, de acordo com as
condigdes otimizadas obtidas dos testes de expressao. Em seguida foram purificadas de maneira
analoga ao método empregado para a construcao linked.

Os resultados da purificacdo da construcdo unlinked estdo representados na Figura 30,
na qual podemos observar o cromatograma obtido na etapa de exclusdo molecular (Figura 30A)
e 0 SDS-PAGE (Figura 30B). Neste caso, o volume de retengéo foi de 74.1 mL, com massa
molecular calculada de 26.2 kDa, o que permite inferir que a proteina se encontra em estado
monomérico. O SDS-PAGE, juntamente com o cromatograma obtido nos permite inferir que a
amostra se encontra homogénea e com elevado grau de pureza. O rendimento aproximado
obtido foi de 1.3 mg de proteina por litro de cultura, cerca de 7 vezes menor do que o obtido
para a construgdo ligada covalentemente, demonstrando a eficiéncia do linker na otimizagéo do

rendimento da purificacao.
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Figura 30 - Resultados da purificacdo da proteina NS2B-NS3P™ unlinked. A) Cromatograma obtido na etapa de
exclusdo molecular. B) SDS-PAGE 15% mostrando a pureza da amostra ao final da purificacdo, a
proteina esta indicada pela seta vermelha (NS3P™: 18 kDa).

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2.3 Caracterizagdo da enzima

A proteina NS2B-NS3P™ construcdo unlinked, foi caracterizada utilizando o ensaio de
atividade de atividade baseado em fluorescéncia, e a técnica de DSF. No ensaio de atividade,
de maneira similar ao observado para a construcdo linked, foi observado aumento da
fluorescéncia ao longo do tempo demonstrando que a proteina realizou a clivagem do substrato
peptidico e encontra-se ativa. Como mostrado na Figura 31A foi realizada a variacdo da
concentracgdo de substrato (de 600 UM até 18.8 uM) para determinacéo dos parametros cinéticos
da enzima pelo fitting da equacéo de Michaelis-Menten.

Os valores de afinidade pelo substrato (Km) e kcat da enzima NS2B-NS3P™ unlinked
foram respectivamente 70 + 10 uM e 0.19 + 0.08 s, comparados a 90 + 10 uM e 0.24 + 0.03
s’ obtidos para a construgdo linked. Portanto, houve aumento da afinidade pelo substrato Bz-
nKRR-AMC como esperado, porém, houve diminui¢do da velocidade méxima da reacdo,
resultando em uma eficiéncia catalitica apenas 5% maior para a construcdo unlinked. A
presenca do linker é caracterizada por bloguear parcialmente a entrada do sitio ativo e do bolsao
de ligacdo ao substrato (S1-S4)%°8! as construcdes unlinked de DENV2 e ZIKV tiveram
pardmetros cinéticos determinados e demonstraram ter maior afinidade pelo substrato, com

eficiéncias cataliticas de 2 e 3-5 vezes maior respectivamente.5081.83
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Figura 31 - A) Curvas de Michaelis-Menten para cada uma das enzimas WT linked e unlinked. As barras de
erros correspondem ao desvio padrdo das triplicatas. B) Curvas obtidas na DSF para cada uma das
construgdes.

Fonte: Elaborada pela autora.



93

Atraveés da técnica de DSF (Differential Scanning Fluorimetry) foram determinadas as
Tm das enzimas NS2B-NS3P™ linked e unlinked. Os valores obtidos foram 51 + 1°C e 55.4 £
0.5°C respectivamente. Logo, a protease unlinked mostrou um aumento aproximado de 3°C

com relacdo a construcdo linked, sugerindo ter uma maior estabilidade térmica (Figura 31B).

3.2.4 Ensaios de cristalizagéo

Num ensaio inicial de cristalizacdo, realizado pelo método de matriz esparsa utilizando
Kits comerciais, foi possivel obter cristais da proteina. Os cristais foram observados em diversas
condicGes do kit PACT (Figura 32), ambos na temperatura de 18°C ap0s cerca de uma semana.
Estes cristais ndo tiveram difracdo testada, e por conta de seu tamanho, precisariam ser
otimizados. O menor tempo necessario para o aparecimento de cristais comparado a construcéo
linked, pode significar que a amostra € mais homogénea, considerando que, conforme ja
previamente mencionado, construcbes ndo ligadas covalentemente tendem a aumentar a
proporcao de enzimas em conformacéo fechada em solucdo. No entanto, conforme mencionado
na introducdo deste trabalho, os experimentos relacionados a NS2B-NS3P° ndo tiveram
continuidade, pois, devido a pandemia, tiveram inicio os estudos com as proteases de SARS-
CoV-2, em particular com a enzima MP', os quais serdo apresentados em detalhes nos proximos

capitulos.

PACT condicdo B10 PACT condigdo D04 PACT condigdo GO05

Figura 32 - Cristais da enzima NS2B-NS3P™ YFV unlinked. A) Cristais da proteina na condi¢do B10 PACT (0.2
M cloreto de magnésio, 0.1 M MES pH 6, 20% PEG 6000). B) Cristais da proteina na condi¢cdo D04
PACT (0.1 M MMT pH 7, 25% PEG 1500). C) Cristais da proteina na condi¢cdo G05 PACT (0.2 M
nitrato de sodio, 20% PEG 3350).

Fonte: Elaborada pela autora.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A febre amarela é uma doenca grave, com uma mortalidade que pode ultrapassar 50%
nas fases mais severas da doengca. Como o0 Unico meio de combater a doenca € atravées do
tratamento dos sintomas, € urgente o desenvolvimento de compostos com atividade antiviral.
A NS2B-NS3P® do YFV é um alvo de grande importancia, porém a auséncia de informacdes
estruturais sobre essa proteina dificulta o desenvolvimento de novas substancias com atividade
antiviral. Nesse trabalho avangamos na clonagem, expressao e purificacdo do complexo NS2B-
NS3P® do YFV. Desenvolvemos uma construcdo que possui alto rendimento e grande pureza
no final do processo de purificacdo. Obtivemos cristais da proteina, que possibilitaram a
resolucio da estrutura cristalogréafica da enzima, com modelo final em 2.9 A. A enzima
demonstrou elevada atividade proteolitica contra o peptideo sintético fluorescente, o qual foi
utilizado para triagem de uma biblioteca de compostos. Dos compostos selecionados, trés deles
apresentaram elevada poténcia nos ensaios enzimaticos (abaixo de 1 pM), assim como

demostraram atividade antiviral avaliada utilizando replicon de YFV.

Além disso, visando melhorar a qualidade dos cristais obtidos para obtencdo de
estruturas em complexo com inibidores, produzimos também a enzima NS2B-NS3P™ em sua
forma ndo ligada covalentemente, mais similar a enzima nativa. Esta construcao, aparentemente
mais estavel que a construcdo linked, também pode ser cristalizada em tempo
significativamente menor. Como perspectivas para o trabalho, em relacdo aos compostos
selecionados, é fundamental a obtengdo de estruturas da enzima em complexo com 0s
inibidores, a ser utilizada para otimizagdo dos mesmos utilizando os métodos de planejamento
de farmacos, aliada aos ensaios de atividade, ensaios in-situ, ensaios fenotipicos antivirais

posteriormente ensaios in-vivo, de modo a obter um potencial candidato antiviral.
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CAPITULO 2

Caracterizagdo em solugdo e elucidag¢do estrutural do
processo de maturag¢cdo da enzima Main Protease (Mprr°) de

SARS-CoV-2
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1 INTRODUCAO

1.1  SARS-CoV-2 e pandemia de COVID-19

O virus da sindrome respiratéria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é o
agente causador da COVID-19, uma doenca altamente infecciosa que altamente contagiosa
e causadora atual pandemia.®® O virus foi identificado pela primeira vez em dezembro de
2019 na provincia de Wuhan, na China.®® Desde entdo, se espalhou rapidamente em
proporcdes mundiais, afetando de forma impactante a economia e 0s sistemas de saude
publica. Devido a isso, em marco de 2020, a Organizacdo mundial de Salude declarou a
COVID-19 como pandemia.’®

Diante das graves consequéncias geradas por essa pandemia, um répido
desenvolvimento de candidatos vacinais ocorreu de forma nunca vivenciada pela
comunidade cientifica e populacdo mundial. Atualmente, j4 existem diversas vacinas
aprovadas, sendo as principais aplicadas no Brasil as vacinas da Pfizer/BionTech,
Sinovac/Coronavac e Astra-Zeneca/Oxford.'1"12 Embora as taxas de cobertura vacinal
estdo subindo rapidamente, chegando a mais de 80% no Brasil em marco de 2023,1%% a
exata eficacia e duracdo da imunidade vacinal ainda é desconhecida e o surgimento de
variantes dificulta o controle do virus.%2

Portanto, mesmo no contexto da existéncia da vacina, faz-se necesséaria a busca por
alternativas terapéuticas, como 0s antivirais, uma vez que a cobertura e eficacia vacinal

sugerem que casos de COVID-19 ainda continuardo a acontecer.

1.2  Biologia estrutural do virus SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 ou Severe Acute Respiratory Syndrome Virus 2 € um virus de RNA
envelopado pertencente a linhagem dos B-coronavirus, que inclui também o SARS-CoV e o
Virus Respiratério do Oriente Médio (MERS-CoV), os quais compartilham similaridade
sequencial de 79.6% e ~50%, respectivamente.®*194-1% Q virus, que possivelmente teve origem
proveniente do morcego, teve primeiro caso reportado em dezembro de 2019 na provincia de
Wuhan, China, rapidamente espalhou em escala global, sendo responsavel pela atual pandemia
de COVID-19.1%

O genoma viral do SARS-CoV-2, € composto por uma fita simples de RNA positiva de

aproximadamente 30 Kb que contém a ORF1ab, que codifica duas poliproteinas (pplae pplab)
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contendo as proteinas ndo estruturais, essenciais para a replicago viral.1%5-9” Além de codificar
as proteinas estruturais (membrana, nucleocapsideo, envelope e spike), codifica ainda nove
proteinas acessorias (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c e
ORF10) que tem importante papel na interacdo com o hospedeiro, afetando imunidade inata,
assim como a proliferagéo viral e viruléncia (Figura 33).1%-1% As poliproteinas ppla e pplab
sdo clivadas pela acdo das proteases virais Papain-like-protease (PLP™) e Main protease (MP™),

liberando assim as proteinas ndo estruturais maduras (Figura 33).1%°
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Clivagem pelas proteases virais

Figura 33 - Representacdo esquematica do genoma viral do SARS-CoV-2 e da poliproteina viral pplab. As
proteinas ndo estruturais (NSPs) estdo representadas em verde, as proteinas estruturais em vermelho
e as proteinas acessorias em roxo. As setas estdo indicando os sitios de clivagem de cada uma das
proteases virais. Em vermelho, estdo representados os sitios de clivagem da enzima Papain-like-
protease ou PLP™ e em azul, os sitios da enzima Main-protease ou MP™,

Fonte: Adaptada de YAN et al.1®

1.3 Vacinagdo e desenvolvimento de antivirais contra a COVID-19

Conforme previamente mencionado, diante das graves consequéncias geradas por essa
pandemia, ocorreu um rapido desenvolvimento de candidatos vacinais. Atualmente, ja existem
diversas vacinas aprovadas, as quais utilizam diversos mecanismos de acao, sendo as principais
aplicadas no Brasil as vacinas da Pfizer/BionTech (RNA mensageiro), Sinovac/Coronavac
(virus inativado) e Astra-Zeneca/Oxford (vetor viral).}%%'% Embora as taxas de cobertura
vacinal est&o elevadas, chegando a mais de 80% no Brasil em marco de 2023,1% a exata eficacia
e duracdo da imunidade vacinal ainda é desconhecida e o surgimento de variantes dificulta o

controle do virus.’®® Portanto, mesmo no contexto da existéncia da vacina, permanece
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necessaria a busca por antivirais, dado que casos de COVID-19 provavelmente ainda
continuaréo a acontecer.

Neste contexto, a biologia estrutural teve papel extremamente importante ao auxiliar no
desenvolvimento de inibidores contra 0 SARS-CoV-2. A primeira estrutura foi depositada em
fevereiro de 2020 (Main Protease), e em pouco tempo, também foi elucidada a estrutura do
capsideo viral, obtida por microscopia eletronica.l%1%8113 Das 29 proteinas codificadas pelo
genoma viral, apenas 4 delas ndo tem estrutura resolvida.*'® Atualmente ja existem mais de
6000 estruturas de proteinas de SARS-CoV-2 depositadas no PDB, as quais foram obtidas
majoritariamente por cristalografia de raios-X e cryo-EM. Além disso, diversas proteinas de
SARS-CoV-2 foram utilizadas para realizacdo de fragment screening, dentre elas a Nspl15
endorribonuclease, Nsp3 macrodominio, Nsp13 helicase e Nsp5 MP™© 114117 vale destacar o
fragment screening realizado para a enzima MP™, no qual mais de 1500 estruturas ja foram
resolvidas, com um total de 71 hits no sitio ativo até marco de 2022,''" no qual utilizando o
método de FBDD ja foi possivel obter promissores candidatos a inibidor da enzima, com 1Csg
na faixa de nanomolar e ECsp em baixo micromolar.**®

Dos candidatos a inibidores da replicacdo do virus SARS-CoV-2, grande parte tem
como alvo as enzimas Nspl2 polimerase e a Nsp5 MP™. Como exemplos, podemos citar
remdesevir, favipiravir, molnupiravir (Ns12 polimerase), carmofur, nirmatrelvir, ensitrelvir e
MAT-POS-e194df51-1 (MP™) sendo que dentre estes, o remdesevir, molnupiravir e nirmatrelvir
ja sdo aprovados pelo FDA para uso emergencial.!*®-'22 Existem ainda diversos outros

candidatos a antivirais que se encontram atualmente em fase clinica.

1.4  Enzima Main Protease (MP")

A Nsp5 Main Protease (ou Protease Principal, MP™ ou 3CLpro) € uma proteina
classificada como uma cisteino protease, porém possui enovelamento composto por 2 dominios
tipicos de quimotripsina, em conjunto com um dominio adicional que esta envolvido na sua
dimerizagdo. A MP ¢é responsavel pela clivagem das poliproteinas virais ppla e pplab em 11
sitios, incluindo seu proprio N e C-terminal (Figura 33). A enzima é ativa em forma dimérica,
na qual ambos os protdmeros tem importancia para a atividade da enzima (Figura 34).

Dada a sua importancia, esta enzima é amplamente caracterizada sendo a primeira
proteina de SARS-CoV-2 a ter estrutura elucidada, ja possui mais de 700 estruturas
cristalogréficas depositadas no PDB (em setembro de 2023). Além disso, representa um

importante alvo para o desenvolvimento de candidatos antivirais e conforme previamente
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mencionado, j& possui diversos promissores candidatos a inibidor descritos, incluindo o

medicamento ja aprovado pelo FDA Paxlovid® (Pfizer), contendo nirmatrelvir como um dos

principios ativos,106:119.122

Dl

Protdmero A

DIl

DI

Figura 34 - Representagéo da estrutura da enzima MP™ do virus SARS-CoV-2. Cada um dos protdmeros esta
colorido em cores diferentes (verde e amarelo). Os residuos cataliticos estdo destacados em
vermelho. DI, DIl e DIl indicam respectivamente cada um dos dominios da proteina. A direita,
visdo ampliada do sitio ativo da enzima, composto pela diade dos residuos Cysl145 e His4l
(representados como ball and sticks e coloridos em vermelho), mostrando também o sitio de ligacdo
ao substrato com os subsitios S1-S4.

Fonte: Elaborada pela autora.

1.5  Processo de maturagdo da enzima MP' e objetivos do trabalho

Embora a proteina MP™ seja extensamente estudada, os detalhes de seu processo de auto-
maturacao, ou seja, 0 mecanismo pelo qual a enzima realiza a auto-clivagem de seu N e C-
terminal, liberando a forma ativa dimérica, ainda sdo mal compreendidos. 00123124

Diversos modelos foram elaborados para explicar a maturacdo da MP™. O primeiro
modelo elaborado em 2005, sugere que pequenas quantidades da enzima em forma ativa e
dimérica sdo formadas, permitindo a clivagem da poliproteina.t?* Ja em 2010, foi observado
que a presenca de substrato ocasiona um aumento na taxa de dimeros, assim, foi proposto que
dois protdmeros da enzima formam um dimero transiente, o qual € estabilizado pela ligagdo ao
substrato (N-terminal de outro protdmero ainda na poliproteina).'?>?> Qutro modelo sugere
ainda que a auto-clivagem do N-terminal necessita apenas de 2 protdbmeros imaturos na
poliproteina (clivagem cis), que se associam formando um dimero imaturo intermediario, e este

processo é independente da forma madura dimérica da enzima.}?® Ja o estudo mais recente,
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publicado em 2020, elucidou a estrutura cristalografica da enzima em complexo com sua regido

C-terminal, evidenciando que este processo (clivagem da regido C-terminal) ocorre entre dois

dimeros na forma madura (clivagem trans).1%

O conhecimento dos detalnes moleculares desse mecanismo pode auxiliar no

desenvolvimento de inibidores especificos para a MP™ baseados em formas intermediarias

imaturas da enzima, e impedindo assim que esta atinja a sua forma madura e ativa,

consequentemente bloqueando a replicacdo viral. Desta forma, os objetivos gerais deste projeto

foram a utilizacdo de técnicas biofisicas, bioquimicas, juntamente com estudos estruturais, para

elucidar o mecanismo molecular do processo de maturacéo da enzima MP™,

Os objetivos especificos do projeto foram:

Obtencéo da proteina MP™ em 3 construgdes: IMT-MP™, MP e C145S MP';
Ensaios biofisicos de caracterizacdo de ambas as proteinas em solu¢éo;
Estudos estruturais de ambas as proteinas utilizando cristalografia e cryo-EM,;
Padronizacdo e realizacdo de ensaios de atividade para caracterizagdo funcional
e determinacdo de pardmetros cinéticos das proteinas;

Analise estrutural e funcional da influéncia da presenca de inibidores (covalente
e ndo covalente) no processo de maturacdo da MP™;

Proposi¢cdo de um modelo para o processo de maturacéo da proteina
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Clonagem da sequéncia codificante da enzima MP™ em 3 diferentes construgdes:
IMT-MPr, MP© e C145S MPro

A sequéncia codificante da enzima MP™ de SARS-CoV-2, foi amplificada a partir do
cDNA (GenBank MT126808.1) produzido a partir do RNA procedente de amostras de SARS-
CoV-2 inativadas providas pelo grupo do Prof. Edison Durigon do ICB-USP, foi sintetizado
utilizando o kit SCRIPT One-Step RT-PCR kit (Cellco Biotec) e primers hexameros
randémicos.

Visando a elucidacdo do processo de auto-maturacdo da MP™, foram planejadas trés
diferentes construcdes para a proteina. Uma chamada imatura ou IMT-MP™, que contém uma
insercdo de trés residuos ndo clivaveis na porcdo N-terminal da proteina (GAM), de forma a
mimetizar uma forma imatura ainda ndo processada da MP™ na poliproteina. A segunda
construcdo foi a forma madura da proteina (nativa, ou apenas MP™), que contém a sequéncia
enddgena de reconhecimento e auto-clivagem da enzima, que é removida ainda durante a
expressao, resultando na forma madura da MP™. Por fim, ainda planejamos um mutante
cataliticamente inativo (C145S MP™), substituindo a cisteina catalitica C145 por serina.

Para producdo da construcdo IMT-MP™ a sequéncia correspondente a regido codificante
da enzima MP™ (residuos 3264-3569) foi amplificada utilizando os primers IMT-Mpro FW e
RV (Tabela 7) e inserida no vetor pET_M11-LIC, que codifica uma cauda de 6xHis na por¢éao
N-terminal, seguida do sitio de TEV protease (ENLYFQ|GAM) através do método LIC?,
resultando no plasmideo pET_M11-IMT-MPro.

Para obter a forma madura (ou nativa) da enzima, a sequéncia N-terminal de
reconhecimento e auto-clivagem (GAMSAVLQ|SGFRK) foi inserida no vetor pET MI11-
IMT-MPro por PCR inversa utilizando os primers Mpro-FW e Mpro-RV (Tabela 7). O produto
da PCR foi tratado com T4 Polynucleotide Kinase (PNK, Thermo Fischer Scientific) e T4
Ligase (Cellco Biotec), formando o plasmideo pET_M11- Mpro.

Para a construcdo C145S Mpro, pET_M11-Mpro foi utilizado como molde para PCR
inversa com 0s primers apresentados na Tabela 7 e o produto da PCR foi tratado com T4
Polynucleotide Kinase (PNK, Thermo Fischer Scientific) e T4 Ligase (Cellco Biotec),
formando o plasmideo pET_M11-C145S-Mpro. Todas as PCRs foram realizadas com a enzima

FastPol (Cellco Biotec). Todos os plasmideos foram transformados células de E. coli DH5a e
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as col6nias positivas confirmadas por sequenciamento. A Figura 35 contém uma representacao

esquematica das construcdes utilizadas.

Mpro

IMT MPr HHHHHH - YFQ l GAM [(ser1 His41 Cys145 Gln306 ]
Mpre

MPro HHHHHH - YFQGAMSAVLQ. | (Sert Hisa1 Cys145 Gin306
Mpro

C145S MP HHHHHH - YFQ GANISAVLQl ((ser Hisd41 Ser1ds Gln306_|

Figura 35 - Representacgdo esquematica das construcdes da proteina SARS-CoV-2 MP™, A porcao correspondente
a sequéncia da proteina esta colorida em verde, os sitios de clivagem de proteases estdo indicados por
setas (vermelho para MP™ e amarelo para TEV protease) e a cauda de 6xHis estd destacada em azul.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 7 - Primers utilizados para a clonagem da sequéncia codificante da enzima MP™ em 3 diferentes construcGes

Primer Sequéncia Tm (°C)
IMT-Mpro FW 5’- CAGGGCGCCATGAGTGGTTTTAGAAAAATGGCATTC-3’ 63
IMT-Mpro RV 5’- GACCCGACGCGGTTATTGGAAAGTAACACCTGAGAC-3’ 62

Mpro FW 5’-GCTGCAGAGTGGTTTTAGAAAAATGGCATTC-3’ 62

Mpro RV 5-ACGGCTGACATGGCGCCCTGAAAATA-3’ 63

C145S Mpro FW 5’-CCTTAATGGTTCATCTGGTAGTG-3’ 61
C145S Mpro RV 5’- AATGAACCCTTAATAGTGAAATTGG-3’ 62

Fonte: Elaborada pela autora.

2.2  Expressdo em larga escala das enzimas

Os plasmideos resultantes foram utilizados para transformar a linhagem de expressdo
de E. coli BL21. As células contendo os plasmideos foram crescidas a 37°C, 200 rpm em meio
auto indutor ZYM 50522 até atingir DO600 de 0.6. A inducéo da expressdo da proteina foi
realizada reduzindo a temperatura para 18°C e crescendo as células por 16 h sob mesma
agitacdo. As células foram obtidas através de centrifugacdo (5000 x g, 40 min, 4°C) e em
seguida ressuspendidas em tampé&o de lise (20 mM Tris pH 7.8, 150 mM NaCl, 1 mM DTT) e
lisadas por sonicagdo (pulso ON 30s, pulso OFF 30s, 12 min). O extrato celular soltvel foi

obtido por centrifugacao (12000 x g, 30 min, 4°C).
2.3 Purificacdo das enzimas

2.3.1 Purificagdo da enzima IMT-MP™

Apdbs expressao, grande parte da proteina sofre o processo de auto-clivagem resultando
na proteina liberada de sua cauda de fusdo 6xHIS tag. A pequena fragdo de enzima ainda com
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6xHIS tag é removida do lisado por de cromatografia de afinidade por ion metélico (IMAC)
utilizando resina contendo niquel Ni-NTA superflow (Qiagen). A proteina clivada foi
purificada utilizando precipitacdo com sulfato de aménia. Foi adicionado 1 M sulfato de amonia
no lisado celular sob agitacdo e incubacdo no gelo por 10 min. A proteina precipitada foi
removida do extrato celular por centrifugacdo (12000 x g, 30 min, 4°C). A proteina foi entdo
ressuspendida em tampao de gel filtracdo contendo 20 mM Tris pH 7.8, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT e purificada por exclusdo de tamanho molecular utilizando coluna HiL.oad
26/100 Superdex 200 (GE Healthcare) pré-equilibrada em tampao de gel filtracdo. A pureza foi
analisada por SDS-PAGE e a concentragdo determinada usando a absorbancia medida em 280
nm e seu coeficiente de extingéo tedrico de 32890 Mt.cm™. As fragdes contendo a proteina
pura foram aliquotadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em -80°C. Para
cristalizacdo, a proteina foi concentrada a 14 mg/mL utilizando concentrador de corte 10 kDa

(Vivaspin, Sartorius).

2.3.2 Purificagdo da enzima MP™

A enzima MP® foi purificada de maneira similar, com uma etapa adicional de
cromatografia de troca anidnica. Apds a cromatografia de exclusdo molecular, o tampdo foi
trocado para 20 mM Tris pH 8.0, 1 mM DTT e a proteina foi injetada em coluna Mono-Q 5/50
GL (GE Healthcare), na qual a proteina de interesse foi eluida com gradiente de tampéo B (20
mM Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 1 mM DTT). Ao final, o tampdo foi novamente trocado para 20
mM Tris pH 7.8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT. As fragdes contendo proteina pura

foram concentradas e quantificadas de maneira similar a realizada para a enzima IMT-MP"™.

2.3.3 Purificacio da enzima C145S MPre

A enzima C145S MP™ foi purificada pelo método de cromatografia de afinidade por ion
metalico (IMAC), utilizando a coluna HisTrap FF 5 mL (GE Healthcare) equilibrada em tampéo
A (20 mM Tris pH 7.8, 150 mM NacCl, 25 mM imidazol). Apos lavagem com 10 CV de tampéo
A, a proteina foi eluida com tampéo B suplementado com 250 mM de imidazol. O tampéo foi
trocado para tampdo A utilizando a coluna HiTrap desalting 5 mL (GE Healthcare). Para
remocao da cauda de histidinas, foram adicionados 2 mg de TEV protease e 4 mM DTT, e a
amostra foi incubada a 4°C por 16 h. Em seguida, a proteina ndo clivada, a enzima TEV protease
e a 6xHIS-tag foram removidas com uma segunda etapa de cromatografia de afinidade em
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tampdo A. Ao final, a proteina foi purificada por cromatografia de exclusdo molecular em
coluna HiLoad 16/60 Superdex 75 (GE Healthcare) pré-equilibrada em tampé&o de gel filtrac&o.
As fragdes contendo proteina pura foram concentradas e quantificadas de maneira similar a

realizada para as demais construcoes.

2.4  Cristalizacao

Para cristalizacdo, inicialmente utilizamos o método de matriz esparsa, utilizando Kits
comerciais e robé de cristalizacdo Crystal Gryphon (ARI®), na temperatura de 20°C. Para a
enzima MP™, os cristais apareceram apos 1 dia na condigdo contendo 0.1 M Bis-Tris pH 6.5,
25% PEG 3350 e foram crio-protegidos utilizando a solugéo do poco adicionada de 30% PEG
400. Os cristais da enzima IMT-MP™, apareceram ap6s 1-3 dias em diversas condicdes. Apds
otimizacdo, os cristais cresceram em 0.1 M MES pH 6.5, 10% 2-propanol, 20% PEG Smear
Low (BCS Screen, Molecular Dimensions) e foram utilizados como seeds para o crescimento
dos cristais otimizados, na condigdo 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8% PEG 4K.!171?" Para
obtencdo dos cristais da MP™ no grupo espacial ortorrémbico, foram utilizados seeds da IMT-
MP™ na condi¢éo 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8% PEG 4K, na temperatura de 20°C. Os
cristais da enzima MP© C145S tetramérica, foram obtidos apds 20 dias em 0.1 M fosfato/citrato
pH 5.5, 20% PEG Smear High (BCS Screen, Molecular Dimensions) a 20°C. Ja os cristais da
enzima MP™ C145S monomérica, foram obtidos apds 20 dias em 0.1 M Bis Tris pH 6.5, 25%
PEG 3350 a 20°C.

2.5  Coleta de dados de difracéo e processamento

Durante a fase de comissionamento (julho a outubro de 2020) da linha de luz MANACA
(Macromolecular Micro and NAno CrystAllography) do sincrotron brasileiro SIRIUS
(Campinas — SP), a linha adotou um plano de comissionamento emergencial para possibilitar
sua utilizacdo para realizacdo da coleta de dados de amostras relacionadas ao SARS-CoV-2.
Este projeto foi a primeiro experimento realizado por usudrios externos na linha MANACA, a
primeira linha operacional do SIRIUS.?2 Embora ainda fora da sua total capacidade durante a
realizagdo deste projeto, a linha MANACA foi fundamental para a realizagdo deste trabalho.

O conjunto de dados coletados da IMT-MP"™ foi integrado e escalonado com o programa
XDS,®® via AutoPROC,**® onde os limites de resolucdo foram estabelecidos pelo método de

Karplus.6#% O programa AIMLESS do CCP4 suite®® foi utilizado para conversdo das
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intensidades em amplitudes e calculo das estatisticas. A qualidade dos dados foi analisada com
0 programa phenix.Xtriage.®’

Para a resolucdo da estrutura da IMT-MP™ foi utilizada a substituicdo molecular para
calculo das fases, utilizando como modelo a Mpro de SARS-CoV-2 (PDB ID 5RGQ). Para isso,
utilizamos o programa PHASER,® procurando por duas cdpias do modelo na unidade
assimética, baseado no coeficiente de Matthews obtido utilizando Matthews_coef do CCP4
suite.®® A construcdo do modelo inicial da estrutura foi conduzida pelo programa Autobuild®®.
O refinamento foi realizado utilizando 0o BUSTER e 0 Coot.”>”® A validagdo da estrutura foi
realizada utilizando o Molprobity.”

Para a resolucdo das estruturas da MP™ e C145S MP™ (mondmero e tetramero) 0s
conjuntos de dados foram integrados e escalonados e mergeados da mesma forma realizada
para IMT-MP®, As estruturas foram resolvidas pelo método de substituicdo molecular
utilizando o programa PHASER®® e utilizando como modelos, respectivamente as estruturas
dos PDBs 5RGQ, 7KFI e 5R8T. MP™ e C145S MP™ foram refinadas utilizando Coot”73 e

phenix.refine.”® As figuras foram feitas com uso do programa Pymol (Schrodinger, LLC).

2.6 Triagem de Fragmentos contra forma imatura da MP™ (IMT-MP)

Para a triagem de fragmentos, utilizamos as bibliotecas de fragmentos FragMAXIib*3!
e F2Xentry,'* totalizando 192 fragmentos testados. Os fragmentos de cada uma das placas
foram diluidos em 1 pL de 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8% PEG 4K, 30% PEG 400, os
cristais foram da proteina IMT-MP™ obtidos da condic¢do 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8%
PEG 4K e foram manualmente transferidos para cada uma das gotas. O soaking foi realizado
por 4 h em temperatura ambiente e em seguida os cristais foram manualmente coletados e
congelados em nitrogénio liquido.

A coleta de dados foi realizada como descrita previamente em 2.5. 166 destes cristais
foram testados, totalizando 77 bons conjuntos (dados para os quais a substituicdo molecular foi
realizada com sucesso e resultou em mapas com resolugio <3A). Para a realizagio da analise
dos dados, uma versdao simplificada do software FragMAXapp foi instalada localmente em
nosso computador. 2 Utilizando o FragMAXapp, as restricdes para cada composto foram
geradas pelo  phenix.eLBOW®* e o0s conjuntos foram processados pelo
autoPROC/STARANISO ou DIALS via XI1A2.129135136 A sypstituicdo molecular e refinamento
inicial foi realizada pelo DIMPLE,® tendo PDBid 7KFI como modelo. Para destacar as
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densidades eletronicas referentes aos fragmentos, a anélise dos mapas foi conduzida no
software PanDDa.'*” Os modelos das estruturas foram refinados como descrito em 2.5.

2.7  Caracterizacdo das enzimas em solucéo

As construgdes da enzima MP™ foram caracterizadas pela obtencéo de seus parametros
cinéticos, de acordo com o ensaio de atividade descrito a seguir, pela obtencdo de suas
respectivas temperaturas de melting (Tm), pela determinacdo de seus estados oligoméricos e por

espectrometria de massas nativa (Native-MS).

2.7.1 Ensaios de atividade

Para monitoramento da atividade proteolitica da enzima, foi utilizado o substrato
peptidico comercial Dabcyl-KTSAVLQ|SGFRKM-E(Edans)-NH (Biomatik). Este ensaio
utiliza o0 método FRET (Fluorescence resonance energy transfer) no qual é utilizado um
peptideo contendo dois fluoréforos, um deles responsavel pela fluorescéncia, ou doador
(EDANS, no caso deste ensaio) e outro responsavel por absorver a florescéncia emitida pelo
primeiro, em mesmo comprimento de onda, também chamado de aceptor (Dabcyl). Apo6s a
clivagem do peptideo pela acdo da protease, dois peptideos menores sao liberados contendo
cada um dos fluor6foros, aumentando a distancia relativa entre eles. Desta forma, a
flourescéncia emitida pelo EDANS, ndo é mais absorvida e pode ser monitorada em tempo real
com utilizacdo de um espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda indicados (Figura 36).

Para realizacdo dos ensaios de atividade a enzima foi diluida para uma concentracao
final de 0.14 uM, 0.3 uM e 0.3 pM, para MP, IMT MP™ e C145S MP™ respectivamente, em
tampdo de reagdo (20 mM Tris, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 7.3) e incubada por 10 minutos
a 37°C. A reacdo foi iniciada com adi¢do de 10 puM de substrato. A reacdo foi mantida a
temperatura constante a 37°C, com a fluorescéncia sendo monitorada a cada 30 segundos
durante 60 minutos utilizando o equipamento SpectraMax Gemini EM Microplate Reader
(Molecular Devices). As reacgdes foram feitas em placas Corning® brancas de 96 pogos. Os
comprimentos de onda utilizados para excitagédo e emissdo foram respectivamente 360 nm e
460 nm.
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Figura 36 - Representacdo esquematica do ensaio enzimatico da proteina SARS-CoV-2 MP™ baseado em FRET.
O substrato Dabcyl-KTSAVLQ|SGFRKM-E(Edans)-NH; é clivado pela enzima liberando dois
peptideos menores, cuja fluorescéncia pode ser monitorada nos comprimentos de onda apresentados.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para a avaliacdo da atividade de auto-clivagem da enzima C145S MP™, a proteina
fusionada a cauda 6-His foi trocada para tampéo 20 mM Hepes pH 7.3, 100 mM NaCl, 1 mM
DTT. Duas reacGes simultaneas foram preparadas para compara¢do, uma contendo 10 pM
C145S MP™ g outra contendo 10 uM C145S MP™ e 5 nM MP™, Aliquotas de cada reacdo foram
coletadas durante um periodo de 44h, mantendo as amostras em temperatura ambiente (25°C).
As amostras foram analisadas por SDS-PAGE em gel 12.5% acrilamida.

2.7.2 Fluorimetria diferencial de varredura (DSF)

Os valores de Tm foram obtidos do experimento de Fluorimetria Diferencial de
Varredura (Differential Scanning Fluorimetry - DSF) que foi realizado seguindo 0 mesmo
procedimento utilizado para a NS2B-NS3 protease de YFV, conforme descrito no item 2.6 do

capitulo 1.

2.7.3 Cromatografia por exclusdo de tamanho acoplada ao espalhamento de luz em
multiplos angulos (SEC-MALS)

O estado oligomérico em solucdo das amostras foi determinado por cromatografia por
excluséo de tamanho acoplada ao espalhamento de luz em mdaltiplos &ngulos (SEC-MALS) em
tampdo 20 mM Tris-HCI pH 7.8 e 100 mM NaCl. Para isto, 50 pL de cada amostra na
concentracdo de 50 pM foram injetados em um sistema HPLC Waters 600 HPLC system
(Waters), acoplado a um detector de UV, a um detector que mede o espalhamento de luz em
multiplos angulos miniDAWN TREOS (Wyatt Technology), uma coluna Superdex 200
Increase 10/300 GL (GE Healthcare), e um detector de indice de refracdo Optilab T-rEX (Wyatt
Technology). Os detectores foram normalizados com utilizacdo de albumina de soro bovina
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(BSA) (Sigma-Aldrich). Os dados foram coletados e analisados com o software ASTRA 7,
providenciado pela Wyatt. O fluxo utilizado foi de 0.5 mL/min.

Para monitoramento da formacdo de dimero, os estados oligoméricos em solucédo da
MP C145S, correspondente ao pico monomérico foram determinados de maneira similar por
SEC-MALS, utilizando a coluna Superdex 75 Increase 10/300 GL (GE Healthcare). Duas
reagdes foram conduzidas simultaneamente uma delas contendo 60 uM MP™ C145S mondmero
e outra contendo 60 UM MP™ C145S e 10 nM MP™ (proporc¢do 6000:1). Ambas foram mantidas
em temperatura ambiente e amostras de 50 pL foram injetadas a cada 24h por um periodo de
72h.

Para monitoramento da mudanca de estados oligoméricos na presenca de inibidores,
amostras contendo 100 uM de C145S MP™ mondmero ou tetrdmero foram incubadas com 1%
DMSO (controle) ou ligante por Oh, 24h ou 48h. O inibidor ndo covalente MAT-POS-
e194df51-1 foi gentilmente cedido pelo COVID Moonshot Consortium, foi testado na
proporcdo 4:1 e 0.4:1 (ligante:proteina). O inibidor covalente nirmatrelvir foi gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Carlos A. Montanari (Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade
de Sdo Paulo) e foi testado na proporcdo 4:1. Devido a dificuldade em distinguir entre

trimeros/tetrdmeros, ambos foram considerados como tetrdmeros nos célculos de porcentagens.

2.7.4 Espectrometria de massas nativa (Native-MS)

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados em colaboracéo pelo Dr.
Rod Chalk e Dra. Lizbé Koekemoer (Centre for Medicines Discovery, Oxford University, UK)
utilizando um Agilent 6530 QTOF como descrito em Chalk, R., 2020.% Os resultados foram
visualizados utilizando o software QualBrowser (Thermo Fischer Scientific) e OriginPro 2021.

Os métodos empregados podem ser encontrados de maneira detalhada em Noske et al, 2023.1%

2.8 Obtencao da estrutura da enzima C145S MP™ por crio-microscopia eletronica
(cryoEM)

Os experimentos de crio-microscopia foram realizados em colaboragdo pela Dra. Yun
Song (eBIC: Electron Bio-Imaging Centre - Diamond Light Source, propostas B127083 e
NT29349). O processamento dos dados foi realizado em colaboragéo, em conjunto com 0 pds-

doutorando do grupo Dr. Andre S. Godoy.
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2.8.1 Preparacao das grades e coleta de dados

Para a preparacdo das grades, foi utilizada a mesma amostra utilizada para cristalizacao,
correspondente a MP™ C145S forma tetramérica, purificada da forma descrita anteriormente. A
proteina foi descongelada no gelo, centrifugada e diluida em tamp&o de gel filtracdo para
concentragéo final de 0.25 mg/mL. 3 pL de amostra foram aplicados em grade Quantifoil 300
mesh Cu R2/2 previamente glow discharged. A grade foi entdo vitrificada utilizando etano
liqguido com auxilio de um Vitrobot (FEI), apos realizacdo de blot por 2.5s, com forca 1,
humidade 100% a 4°C.

Apos a vitrificacdo da SARS-CoV-2 MP™® C145S, a coleta de dados foi realizada em
microscopio Titan Krios operando a 300 kV, utilizando detector K3 em modo counting super
resolution, com filtro de 20 eV, em uma magnificacdo de 130 kx (correspondente a pixel de
tamanho 0.653A). As grades foram usadas para adquirir 13.770 filmes com faixa de desfocagem
entre -0.9 a -2.5 um. A aquisicdo dos dados foi realizada através do software EPU 2.12,

2.8.2 Processamento dos dados

Os filmes foram alinhados usando MotionCor2,4%-41 e sua funcio de transferéncia de
contraste (CTF) foi estimada usando CTFFIND v4.12.242 Em seguida, 1.956.496 particulas
foram encontradas utilizando software SPHIRE-crYOLO e extraidas com box de 72 pixels
(reduzidas por fator de 3x) foram submetidas a 3 rodadas de classificagcdo 2D com N=100 para
filtragem. As classes selecionadas resultantes mostraram clara semelhanca com a forma
dimérica da MP™ madura. Apés a reconstrucdo ab-initio sem simetria, as 569.725 particulas re-
extraidas (box de 226 pixels) foram submetidas a uma rodada de classificacdo 3D sem simetria,
resultando em uma classe distinguivel contendo 39% das particulas. Essa classe selecionada
contendo 227.534 particulas foi usada para refinamento sem simetria usando RELION v3.130
Refine3D,** resultando em um mapa com resolucdo FSC "padrdo-ouro” (FSC = 0.143) de 4.1
A.145

Apos o refinamento e polimento do CTF, essas particulas e o volume 3D de alta
resolugdo foram importados para o cryoSPARC v3.2.031'%¢ para as rodadas finais de
refinamento. O mapa final foi obtido ap6s uma rodada de refinamento homogéneo (com um
passo final extra e filtro inicial de resolucdo de 7A), seguida de refinamento ndo uniforme*’
(com um passo final extra, filtro inicial de resolucéo de 8A e otimizacio de defocus e CTF por

particula). Por final foi realizado um refinamento local. Os refinamentos foram conduzidos da
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mesma forma no cryoSPARC com simetria aplicada C1 e C2 e resultaram em mapas quase
idénticos, com a respectiva resolucio gsFSC de 3.8 A e 3.5 A, portanto o mapa C2 foi utilizado
para posteriores analises. A resolucdo do mapa foi calculada utilizando cryoSPARC Local

Resolution e 3DFSC Processing server.46:14

2.8.3 Modelagem e andlises estruturais

O mapa sharpened do cryoSPARC foi usado para posicionamento inicial manual do
modelo cristalogréafico da MP™ dimérica (PDBid 7N6N) utilizando o ChimeraX v1.2.5.24° Nas
etapas posteriores o mapa sharpened gerado com phenix_auto_sharpen,’®® que mostrou
conectividade aprimorada quando comparado com ao obtido no cryoSPARC, foi utilizado para
amodelagem. O modelo final foi obtido com ciclos iterativos de reconstru¢do manual utilizando
Coot™7 e refinamento no espaco real usando Phenix.”* A validacdo foi realizada pelo

Molprobity.”* As figuras foram geradas utilizando PyMOL e ChimeraX v1.2.5.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Clonagem, expressao e purificacdo das enzimas

Ambas as construcdes da enzima MP™ de SARS-CoV-2 foram clonadas, expressas e
purificadas com sucesso. Inicialmente, as constru¢des IMT-MP™, MP e C145S MP™ foram
clonadas conforme os métodos descritos no vetor pET_M11/LIC. Para a IMT-MP™® e MP™, a
clonagem foi confirmada por PCR de col6nia, resultando nas bandas com tamanho condizente
com o esperado (Figura 37), sequida de sequenciamento. J& para 0 mutante inativo C145S MP',
a presenca da mutagéo foi confirmada por sequenciamento.
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; UL_F g5,
§ (5165) Pstl <7 terminatos
sitio clivagem WA
TEV site o SO .
6xHis & &)\
RBS & A e

AsiSI - Pvul (945)

Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (1067)
BmeT1101 (1058)
Smal (106%)

(5030 Xbat Nrul (1286)

T7 promoter

(4964) BgIII
(4923) SgraAl

(4775) Sphl
(4566) BsStAPI

pET_M11-Mpro
6234 bp
AMNI (1732)

(4242} Miul

(4228) Bel1*
(4042) NmeAIIT
[4039) Apal

(4035) PspOMI
{3831) BssHII

(3795) EcoRV

(3740) Hpal

700

BssSal (1368)
~

BspQI - Sapl (2258)

Accl (2373)
BstZ171 (2374)

(3401) PshAI
{3185) Bgll Fspl - FspAl (3164)

Figura 37 - Clonagem das diferentes construgdes da MP™® de SARS-CoV-2. A) Gel de agarose 1% contendo os
resultados da PCR de coldnia obtidos para as constru¢des IMT-MP™ (961 pb) e MP™ (982 pb)
respectivamente. A amostra indicada por M contém o marcador de peso molecular, com os tamanhos
em pb indicados na figura. B) Mapa do plasmideo pET_M11/LIC obtido na clonagem para as
construcdes de MP™,

Fonte: Elaborado pela autora.

Apos a confirmacdo da clonagem, ambos os plasmideos foram isolados utilizados para
transformar a linhagem de E. coli BL21. As proteinas foram expressas em larga escala
utilizando meio auto indutor ZYM 5052, de acordo com as condi¢Ges otimizadas.

A estratégia comumente utilizada para purificagdo da MP™ nativa,'611%152 consiste em
manter a sequéncia de auto clivagem na regido N-terminal, e adicionar um sitio de clivagem da
enzima HRV-3C protease, seguida de uma cauda 6xHis na porcdo C-terminal. Neste trabalho,

utilizamos um protocolo simplificado, baseado em precipitacdo por sulfato de amonio, seguida



116

de troca de i0nica, o qual resulta na obtencéo de ambas as enzimas com elevada pureza, levando
cerca de 8h.1?” Para a IMT-MP™, o sitio de TEV protease (QGAM) permite que a enzima
realize auto clivagem, assim removendo a cauda de 6xHIS. A pequena por¢do da proteina que
ndo foi clivada, foi removida da fracdo sollvel utilizando cromatografia de afinidade por ion
imobilizado (IMAC) (Figura 38A). A proteina clivada foi isolada da fracdo soltvel por
precipitacdo utilizando sulfato de amoénio, e em seguida separada por cromatografia de excluséo
molecular (Figura 38A). Para a MP™ nativa, que contém os residuos da regido de auto clivagem
da enzima na poli proteina (nsp4-nsp5:SAVLQ|SGFRKM) como ndo foi atingido a pureza
desejada ap0s precipitacdo por sulfato de aménio e cromatografia de exclusdo molecular, foi
necessaria uma etapa adicional de purificacéo, utilizando troca idnica (Figura 38B). 1%/

Para a enzima C145S MP™, gue ndo sofre auto clivagem durante a expressao, utilizamos
cromatografia de afinidade por ion imobilizado (IMAC), seguida de cromatografia de exclusao
de molecular, com protocolo similar ao descrito no capitulo 1 para a proteina NS2B-NS3
protease de YFV. Ao final, ambas as pudemos concluir que ambas as proteinas foram obtidas
com elevada pureza e rendimento (Figura 38).1%" A pureza final das amostras foi analisada por
SDS-PAGE 12.5% e juntamente com 0s cromatogramas das etapas finais de purificacdo, podem
ser vistos na Figura 38. O rendimento aproximado foi de 80 mg/L de cultura, 2.5 mg/L de
cultura e 15 mg/L de cultura para as constru¢des IMT MP™, MP™ e C145S MP™, respectivamente.
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Figura 38 - Purificacdo das 3 construcdes da enzima MP™, IMT-MP™, MP e C145S MP™, respectivamente. Para
ambas as enzimas estdo apresentados os cromatogramas referentes a Gltima etapa de purificacdo e os
respectivos SDS-PAGE (12.5%).

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.*?’
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Tabela 8- Volumes de retencdo de diferentes construcfes da MP™®, massas moleculares calculadas e estados
oligoméricos. Ambos os volumes de retengdo foram obtidos da filtragdo em coluna Superdex 75
16/60 e as massas calculadas de acordo com a curva de calibragéo apresentada no capitulo 1.

Proteina Volume de retencdo (mL)  Massa calculada (Da) Estado oligomérico

IMT-Mpro 70.3 37609,7 mon6mero
C145S MP pico 1 56.42 141123,7148 tetramero
C145S MP™ pico 2 68.3 42469,77 monbmero

Fonte: Elaborada pela autora.

As enzimas IMT-MP e MP™ foram obtidas em forma de um Unico pico na etapa final
de purificacdo, enquanto a enzima MP™ C145S foi obtida na cromatografia de excluséo
molecular em 2 diferentes picos, com volumes de retencdo de 56.42 e 68.3 mL, correspondentes
a proteina em sua forma tetramérica, e monomerica, respectivamente (Tabela 8). Detalhes sobre

os diferentes estados de oligomerizacdo desta proteina serdo discutidos posteriormente.

3.2  Ensaios de atividade e caracteriza¢do bioquimica

Ambas as construcdes MP e IMT-MP™ demonstraram ser ativas e capaz de reconhecer
e clivar o substrato fluorogénico no ensaio FRET (Figura 39A-B), com valores de K de 16 +
2 uM e 34 + 2 pM, respectivamente.*?’” A IMT-MP™ exibiu apenas 0.6% da eficiéncia catalitica
em comparacdo com a MP"® madura (Tabela 9). Como relatado anteriormente, o N-terminal da
enzima é fundamental para a dimerizacdo e quaisquer residuos adicionais reduziriam ou até
aboliriam a sua atividade.*?®'%2 Como esperado, o mutante C145S MP™ possui apenas mostrou
atividade residual (Figura 39A). Nos ensaios de DSF, todas as constru¢des de MP™ exibiram
perfis de estabilidade térmica semelhantes, indicando enovelamento similar (Figura 39D e
Tabela 9).1%

Tabela 9- Parametros cinéticos calculados e estabilidade térmica para cada uma das MP, A eficiéncia relativa
foi calculada com relacdo a MP™ nativa

Proteina Km (UM) (RI\:/BE});J) Keat (5-1) E:é?;?vc;a Tm (°C)
MPro 16+2 1.05+0.04 28.0+0.1 1 53.30+0.01
IMT-MPr® 34+2 0.104 + 0.003 0.35+0.07 0.006 53.01 + 0.08
C145S MPr° - - - 51.31 £ 0.02

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.*?’
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A andlise em solucéo utilizando SEC-MALS sugere que a MP™ se comporta como um
dimero nas condiges testadas, conforme esperado (Figura 39C),* enquanto para a IMT-MP™,
0s residuos adicionais no N-terminal parecem abolir completamente a dimerizacdo (Figura
39C). Para a C145S MP™, no entanto, os residuos adicionais, juntamente com a presenca da
mutacdo, permitem a proteina para adotar maltiplos estados conformacionais variando de
monomeros a tetrameros (Figura 39C). As massas moleculares de cada uma das construgdes

obtidas no SEC-MALS estdo sumarizadas na Tabela 10.1%7

Tabela 10 - Massas moleculares para cada pico observado nos graficos do SEC-MALS de cada uma das
construgdes de MP™

) . Volume de eluicéo Massa molar Estado
Proteina Pico ] o
(mL) (kDa) oligomeérico
MmPre 1 15.22 63.76 £ 0.01 dimero
IMT MP™© 1 16.30 36.50+1.22 mondmero
1 16.04 39.06 + 0.01 mondémero
C145S MP"® Monbmero
2 14.34 71.90+0.10 dimero
1 16.35 35.84 +0.29 mondmero
2 14.45 76.36 £ 1.69 dimero
C145S MP™ Tetramero
3 13.90 93.79+£0.93 trimero
4 12.86 129.36 + 1.95 tetrdmero

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.'?’
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Figura 39 - A) Curvas de fluorescéncia das diferentes construgdes de MP™ medidas ao longo do tempo. B) Curvas
de Michaelis-Menten para cada uma das enzimas mutantes. As barras de erros correspondem ao desvio
padrdo das triplicatas. C) Perfis de elui¢do na cromatografia de exclusdo molecular para cada uma das
enzimas. As curvas correspondem a mudanca na intensidade no espalhamento normalizado em 90°
(linhas) e massas moleculares calculadas para cada um dos picos (pontos). D) Perfis de desnaturacéo
térmica de cada uma das enzimas.

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.*?’

3.3  Cristalizacao, coleta de dados e resolucéo das estruturas

Para os experimentos de cristalizacdo, inicialmente utilizamos o metodo de matriz
esparsa, utilizando kits comerciais e robd de cristalizagdo Crystal Gryphon (ARI®), na
temperatura de 20°C. Para a enzima MP®, os cristais apareceram ap6s 1 dia na condicéo
contendo 0.1 M Bis-Tris pH 6.5, 25% PEG 3350. Os cristais da enzima IMT-MP™, apareceram
apos 1-3 dias em diversas condi¢des (Figura 40A-B). Apos otimizacgéo, os cristais cresceram
em 0.1 M MES pH 6.5, 10% 2-propanol, 20% PEG Smear Low (BCS Screen, Molecular
Dimensions) e foram utilizados como seeds para o crescimento dos cristais otimizados, na
condi¢do 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8% PEG 4K (Figura 40C). Para obtencéo dos
cristais da MP™ no grupo espacial ortorrdmbico, foram utilizados seeds da IMT-MP® na
condi¢do 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8% PEG 4K, na temperatura de 20°C (Figura 40D).
Os cristais da enzima MP™ C145S tetramérica, foram obtidos apds 20 dias em 0.1 M
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fosfato/citrato pH 5.5, 20% PEG Smear High (BCS Screen, Molecular Dimensions) a 20°C
(Figura 40E).

Figura 40 - Cristais da enzima MP™ de SARS-CoV-2. A) Cristais da enzima IMT-MP™ obtidos na condi¢do E09
do kit MORPHEUS (0.12 M etileno glicois, 0.1 M Buffer System 3 pH 8.5, 30% PEG mix 1). B)
Cristais da enzima IMT-MP™ obtidos na condi¢do D02 do kit BCS (10% 2-PropOH, 0.1 M MES pH
6.5, 22.5% PSL). Em A-B, aimagem da direita corresponde a mesma condicéo sob luz UV. C) Cristais
otimizados da IMT-MP™ na condicdo 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8% PEG 4K (utilizando seed
obtido da condicdo B). D) Cristais da MP™ (ortorrémbico) obtidos na condi¢do 0.1 M MES pH 6.7,
5% DMSO, 8% PEG 4K (utilizando seed da IMT-Mpro obtido da condigéo B). E) Cristais da enzima
C145S MP™ (tetramero), na condicdo A08 do kit BCS (0.1 M fosfato/citrato pH 5.5, 20% PEG Smear
High)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 41 - Padrdes de difracdo de cristais da enzima MP™® de SARS-CoV-2, ambos coletados na linha MANACA,
no SIRIUS. A) Cristais da enzima IMT-MP™ obtidos na condi¢do 0.1 M MES pH 6.7, 5% DMSO, 8%
PEG 4K. B) Cristais da enzima MP™ no grupo espacial ortorrbmbico.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os cristais da enzima MP™ foram crio protegidos com a solugdo do poco contendo 30%
PEG 400, e a coleta foi realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-SIRIUS),
Campinas — SP, na linha de luz MANACA. Todos os cristais apresentaram alta qualidade no
padrdo de difracdo, difratando em alta resolugdo (1.5 A para MP®, IMT-MP™ e C145S MP™
mondmero, e 2.8A para C145S MP™ tetramero) (Figura 41). Detalhes sobre a coleta de dados e

estatisticas de refinamento estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 -

Coleta de dados e estatisticas do refinamento referentes a enzima MP™ de SARS-CoV-2. Os dados
entre parénteses correspondem a Ultima camada de resolucao.

jmpro Mpro IMT Mpro C145S Mpro C145S Mpro
ortorrombico tetramero mondmero
Coleta de dados
Grupo espacial C2: P212121 P212121 P2; C2;
Dimensdes da cela
unitaria
ab, ¢ (A) 113.0, 52.8, 44.7 67.2,98.1,102.2 67.(1562021.8, 58.6,79.3,62.8 114.8,53.4,44.7
a, B,y 90, 102.8, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 106.5, 90 90, 101.8, 90
Resolugio (A) 55.1-1.46 (1.51-  67.2-1.86 (1.91- 29.1-1.6 (1.65- 60.2-2.8 (2.9- 48.24-1.76 (1.8-
1.46) 1.86) 1.6) 2.8) 1.76)
Reflexdes Unicas 42249 (5935) 57312 (4147) 93647 (4597) 13623 (1334) 25331 (2588)
Multiplicidade 3.4(3.3) 6.6 (6.7) 18.4 (15.8) 3.7(3.3) 3.3(3.4)
Completeza (%) 94.9 (91.2) 99.6 (99.2) 99.9 (99.7) 99.36 (97.9) 95.76 (99.58)
/o1 12.8 (2.4) 7.2(0.7) 8.8 (0.7) 3.3(L1) 12.8 (2.7)
Rp.i.m. (%) 0.031 (0.298) 0.074 (1.28) 0.023 (0.90) 0.15 (0.83) 0.034 (0.32)
CCi2 1.0 (0.46) 0.99 (0.31) 1.0 (0.49) 0.96 (0.38) 0.99 (0.84)
Refinamento
Rwork/Rfree 0.16/0.18 0.19/0.22 0.21/0.23 0.20/0.25 0.15/0.19
Numero de atomos
aguas 328 359 454 - 250
residuos 306 604 612 617 306
RMS(ligacdes) (A) 0.008 0.009 0.014 0.007 0.02
RMS(angulos) (°) 1.17 1.12 1.68 1.11 1.6
Ramachandran 98.68 98.33 96.84 94.9 97.37
favoraveis (%) '
Ramachandran néo 033 0.17 0.17 0.65 0.33
permitidos (%) '
Clashscore 4.6 9.46 1.59 10.73 2.33
B-fatores médios
(A
Macromoléculas 247 36.4 37.28 48.14 29.57
Solvente 34.9 42.15 50.06 - 39.26
Cédigo PDB 7KPH 7TMBG 7KFI 7N6N 7N5Z

Fonte: NOSKE et al. 127

3.4  Estrutura cristalografica da enzima IMT-MP™

A estrutura cristalina da IMT-MP™ foi determinada usando 3 conjuntos de dados

mergeados, resultando num mapa final & 1.6 A de resolucéo, com 99% de completeza, no grupo

espacial P2:2121, com duas moléculas na unidade assimétrica, empacotadas de maneira similar

a unidade bioldgica conhecida para a MP™. A estrutura foi refinada resultando em um Ruwork/Rfree

final de 0.20/0.22, com 97% dos residuos em regides favoraveis no grafico de Ramachandran

(Tabela 11). Conforme previamente descrito para a enzima MP', a estrutura foi obtida em forma

dimérica, composta por dois protdmeros formados por trés dominios (DI, DIl e DIII), com sua

regido catalitica localizada entre os barris p dos dominios DI e DII (Figura 34 e Figura 42).1%
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Diversas mudancas estruturais estdo presentes na estrutura da forma imatura da enzima
MP™ quando comparada a sua forma nativa, destacando as hélices do dominio DIII e o bols&o
de ligacdo ao substrato (Figura 43A-B). Embora a unidade assimétrica presente nos cristais da
IMT MP™ se assemelhe a conformacdo do dimero biolégico da proteina nativa, analises feitas
no PISA™* indicam que o empacotamento do dimero € instavel em solucdo, com uma area de
interface de 1256 A? (versus 1557 A% da MP™), AG de energia livre de 13.4 kcal/mol (versus
14.9 kcal/mol da MP™) para 26 ligacGes de hidrogénio (versus 33 da MP™) e 5 pontes salinas
(versus 10 da MP™).1?" O deslocamento da Serl é responsavel pela quebra de cinco dessas
ligacGes de hidrogénio, mantidas pelos residuos Phe140, Glu166 e Gly170. As interacGes entre
Gly2 e Ser139, Ala7 e Val124, Ser139 e GIn299 e Phe305 com Pro122 também ndo estdo
presentes na IMT MP™. Os dominios DI e DIl s&o menos afetados pela inser¢do no N-terminal
(RMSD de 0.34 A vs MP™ para Co.de 1-184), ja o dominio DIII parece adotar uma conformacgéo
mais aberta em relacdo a MP® (RMSD de 1.33 A para Ca de 201-301), com a interface dos
residuos Ala285 a uma distancia de 10 A na IMT MP™ (versus 5.5 A na MP™) (Figura 42 e
Figura 43A-B). Essa conformag&o é mais acentuada na cadeia A, onde a densidade eletronica

da insercdo N-terminal é claramente visivel no mapa obtido ap6s refinamento.'?’

DIl

DIl

DI

| A285A 1A% ‘

Figura 42 - Mudancas estruturais observadas na forma imatura da enzima MP™, destacando a regido do bolséo de
ligacOes ao substrato e a distancia entre os dois protdmeros. A esquerda, a estrutura da IMT-MP™
(PDBId 7KFI) esta representada como ribbon e colorida de acordo com 0 RMSD, comparada a MP™
nativa (PDBid 7MBG). Nos quadros a direita, as estruturas da MP™ imatura e nativa estdo
representadas como cartoon, e coloridas respetivamente em vermelho e azul. Residuos impactados
pelas mudancgas estruturais estdo representados como sticks, e as distancias estdo indicadas pelos
tracos em amarelo.

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.'?’



124

> \
( DIl \
A e Cadeia A c aH w
: 52 L ' C-terminal _ ‘ of
" a7 pal | ‘ A\ >
WS A T Gly-1
\ A A D\ y =V
Y Ala-1 7
Met0=
R N-terminal
Phel40 #Ser1
o 2PUFNX . A
/\% 2- NP (] protss
L clutes\ o
y P2
Cadeia B 1'% Y Cadeia A

Figura 43 - A) Viséo geral do dominio DIl da IMT-MP™ (cadeia A em amarelo e cadeia B em ciano) superposta
com a MP™ nativa (cinza). Os residuos adicionais da regido N-terminal estdo representados como
esferas e coloridos em vermelho. B) Visdo rotacionada do dominio DIII da IMT-MP™. C) Sitio ativo
e bolsdo de ligacdo ao substrato da IMT-MP™ cadeia B (cartoon ciano) superposta com a MP. Os
residuos cataliticos e importantes na liga¢do ao substrato estdo coloridos em amarelo e representados
como sticks. MP™ nativa e seus respectivos residuos estdo coloridos em cinza.

Fonte: NOSKE et al.'?’

3.5  Triagem de Fragmentos contra a forma imatura da MP™ (IMT-MP™)

Recentemente, uma biblioteca de fragmentos de mais de 1.250 fragmentos foi triada
contra os cristais da enzima SARS-CoV-2 MP™, resultando na identificacdo de 74 hits, incluindo
23 hits ndo covalentes, 48 fragmentos covalentemente ligados no sitio ativo, e 3 hits proximos
a interface de dimerizagéo.™’ Aqui, aplicamos a mesma técnica para triar novas cavidades na
forma imatura da MP™. Apesar da diferenca de escala de nosso experimento (200 fragmentos
testados), fomos capazes de identificar cinco diferentes sitios nesta forma da proteina (Figura
44).*?" O sitio #1 corresponde ao sitio ativo da cadeia A, em que o fragmento f2xe03 foi
identificado interagindo com Glul66 N e Cys145 S. Uma cavidade Unica, denominada como
sitio #3 foi identificada em nossos experimentos, contendo o fragmento f2xg02 o qual se
encontra ligado pelo oxigénio da cadeia principal da Arg4. Essa cavidade fica entre a interface
das cadeias A e B, e ndo estd presente nos cristais de MP™ pertencentes ao grupo espacial
canonico (monoclinico), que adota uma conformacao mais fechada. Este novo local e fragmento
podem servir como guia para o desenvolvimento de novos inibidores direcionados ao processo

de dimerizagdo de MP™, um modo de ac#o até entdo apenas teorizado.!?” A Figura 44 resume
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os fragmentos encontrados, e a Tabela 12 sumariza os dados referentes a coleta de dados e

estatisticas do refinamento referentes a enzima IMT-MP™ com os diferentes fragmentos.

Tabela 12 - Coleta de dados e estatisticas do refinamento referentes a enzima IMT-MP™ com diferentes fragmentos.
Os dados entre parénteses correspondem a Gltima camada de resolucéo.

f2xe03 f2xe06* f2xg05 fmaxe01 fmaxe09
x 51.3- 56.1-2.2 37.6-2.6 72.09 - 2.09 72.02-2.12
Resolucdo (A) 2.8(2.9 - 2.8) (23-22) (2.7-26) (2.1-2.09) (2.19-2.12)
Grupo especial P212:2; P212:2; P2:2:2; P2,212; P2,212;
Cela unitéria 67.7, 102, 67.3, 101.6, 67.5, 67.6, 101.9, 67.6, 101.4,
(a,b,c;A) 102.6 101.9 101.0, 102.1 101.9 102.2
" . 96410 40900
Reflexdes Unicas (11291) 43094 (499) (4004) 41113 (4161) 39479 (3970)
93.60 99.84
0,
Completeza (%) (99.60) 61.77 (7.23) (100.0) 96.77 (99.93) 97.19 (99.87)
R-work 0.2191 0.2410 0.2141 0.1923 0.2004
R-free 0.2605 0.2700 0.2658 0.2263 0.2244
_ Numero de dtomos 4783 4872 4992 5017 4817
néo hidrogénio
macromoléculas 4675 4663 4681 4680 4643
ligantes 66 7 66 119 69
solvente 42 132 245 218 105
Residuos de proteina 604 603 605 604 600
RMS (ligacdes) 0.007 0.007 0.007 0.009 0.014
RMS (angulos) 1.28 0.87 1.10 1.35 181
Ramachandran 97.00 95.49 96.84 96.83 97.99
favoraveis (%)
Ramachandran
permitidos (%) 3.00 434 3.16 2.83 1.85
Ramachandran néo 0.00 0.17 0.00 033 0.17
permitidos (%)
Rotameros nédo
permitidos (%) 0.00 1.35 0.58 0.38 1.94
Clashscore 8.31 6.94 7.02 6.40 8.79
B-fator 50.42 29.16 52.56 42.83 51.25
macromoléculas 50.15 29.04 52.31 42.17 51.01
ligantes 74.64 45.08 71.73 63.79 72.19
solvente 41.66 23.86 52.16 45,55 47.99
Cédigo PDB 7LFE 7LDX 7LFP 7KVL 7KVR

Fonte: NOSKE et al.1%
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Figura 44 - A) Visdo geral dos fragmentos identificados para os cristais da enzima IMT-MP™. A estrutura da
enzima estd representada como superficie, com as cadeias A e B coloridas em amarelo e ciano,
respectivamente. Os fragmentos estdo representados como esferas e coloridos em vermelho. B) Visdo
ampliada dos fragmentos identificados em cada um dos sitios, destacando as interagdes feitas por cada
um deles. A estrutura da enzima esta representada como cartoon, os fragmentos como sticks (coloridos
em amarelo) e os residuos parte das interacdes como linhas (coloridos em verde).

Fonte: NOSKE et al.'?’
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Figura 45 - Detalhes do grupo espacial dos cristais da IMT-MP™. A) Representacao de superficie da regido onde
foi identificado o fragmento f2xg02 na enzima IMT-MP™, mostrada na MP™ cristalizada no grupo
espacial canbnico. B) Representacdo da mesma regido mostrada em A, na enzima IMT-Mpro
cristalizada no grupo espacial ortorrombico, contendo o fragmento f2xg02. As cadeias A e B estdo
representadas como superficie com transparéncia, juntamente com os residuos da regido representados
como sticks, e coloridas em ciano e amarelo respectivamente. C) Visao espacial da simetria presente
no grupo espacial candnico da MP™, destacando a regido do sitio ativo. D) Visao espacial do grupo
espacial da enzima IMT-MP™, destacando a regido do sitio ativo e evidenciando o0 maior espaco para
acesso ao bolséo de ligacdo ao substrato. Cada um dos dimeros esta representado como superficie e
coloridos em diferentes cores.

Fonte: Elaborada pela autora.

Além das mudangas estruturais destacadas acima, a estrutura cristalografica da enzima
IMT MP™, pertence ao sistema cristalino ortorréombico (grupo espacial P212121), quando o
candnico observado para cristais da MP™ é o sistema monoclinico (grupo espacial C2:). Este
sistema, por possuir um empacotamento distinto, com 2 moléculas por unidade assimétrica
(comparada a 1 no monoclinico) possui o sitio de ligagdo ao substrato (S1-S4), em particular
0s subsitios S3-S4, mais exposto ao solvente (Figura 45), desta forma torna-se ideal para
utilizacdo em experimentos de soaking para obtencdo de estruturas da enzima MP™ em

complexo com inibidores.'?” E possivel utilizar seeds provenientes de cristais da IMT-MP™ para
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obtencdo de cristais da MP™ no grupo espacial P2:2:2; (Figura 40D). Este sistema ja tem sido
utilizado pelo Diamond Light Source, parte do consorcio Covid-Moonshot e tem se mostrado
promissor, possibilitando a obtencdo centenas de estruturas da MP™ em complexo com

inibidores.118127

3.6  Estrutura cristalogréafica da enzima MP"

A enzima MP™ foi inicialmente cristalizada no sistema cristalino monoclinico em
diversas condices e sua estrutura foi determinada na resolucdo de 1.46A, no grupo espacial
C21, como a maioria das estruturas da proteina em forma apo depositadas no PDB. Todos 0s
306 residuos foram refinados na densidade eletronica, resultando num RworkRsree final de
0.16/0.18, com 99% dos residuos em regides favoraveis do grafico de Ramachandran (Tabela
11). A unidade assimétrica contém um monémero de MP™ que, utilizando os operadores de
simetria, pode ser usado para obter o dimero biol6gico, seguindo 0 mesmo padrdo da maioria
das estruturas conhecidas depositadas no PDB (r.m.s.d de 0.2A para o PDB 5RGG, para todos
0s 306 residuos).t?’

De maneira ja esperada para estrutura, os protdmeros da MP™ sdo formados por trés
dominios (DI, DIl e DIIl), com sua regido catalitica localizada entre os barris beta
compreendendo DI e DII (Figura 46). Utilizando seeds da IMT-MP™, fomos capazes de obter
um novo sistema cristalino (ortorrémbico), no grupo espacial P2:2:2; com resolucdo final de
1.86A. A estrutura foi refinada para Rwork/Riree final de 0.19/0.22 e 98.33% dos residuos em
posicdes favoraveis no gréafico de Ramachandran (Tabela 11).12” Conforme mostrado para a
IMT-MP™ na sessdo anterior, este sistema cristalino contém a estrutura completa do dimero na
unidade assimétrica e seu empacotamento oferece vantagens para a realizacdo de soaking de
compostos que se ligam no sitio ativo da enzima, especialmente para compostos que se ligam
nos subsitios S3-S4, pois s@0 menos restritos pelo empacotamento cristalino no sistema
ortorrdmbico.*?” Mesmo com as diferencas observadas no empacotamento cristalino, a estrutura
da enzima no geral é muito similar as estruturas no grupo espacial C21, evidenciando que as
diferencas descritas para a IMT-MP™ se devem exclusivamente a presenca dos residuos
adicionais no N-terminal da enzima, e ndo ao grupo ao empacotamento cristalino. Para
confirmar esta hipotese, resolvemos também as estruturas cristalograficas da MP"™ madura nos

dois sistemas cristalinos. Detalhes das estruturas obtidas serdo apresentados na sessao 3.8.
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Figura 46 - Estrutura cristalografica da enzima MP™ em dois grupos espaciais, P2:2:2; e C2;. Ambas as estruturas
estdo sobrepostas, representadas como cartoon e coloridas em magenta e amarelo. Na esquerda, visao
ampliada do sitio ativo e residuos do bolséo de ligag8o ao substrato. Os residuos estdo representados
como sticks e coloridos de acordo com cada uma das estruturas (magenta para ortorrdmbica e amarela
para monoclinica).

Fonte: Elaborado pela autora.

3.7 Estrutura da C145S MP™ em forma tetramérica em complexo com os peptideos

endogenos do N e C-terminal

O pico correspondente a C145S MP™ em forma tetramérica foi cristalizada e resultou na
obtenc&o sua estrutura cristalografica numa resolucdo de 2.8A, com Rwork/Riree de 0.20/0.25 e
94.9% dos residuos em regido favoravel no grafico de Ramachandran (Tabela 11), revelando
uma nova forma cristalina na qual observamos os residuos do N-terminal clivados (Ser-4, Ala-
3, Val-2, Leu-1, GIn-0) no sitio ativo da cadeia A, ligado aos subsitios S1-S5 (Figura 47).
Apesar da mutagénese sitio dirigida da cisteina catalitica C145 para serina, a densidade
eletrénica mostrou que os residuos GIn0 e Serl estdo ligados ndo covalentemente na regido
amino, indicando claramente que a clivagem do N-terminal foi concluida.*?’

No subsitio S1, o nitrogénio NE2 da GIn0 interage com o oxigénio OE1 do Glul66
através de uma ligacéo de hidrogénio (2.7 A), a0 mesmo tempo a GIn0 interage com a Ser145
presente no sitio catalitico, na posi¢do do oxyanion hole nativo (Figura 48). Para acomodar a
cadeia lateral hidrofobica da Leu-1 na posic¢do P2, o residuo Met49 e Met165 séo afastados um
do outro, levando a uma maior exposi¢do do subsitio S2 quando comparado a forma apo da
enzima, o que explica a capacidade deste sitio em acomodar uma grande variedade de residuos

com cadeias laterais hidrofobicas como Leu, Met, lle, Val e Phe.106155-15% Nq entanto, vale
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destacar que dos onze sitios de reconhecimento enddgenos da MP™ na poliproteina viral, as
sequéncias que possuem Leu na posicdo P2 sdo aquelas em que a MP™ apresentam maior
eficiéncia catalitica, ressaltando a importancia desta conformacdo para o design de
medicamentos. Nos subsitios S3-S5, as interacGes da Val-2, Ala-3 e Ser-4 sdo mantidas
principalmente por ligacGes de hidrogénio ligacdes entre os residuos polares da proteina e as
cadeias laterais peptidicas (Figura 48), o que explica a capacidade da MP™ em de reconhecer
uma grande variedade de residuos nessas posicdes.'?’

A estrutura cristalina da C145S MP™ tetramero revelou ainda outra etapa importante no
processo de maturacdo de Mpro, na qual observamos os residuos do C-terminal (residuos 301—
306) da cadeia B, rotacionados ~180° em comparacdo com a conformacéo candnica para o C-
terminal da MP™ (Figura 49). Além disso, no sitio ativo da cadeia B, podemos observar a
densidade eletrdnica proveniente deste C-terminal rotacionado, pertencente a uma cadeia B
relacionada por simetria (Figura 47) um fendmeno que tambem foi recentemente observado por
outro grupo no mutante C145S e C145A MP™ 157 Dyrante este evento, duas C145S MP™ em
forma dimérica parecem interagir atrdves do C-terminal com um respectivo sitio ativo,
resultado em uma estrutura que consiste em um complexo tetramérico composto por uma
associacao dimérica (Figura 47). A densidade eletronica deste conjunto de dados indica que o
oxigénio OG da Ser145 esté ligado covalentemente ao C da GIn306 da cadeia B relacionada
por simetria (distancia de 1.4A), com a perda de um oxigénio pela GIn306.1%

Embora o mutante C145S tenha sido planejado como um mutante inativo, e tenha sido
demostrado como inativo nos ensaios de atividade, a serina confere caracteristicas quimicas
similares a cisteina, o que torna possivel que a enzima tenha uma lenta atividade residual de
auto clivagem. Acreditamos que a atividade reduzida do mutante possibilitou a formacao desses
cristais depois de quase 20 dias, resultando na obtenc&o da estrutura neste estado intermediario
da maturagdo. O modelo depositado ndo representa a ligagéo covalente, pois ndo encontramos
nenhum programa de refinamento que seja capaz de ligar dois atomos fora da unidade
assimétrica.'?’

Resolvemos ainda a estrutura cristalografica da enzima C145S MP™ correspondente ao
pico monomérico, resultando num mapa final & 1.76 A de resolugdo, com 95.76% de
completeza, no grupo espacial P2:2:2;, com duas moléculas na unidade assimétrica,
empacotadas de maneira similar a unidade bioldgica conhecida para a MP™. A estrutura foi
refinada resultando em um Rwork/Riree final de 0.15/0.19, com 97.4% dos residuos em regides
favoraveis no grafico de Ramachandran (Tabela 11). A estrutura obtida tem alta similaridade

com a estrutura da forma madura da enzima, com distingdo apenas pela cisteina catalitica
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mutada para serina, possuindo um RMSD calculado de 0.484 para 3750 atomos. Devido a alta
similaridade entre as estruturas, esta ndo seré discutida em detalhes.

Cadeia B

Cadeia B

Figura 47 - Estrutura cristalografica da C145S MP™ tetramero. A direita, a estrutura do dimero presente na unidade
assimétrica estd representada como superficie, e as cadeias A e B coloridas de amarelo e azul
respectivamente. O dimero relacionado por simetria esta representado como superficie transparente e
cartoon, seguindo as mesmas cores. Os peptideos ligados no sitio ativo estdo representados como
esferas, coloridos em vermelho e verde para o N e C terminal respectivamente. A direita, vis&o
ampliada do sitio ativo de cada uma das cadeias, destacando os peptideos ligados ao sitio ativo,
mostrando a densidade eletrénica 2Fo-Fc de cada um deles (¢ = 1).

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.*?’
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Figura 48 - InteracGes feitas pelos peptideos do N e C-terminal com os residuos do sitio ativo da proteina C145S
MPr, A) Detalhe das interacOes para o peptideo N-terminal (cadeia A). B) Detalhe das interagdes para
0 peptideo do C-terminal (cadeia B). Em ambas, os peptideos estdo representados como ball and stick
e coloridos em amarelo e os residuos parte das interagdes estdo representados como linhas e coloridos

em ciano.

Fonte: NOSKE et al.'?’

@ c1455 MPre cadeia B
@ wmrre710Y

Figura 49 - Superposicado dos residuos do C-terminal da MP™ para as enzimas MP madura, C145S MP™ tetramero
- cadeia B e C145A MP™ (PDBId 7JOY). As estruturas estdo representadas como cartoon e sticks e
coloridas em verde, ciano e magenta, respectivamente.

Fonte: Adaptada de NOSKE et al. *¥'
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3.8  Caracterizagdo em solugdo da enzima C145S MPre

Conforme observado na estrutura cristalografica da C145S MP™, apesar da mutagénese
sitio dirigida da cisteina 145 para serina, esta enzima ainda exibiu atividade proteolitica.
Utilizando desta atividade, foi possivel observar o auto processamento do pico monomeérico da
C145S MP™ por SDS-PAGE no decorrer de dois dias (Figura 50A).1?" Apos quantificar as
intensidades das bandas, estimamos que ao final de dois dias cerca de 30% dos a proteina foi
auto clivada ap6s a incubacdo (Figura 50B). Também utilizamos em conjunto, SEC-MALS,
para monitorar a taxa de formac&o de dimeros a partir dos monémeros ao longo do tempo (ap6s
Oh, 24h, 48h e 72h), com incubacdo a temperatura ambiente (Figura 50C-D) No tempo de Oh,
a razao de recuperacdo de massa entre mondmeros/dimeros foi de 14.9, que diminuiu para 1.04
as 24h e 0.09 as 48 horas de incubacdo, com completa degradacéo do pico do monémero apos
72h (Tabela 13). Esses dados indicaram que a clivagem de o N-terminal é diretamente
proporcional a formacao de dimeros em solucéo, destacando a importancia do processamento
N-terminal para a MP™. Além disso, a taxa de formacdo de dimeros aparenta ser superior a taxa
de clivagem, o que nos permite inferir que o dimero é necessario e precede o evento de
clivagem.!?’

Para investigar o efeito da MP"™ madura no processamento do N-terminal, monitoramos
o efeito da adi¢do de MP™ as amostras de C145S MP™ mon6mero na proporcéo de 1:6000. No
SDS-PAGE, podemos ver que a amostra contendo MP™ mostrou uma taxa de aumento de
clivagem de proteinas apds 20h quando comparada com o experimento anterior (Figura 50C-
D) No SEC-MALS, a taxa de recuperacdo de massa entre mondmeros/dimeros para esta
amostra as Oh foi de 12.9, depois 0.5 as 24 horas e 0.02 as 48 horas de incubacdo, também com
degradacéo completa do pico do monémero ap6s 72h (Figura 50C-D e Tabela 13). Desta forma,
os dados mostraram que a adi¢cdo de MP™ madura na C145S MP monomérica aumentou a
velocidade de processamento do N-terminal e formacdo de dimeros em aproximadamente 50%
apos 24 horas. Este fendmeno demonstra que a clivagem trans (dimero-dimero) ocorre e auxilia

no processamento do N-terminal da enzima.*?’
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Figura 50 - A) SDS-PAGE contendo a clivagem do N-terminal da C145S MP™ ao longo do tempo. Na parte
superior, reacdo contendo 10 mM C145S MP™, e na parte inferior a mesma reacdo suplementada com
5 nM de MP™, As setas vermelhas indicam para a banda de clivada da MP™. B) Gréfico de barras
mostrando a intensidade relativa das bandas de MP™ clivada e ndo clivada ao longo do tempo. C-D)
Perfis de eluicdo na cromatografia de exclusdo molecular da C145S MP™ ao longo do tempo para as
reacbes sem e com Mpro madura respectivamente. C. As curvas correspondem a mudanca na
intensidade no espalhamento normalizado em 90° (linhas) e massas moleculares calculadas para cada
um dos picos (pontos).

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.*?’

Tabela 13 - Massa molecular e razdo de recuperacdo das massas entre as porcentagens dos picos obtidos no SEC-MALS para
a C145S MP. A razdo de recuperagdo da massa foi calculada entre as porcentagens do pico 1 e 2.

Pico 1 — Mondmero Pico 2 - Dimero
Massa x Massa x Razéo de
. Tempo Recuperacédo Recuperacéo ~
Proteina ) molar de massa (%) molar de massa (%) recuperacéo da
(kDa) (kDa) massa (pico 1/pico 2)
0 36.0+£0.1 745 65.7+£0.2 5.0 14.9
24 35.6+0.1 29.6 73.7+£0.1 28.4 1.04
C145S Mpro
48 349+0.1 1.4 69.1+£0.1 84.5 0.09
72 - - 68.7+£0.2 87.3 -
0 36.4+0.1 75 63.0+£0.1 58 12.9
C145S MPr 24 348+0.2 22.8 729+0.1 43.5 05
+ \Mpro
48 36.7+0.2 2 67.0+£0.1 86.7 0.02
72 - 66.1£0.3 91.3 -

Fonte: NOSKE et al.1?’
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Além disso, avaliamos a atividade residual da enzima C145S MP™ ao longo do tempo
de auto clivagem utilizando o ensaio FRET. A formacdo de dimeros ao longo do tempo,
aumenta significativamente a atividade residual do mutante C145S (Figura 51), demonstrando
gue mesmo no caso do sitio ativo contendo serina, a dimerizacdo é fundamental para a

atividade da enzima.?’
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Figura 51 - Curvas de fluorescéncia ao longo do tempo para diferentes tempos de auto clivagem da enzima
C145S MP" mondmero.
Fonte: NOSKE et al.*?

3.9 Estrutura da enzima C145S MP™ obtida por crio-microscopia eletrdnica (cryo-EM)

ApoOs a realizacdo dos ensaios biofisicos, caracterizacdo em solucdo e obtencdo das
estruturas cristalograficas, obtivemos também a estrutura da MP™ C145S tetramero por cryo-
EM.3® A estrutura foi obtida numa resolucéo final de 3.5A (Figura 53) e o modelo final refinado
contém todos os 306 residuos da C145S MP™ visiveis para ambas as cadeias, 0 mapa revelou
também a presenca de pelo menos 11 residuos pertencentes a uma cadeia polipeptidica ligada
a ambos os sitios ativos (Figura 54). O modelo final obtido ndo mostrou nenhum rotamero, Cf3
ou Ramachandran outliers, e apresentou coeficiente de correlacdo (CC) de 0.80 (Tabela 14). O
modelo e/ou mapa foram depositados sob os codigos 8EY2 (PDB) e EMD-28666 (EMDB).13°
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Figura 52 - Esquema do processamento dos dados de crio-microscopia eletronica da C145S MP. A) Exemplo
de micrografias alinhada. A barra de escala corresponde a 20 nm. B) Anéis de Fourier da
micrografia apresentada em A. C) Exemplos de particulas presentes nas micrografias. D) Passo a
passo detalhado contendo as etapas de processamento e refinamento dos dados.

Fonte: NOSKE et al.1%®

Refinamento homogéneo (Simetria C2) ~3.8 A

Refinamento n&o uniforme (Simetria C2) ~3.6 A



Tabela 14 - Coleta de dados de crio microscopia, parametros de refinamento e validacdo e estatisticas.

Coleta de dados

Voltagem 300
Magnificagdo 130.000
Camera | K3 super resolucéo
Slit abertura (eV) 20
Pixel Super-resolucdo (A) 0.3265
Pixel Binned (A) 0.653
Dose (e/px/s) 185
Tempo de exposic¢do (s) 1.0
Dose total (e/A2) 43.385
fragBes 43
dose por frame (e/A2/frame) 1.009
defocus (um) -0.5t0-25
Movies coletados 13,770
Processamento e refinamento
Particulas 227.533
Cadeias 4
Atomos 4908
Residuos 634
Ligacbes (RMSD)
| Distancia (A) 0.003
' Angulo (°) 0.6
MolProbity score 2.04
Clashscore 13.98
Ramachandran (%)
' N&o permitidos 0
| Permitidos 5.75
| Favoraveis 94.25
Rotameros nédo permitidos (%) 0
Cp néo permitidos (%) 0
CaBLAM néo permitidos (%) 1.46
Box
' Tamanho (A) 72.48, 86.85, 74.44
' Angulos (°) 90, 90, 90
dFSC modelo com maéscara (0/0.143/0.5) 3.3/3.5/3.8
Modelo vs. Dados
| CC (méscara) 0.80
| CC (box) 0.78
Cddigo PDB 8EY2
EMDB EMD-28666
EMPIAR | EMPIAR-10810

Fonte: NOSKE et al.13°

A estrutura obtida por cryo-EM é muito semelhante as estruturas obtidas por
cristalografia de raios X (Figura 57), com um RMSD de 0.7A (para 3.909 4tomos) quando
comparado com a forma dimérica da forma madura da MP° (PDB 7KPH), ou 1.2A (para 3.822
atomos) quando comparada com a estrutura de raios X do mutante C145S (PDB 7N52).
(Figura 57). Estatisticas e parametros de coleta de dados e processamento estdo disponiveis na
Tabela 14.1%°
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Anteriormente, foi assumido que a amostra tetramérica da C145S MP™ observada em
solucgéo tinha a mesma organizagdo observada na estrutura cristalina, correspondente a uma
associacdo dimero-dimero.!® No entanto, a estrutura de crio microscopia da C145S MP®
revelou uma particula dimérica de MP™ (ja madura) ligada ndo covalentemente no peptideo
contendo a regido nsp4-nsp5 no momento que antecede a clivagem, com densidade detalhada
dos principais residuos das posicdes P e P' (Figura 54B-C).1¥” A estrutura na resolugéo de 3.5A
fornece informacdes estruturais sobre uma etapa importante da maturacdo da MP™, a clivagem
do N-terminal, exibindo densidade eletrdnica clara para os peptideos peptideo em ambas as
cadeias A e B do dimero (Figura 54). O mapa de superficie de cargas ao redor da Ser145* do
sitio ativo indica uma ligacdo ndo covalente do peptideo nsp4/nps5 (residuos SAVLQ da nsp4
e residuos 1-6 da nsp5 MP, SGFRKM), formando uma folha  cuja interacdo é mantida
principalmente por ligac6es de hidrogénio com os residuos Thr24, Gly143, Ser145*, His163,
Glul66 e GIn189 (Figura 54C). O posicionamento do substrato no sitio ativo exibiu alta
similaridade as estruturas cristalograficas da MP™ em complexo com os substratos peptidicos
fisiolégicos (PDBid 7N6N e 7DVP) com valores de RMSD de respectivamente 0.57 e 0.9,
calculados entre 30 e 54 4tomos. ™’

No modelo da estrutura de cryo-EM podemos ver a GIn0 ocupando o subsitio S1, com
sua porc¢do de cadeia lateral NE2 interagindo com o 4&tomo OE1 do residuo Glul66 através de
uma ligacdo de hidrogénio (2.7 A e 2.5 A para as cadeias A e B, respectivamente). Além disso,
0 atomo OG da Ser145* forma uma ligacdo de hidrogénio com o grupo hidroxila da cadeia
principal da GIn0. A amida de cadeia principal do residuo Gly143 atua como doador de ligacao
de hidrogénio ao oxigénio carbonilico em P1', estabilizando o oxyanion hole durante a catalise.
A Leu-1 no subsitio S2 interage com a GIn189 através de uma ligacdo de hidrogénio formada
entre a cadeia principal da amida da Leu-1 a cadeia lateral da GIn189 OE1 (Figura 54C).**" Os
residuos Met49, Met149 e GIn189 do subsitio S2 assumem uma conformacao mais aberta em
comparacdo com formas apo da enzima. No subsitio S3, ha uma interagdo entre 0s atomos
polares da cadeia principal da Val-2 e a cadeia lateral do Glul66 (Figura 54C). O grupo
hidroxila da cadeia principal da Ala-3 em P4 doa uma ligagdo de hidrogénio para o nitrogénio
NE2 da GIn189. A auséncia de interacbes polares entre os residuos formadores dos sitios S2-
S4 com os residuos que se ligam nestas posicoes, ajuda a explicar a variedade de aminoacidos
que estdo presentes nestas posi¢des na poli proteina. O mapa de densidade do peptideo ligado
ao sitio ativo da MP™ se estende apenas em direcdo aos residuos Met6, sugerindo que o restante

da particula é muito mdvel para a obtencéo desta regifo no volume obtido apés reconstrugdo.t3’
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Camadas de correlagdo de Fourier (FSC) mostrando a resolucdo global (FSC = 0.143) e mapa de
resolugdo local. A resolucdo esta colorida de acordo com a resolugdo local, de vermelho para o azul,
de acordo com valore crescentes de resolucéo.

Fonte: NOSKE et al.1%"
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Figura 54 - A) Visao geral da densidade do volume final reconstruido para a C145S MP™ gbtido por crio-
microscopia eletronica. Cada uma das cadeias A e B estdo coloridas respectivamente em cinza
claro e escuro. O peptideo correspondente a regido nsp4-nsp5 esta colorido em ciano. B) Visao
ampliada do sitio ativo da estrutura da cryo-EM da C145S MP™. A densidade correspondente ao
peptideo nsp4-nsp5 esta colorida em ciano e os residuos pertencentes a este peptideo estdo
representados como sticks e coloridos em amarelo. Os residuos que interagem com o peptideo
através de interacGes polares estdo representados na figura como sticks e coloridos em cinza. C)
Visdo ampliada do sitio ativo da enzima mostrando a regido como superficie, destacando o
bolsdo de ligacdo ao substrato e 0s subsitios S5-S5°. Cada um dos subsitios esta indicado em
vermelho. e os residuos pertencentes a este peptideo estdo representados como sticks e coloridos
em amarelo.

Fonte: NOSKE et al.1%’
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Figura 55 - Representacdo esquematica da MP™ tetramérica em solugdo. A MP™ estd representada como
superficie com as cadeias A e B coloridas em azul e ciano, respectivamente. As MP monoméricas
parcialmente enoveladas estdo coloridas em vermelho. B) Visdo detalhada das particulas de MP™
encontradas nas micrografias, onde as moléculas de Mpro dimérica estdo marcadas em azul e as
MP mondmero associadas ao dimero estdo marcadas em vermelho.

Fonte: Adaptada de: NOSKE et al.*%”
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Figura 56 - Espectrometria de massas nativa da MP™ tetramérica. Da esquerda para a direita, 0s picos mostram
mondmeros clivados (semicirculo azul) e ndo clivados (semicirculo vermelho), dimeros formados
por particulas clivadas (circulos azuis) ou semi-clivadas (circulo azul-vermelho), trimeros formados
por duas particulas clivadas e uma ndo clivada (dois ter¢os azuis, um terco circulos vermelhos) e
tetrameros formados por duas particulas clivadas e duas ndo clivadas (dois quartos de azul, dois
quartos de vermelho).

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.t¥’
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Figura 57 - Comparacdo entre as diferentes estruturas de MP™, MP® madura (PDBid 7MBG), C145S MP™
tetrdimero (PDBid 7N6N) e C145S MP™ obtida por cryo-EM (7S82). As estruturas estdo
representadas como cartoon e coloridas respectivamente em amarelo, rosa e azul. B) RMSD
calculado entre a estrutura da C145S MP™ tetrdmero e a estrutura obtida por cryo-EM. A proteina
esta representada como traco da cadeia alpha e colorida de acordo com os valores de RMSD, do
azul para o vermelho, de acordo com a legenda.

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.t¥’
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3.10 Analise da influéncia de inibidores no processo de maturagdo da MP"

3.10.1 Inibidor ndo-covalente: MAT-POS-e194df51-1

Dada a vantagem em se utilizar a C145S MP™® como uma versdo da enzima com
velocidade de processamento reduzida para o estudo da maturacdo da proteina, utilizamos o
sistema estabelecido para analisar a influéncia de dois inibidores no processo de maturacao da
enzima, um ndo covalente e outro covalente. O primeiro inibidor analisado foi o inibidor néo-
covalente competitivo MAT-POS-e194df51-1 desenvolvido pelo consércio COVID Moonshot,
que possui pIC50 de 7.5.11° Amostras contendo C145S MP™ monomérica (amostra 1) ou C145S
MP™ tetramérica (amostra 2) foram incubadas com duas concentracbes de MAT-POS-
e194df51-1, e seus estados oligoméricos foram monitorados ao longo de 48 horas por SEC-
MALS.¥

No tempo Oh, a amostra controle apresentou uma razdo de 1.0/0.0 (monémero/dimero),
progredindo para 0.88/0.12 ap6s 24 horas e 0.39/0.61 apds 48 horas (Figura 58A). A amostra 1
contendo 4:1 MAT-POS-e194df51-1/proteina, permaneceu em uma proporcdo de 1.0/0.0
mondémero/dimero entre 0 h e 24 h, progredindo apenas para 0.004/0.996 no periodo de 48
horas (Figura 58B). Reduzindo a razdo molar de MAT-POS-e194df51-1/proteina de 4:1 para
0.4:1, observamos comportamento mais proximo da amostra controle, chegando a uma razao
mondmero/dimero de 0.89/0.11 ap6s 24 h e 0.74/0.25 apds 48 h. A amostra 1 mostrou gque 0s
mondmeros estdo basicamente formando dimeros maduros ao longo do tempo. Ambas as
concentracdes de MAT-POS-e194df51-1 parecem inibir a maturacdo do dimero e causar 0
acumulo de particulas de mondmeros parcialmente enoveladas. Com este experimento
conseguimos demonstrar um efeito tnico do MAT-POS-e194df51-1 sobre o ciclo enzimético
com mecanismo nunca descrito, mostrando ndo s6 a sua capacidade de competir com o
substrato, mas também bloquear o ciclo de maturacdo da enzima e gerar um acumulo de poli
proteinas ndo clivadas.*®’

Em 2018, Constant et al demonstraram para a protease NS3 de dengue que inibidores
eficazes devem ter como alvo especifico os sitios de reconhecimento da enzima que possam
acumular precursores de proteinas virais ndo clivados.**® Neste caso, este fen6tipo pode inibir
trans dominantemente a replicacéo do virus na célula, possivelmente prevenindo a geracao de
resisténcia aos medicamentos. No entanto, mais estudos serdo necessarios para compreender 0

efeito de elementos ndo clivados no metabolismo do SARS-CoV-2.
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Para a amostra 2 (tetrdmero), vimos a relacdo de 0.43/0.34/0.23 entre as massas de
monémero/dimero/tetramero em Oh, mudando para 0.09/0.89/0.02 em 24 horas e 0.0/0.98/0.02
em 48 horas (Figura 59A). Para amostra 2 contendo 4:1 MAT-POS-e194df51-1/proteina,
observamos a proporc¢éo de 0.49/0.45/0.05 entre as massas de mondmero/dimero/tetramero em
0 h, mudando para 0.49/0.51/0.0 em 24h e 0.45/0.55/0.02 em 48h (Figura 59B). Para a amostra
2 contendo 0.4:1 MAT-POS-e194df51-1/proteina, foi obtida a proporcdo de 0.46/0.47/0.06
mondmero/dimero/tetrdmero em Oh, mudando para 0.26/0.73/0.0 em 24h e 0.02/0.96/0.02 em
48h. No controle deste experimento, vimos que a amostra inicia como uma mistura de
tetrdmeros, dimeros e mondmeros. Ao longo de 48 horas, ambos 0s mondmeros e tetrdmeros
sdo extintos, e os dimeros tornam-se predominante. A presenca de MAT-POS-e194df51-1 na
amostra 2 parecem causar 0 mesmo efeito que na amostra 1, bloqueando a converséo de dimeros
em mondmero, mas também parecem acelerar o consumo de tetrdmeros. Se pensarmos nas
amostras de tetrameros como sendo o substrato enziméatico complexo, é natural que um inibidor
competitivo tenha este efeito na amostra, pois ocasiona a remog¢do dos mondmeros ligados ao
sitio ativo como substrato. Paralelamente a amostra 1, a conversdo de monémeros da amostra
2 em dimeros também foi bloqueada pela presenca de MAT-POS-e194df51-1, revelando que o
inibidor ndo s6 bloqueia a atividade, mas também pode impedir o0 processo de maturacéo,

possivelmente aumentando seu efeito antiviral. '’

3.10.2 Inibidor covalente: Nirmatrelvir

O efeito do inibidor covalente de MP™ Nirmatrelvir/PF-07321332, que possui pIC50 de
7.710 também foi testado contra as amostras de MP™ C145S.17 O efeito desta molécula foi
notoriamente diferente do observado para MAT-POSe194df51-1 (Figura 58C). Para a amostra
1 contendo Nirmatrelvir/proteina 4:1, vimos a relagdo de 0.65/0.35 entre monémeros/dimeros
em Oh, mudando para 0.06/0.94 apos 24h e 0.02/0.98 apds 48h (Figura 58C). Para a amostra 2
contendo Nirmatrelvir/proteina 4:1, observamos a propor¢cdo de 0.31/0.56/0.12 entre
mondmeros/dimeros/tetrdmeros em Oh, mudando para 0.0/0.88/0.12 ap6s 24h e 0.0/0.98/0.02
ap0s 48h (Figura 58C).*%"

Na amostra 1, a presenca de Nirmatrelvir parece ndo somente ainda permitir a formacéo
de dimeros, mas induz fortemente sua formacao a partir de mondmeros, desde o momento da
adicdo do composto (t = 0h) e aumenta significativamente a proporcao de formacgéo de dimeros
ao longo do tempo, com conversado quase completa apés 24h (Figura 58C). Na amostra 2, ambos

0s mondmeros e tetrameros também parecem estar deslocados para favorecer a formacao do
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dimero (Figura 59C). O aumento do consumo do tetrdmero pode ser explicado simplesmente
pela competicdo entre o Nirmatrelvir e o complexo substrato-enzima. No entanto, a propor¢ao
acelerada de conversdo de monémero em dimeros foi completamente inesperada. Ao mesmo
tempo, estes resultados podem esclarecer os detalhes da primeira etapa de maturacdo da
proteina, o processamento do N-terminal X3’

Baseados em nossos resultados anteriores, inicialmente propusemos que nesta etapa de
clivagem do N-terminal ocorre uma mistura de eventos cis e trans, e sua clivagem eliminaria o
impedimento estérico que impedindo a dimerizacdo e formacdo da enzima ativa, condizente
com modelos anteriores para MP® de SARS-CoV.'?122 No entanto, fato de que o inibidor
covalente (mas ndo um ndo covalente) pode induzir a dimerizagdo em uma amostra nao clivada
sugere que o fundamental para a dimerizacdo ndo é o processamento do N-terminal, mas o
ajuste induzido causado pela prépria ligacdo covalente. Este modelo também explicaria

por que oligbmeros podem ser formados pela combinagdo de particulas ndo clivados e
particulas clivadas em vez de apenas particulas clivadas (
Figura 56).27

Tabela 15- Massa molecular e raz8o de recuperagdo das massas entre as porcentagens dos picos obtidos no SEC-MALS para
a C145S Mpro. A razdo de recuperacdo da massa foi calculada entre as porcentagens do pico 1 e 2.

C145S MP™ mondmero Amostra 1 C145S MPr tetramero Amostra 2
Razéo de Razéo de
~ ~ recuperacao da
Proteina Tempo Recuperacao de recuperacdo da Recuperacio de massa (%) Massa
(h) massa (%) massa . .
~ p (mondmero/dimer
(mondmero/dimero) o
o/tetramero)
mondmero  dimero mondmero  dimero tetramero
0 100 0 1/0 43 34 23 0.43/0.34/0.23
Controle
DMSO 24 88 12 0.88/0.12 2 88 10 0.09/0.89/0.02
48 39 61 0.39/0.61 0 98 2 0/0.98/0.02
1:4 0 100 0 1/0 49 45 5 0.49/0.45/0.05
MAT-
POSe194 24 100 0 1/0 49 51 0 0.49/0.51/0
df51-1 48 99 1 0.996/0.004 45 55 2 0.45/0.55/0.02
1:04 0 100 0 1/0 46 37 6 0.46/0.47/0.06
MAT-
POSe194 24 89 11 0.89/0.11 26 73 1 0.26/0.73/0.01
dfs1-1 48 74 25 0.74/0.25 2 96 2 0.02/0.96/0.02
L4 0 64 35 0.64/0.35 12 56 30 0.12/0.56/0.30
nirmatrel 24 6 94 0.06/0.94 0 89 11 0/0.89/0.11
vir
48 2 98 0.02/0.98 0 98 2 0/0.98/0.02

Fonte: NOSKE et al.2¥7
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Figura 58 - Representacdo esquematica da dinamica em solucdo observada no SEC-MALS ao longo do tempo
para a amostra 1, contendo C145S MP™® mondmero. De cima para baixo estdo apresentados
respectivamente os tempos Oh, 24h e 48h. A) Controle DMSO. B) Amostra contendo o inibidor néo
covalente MAT-POS-e194df51-1. C) Amostra contendo o inibidor covalente nirmatrelvir.

Fonte: NOSKE et al.*¥
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Figura 59 - Representacdo esquematica da dinamica em solugéo observada no SEC-MALS ao longo do tempo
para a amostra 1, contendo C145S MP™ tetrdmero. De cima para baixo estdo apresentados
respectivamente os tempos Oh, 24h e 48h. A) Controle DMSO. B) Amostra contendo o inibidor ndo
covalente MAT-POS-e194df51-1. C) Amostra contendo o inibidor covalente nirmatrelvir.

Fonte: NOSKE et al.®’
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3.11 Estrutura cristalogréfica da enzima C145S MP™ (monomérica) em complexo com

nirmatrelvir

Para confirmar a hipotese de que a clivagem do N-terminal ndo é necessaria para
dimerizagéo e ativacdo da enzima, cristalizamos a C145S MP™ monomérica na presenca de
Nirmatrelvir. Os cristais obtidos da condi¢do contendo 100 mM MES pH 6.7, 8% PEG 4K e
5% DMSO (utilizando seed da MP™ ortorrémbica), foram crio protegidos utilizando 30% PEG
400 e resultaram na obtencdo sua estrutura cristalografica numa resolucdo de 1.74A, com
Rwork/Riree de 0.19/0.23 e 96.35% dos residuos em regido favoravel no grafico de Ramachandran
(Tabela 16).1%

Tabela 16 - Coleta de dados e estatisticas do refinamento referentes a enzima C145S MP™ em complexo com
nirmatrevir. Os dados entre parénteses correspondem a Ultima camada de resolugéo.

C145S MP™ em complexo com Nirmatrelvir

Coleta de dados Linha de luz MANACA
Grupo espacial P212121
Dimensdes da cela unitaria
a,b, ¢ (A) 67.64, 101.96, 103.62
o, B y(© 90.0, 90.0, 90.0
Resolugdo (A) 72.75-1.74
Reflexdes Unicas 53189 (267)
Multiplicidade
Completeza (%) 71.5 (3.6)
I/ol 8.9 (1.4)
Rp.im. (%0)* 0.07 (0.476)
CCy?? 0.995 (0.556)
Refinamento
Rwork/Rfree 3 0193/0234
NUmero de atomos 5489
Agua 713
Ligante 70
Proteina 4706
RMS (ligagdes) (A) 0.0138
RMS (angulos) (°) 1.80
Ramachandran favoraveis (%) 96.35
Ramachandran outliers (%) 0
Clashscore? 5.97
B-factores médios (A2) 26.31
Macromoleculas 24.92
Ligante 22.62
Solvente 37.23
Cdbdigo PDB 8EYJ

Fonte: NOSKE et al. 137
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A estrutura cristalina revelou que apesar da mutacdo C145S, o nirmatrelvir esta ligado
covalentemente a proteina. Além disso, também observamos o deslocamento das hélices oF,
aH e al do Dominio III adjacente, que parecem ser causados pelo impedimento estérico dos
aminoacidos adicionais no N-terminal ndo clivados (Figura 60), similarmente ao observado
para a estrutura da IMT-MP™, com excecdo de que ndo observamos o deslocamento dos residuos
do sitio ativo Phe140, Glu166, Pro168 e GIn189. Isto sugere que a ligagdo covalente permite a
remodelagem adequada do sitio ativo, e 0 evento de dimerizagdo mesmo na auséncia da
clivagem do N-terminal. Desta forma, podemos inferir que, para evitar a dimerizacdo, um

inibidor deve ser ndo covalente e inibir a ligacdo da MP™ monomérica aos onze locais de

reconhecimento e clivagem na poli proteina viral.*%’

Cadeia B

Sitio Ativo

§

Figura 60 - Estrutura cristalografica da C145S MP™ monomérica em complexo com nirmatrelvir, alinhada com
a estrutura da enzima apo madura. Ambas as proteinas estdo representadas como cartoon. A
estrutura da C145S MP™ e da MP™ estdo coloridas em amarelo e azul (para as cadeias A e B) e cinza,
respectivamente.

Fonte: NOSKE et al.*¥’

3.12 Bases moleculares do processo de auto clivagem da MP™

Se combinarmos todas as estruturas obtidas, a estrutura obtida por cryo-EM do mutante
C145S ligado ao peptideo ndo clivado com a estrutura de raios X da C145S (PDB 7N6N)
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cadeias A (peptideo clivado ligado covalentemente a Serl45) e cadeia B (peptideo pos
clivagem), podemos vislumbrar as modificagdes estruturais que ocorrem com a MP™ durante
todas as etapas do processamento enzimatico (Figura 61).

Estas estruturas revelam que o processo enzimatico comecga com residuos fundamentais
para a clivagem posicionados de maneira semelhante a estrutura apo (Figura 61A), mas a fita
B166-171 precisa ser deslocada para acomodar os peptideos substrato P3-P5 (Figura 61B). Em
seguida, durante o complexo intermediario enzima-substrato, a fita f166-171 € ainda mais
deslocada para permitir o encurtamento da distancia entre C/S145 e a carbonila C, resultando
na formag&o da ligagdo covalente e ligacdo do substrato ao sitio ativo, enquanto as hélices 43-
53 e 62-65 exibem uma conformacdo mais aberta (Figura 61C). Apos a clivagem, o produto
peptidico permanece ligado ao sitio ativo, porém de maneira ndo covalente, permitindo que o
os residuos do bolsdo catalitico retornem a sua conformacéo apo (Figura 61D). Durante este
processo, a superficie do sitio ativo da MP™ sofre modificacdes estruturais e de potencial
eletrostético significativas para acomodar todas as conformacdes intermediérias do complexo
enzima-substrato, detalhado nesta série de estruturas (Figura 61).
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Figura 61 - Mudancas estruturais no sitio ativo da enzima MP™ durante o processo de clivagem. A) Principais residuos do sitio
ativo (representados em sticks verdes) da Mpro em forma apo (topo), representagdo em cartoon colorido em
amarelo (meio) superficie de potencial eletrostatico (parte inferior). B) Principais residuos do sitio ativo (sticks
verdes) da C145S MP™ (cryo-EM) ligada ao peptideo ndo clivado (topo), representagdo em cartoon colorido em
azul (meio) e superficie de potencial eletrostatico (parte inferior). C) Principais residuos do sitio ativo (sticks
verdes) da C145S MP™ ligado covalentemente ao peptideo (complexo intermediario enzima-substrato) (topo),
representacdo em cartoon colorido em verde (meio) e superficie de potencial eletrostatico (parte inferior). D)
Principais residuos do sitio ativo (sticks verdes) da C145S MP™ ligado ndo covalentemente ao peptideo (topo),
representacéo em cartoon colorido em vermelho (meio) e superficie de potencial eletrostatico (parte inferior). Os
sticks transparentes e cartoon coloridos em cinza nas figuras do topo e central representam a posicéo estrutural dos
elementos na etapa anterior.

Fonte: NOSKE et al.*¥7
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3.13 Modelo proposto para o auto processamento (maturacdo) da enzima MP™e

implicagdes para o desenvolvimento de antivirais

Neste trabalho, determinamos diversas estruturas de raios-X de diferentes construcdes
da Mpro e realizamos a caracterizagdo em solucdo destas. Em conjunto com a estrutura obtida
por cryo-EM, oferecem informagdes essenciais para a compreensdo de mecanismo de
maturacdo da enzima. Também mostramos que a clivagem do N-terminal da MP™ é importante
para 0 enovelamento adequado da proteina, mas néo é critico para a dimerizacdo. Nossos dados
sugerem que o evento de dimerizacdo é governado pelo ajuste induzido da proteina durante a
formagéo de uma ligacdo covalente durante o processo de maturacdo. Isto provavelmente
significa que a ligacdo em qualquer um dos onze sitios de reconhecimento da enzima na poli
proteina serviriam como gatilho para a dimerizacao, independentemente da clivagem ou ndo do
N-terminal .23’

Essas observacdes divergem de modelos propostos anteriormente, nos quais a clivagem
cis de N e C-terminais entre dois protdmeros sdo necessariamente a etapa inicial de
0 processo de maturacdo.t??1?4 Estudos anteriores mostraram que a dimerizac&o induzida por
substrato pode ocorrer em um modelo in vitro da poli proteina viral, onde N e C-terminal estdo
ligados a outras proteinas.® Nosso modelo é consistente com fendmeno descrito para MERS-
COV Mpro, em que a dimerizagdo do MERS-CoV MP™ é desencadeada pela presenca de
substrato.

Desta forma, propusemos um mecanismo para a maturacdo da enzima MP™, que tem
inicio com sua forma monomeérica imatura, a qual é capaz de formar um dimero intermediario
para clivagem da porgdo N-terminal, desencadeado pela ligacdo covalente do substrato, que
em teoria também poderia se ligar a qualquer outro sitio da poli proteina viral. Em seguida, a
associacao de dois dimeros ainda imaturos, forma um complexo tetramérico para clivagem da
porcao C-terminal, resultando por fim na liberagdo da enzima na sua forma nativa.*?>'3" Uma

representacdo esquematica deste processo pode ser observada na Figura 62.
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Figura 62 - Representacdo esquematica do processo de maturacdo da enzima MP™ de SARS-CoV-2. Cada um

dos mondmeros esté colorido respectivamente de verde e laranja.

Fonte: Adaptada de NOSKE et al.'?
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A MP™ é uma enzima dimérica, fundamental para o ciclo de replicacdo do SARS-CoV-
2, e jJuntamente com caracteristicas Unicas de seu sitio de ligacdo ao substrato, consiste em um
alvo amplamente estudado e explorado para o desenvolvimento de antivirais. Embora a enzima
seja amplamente estudada, ainda existem diversas perguntas com relacdo ao mecanismo de
maturacdo da proteina. Para elucidar este processo, neste trabalho realizamos a clonagem,
expressao e purificacdo de diferentes construcdes da enzima: uma forma madura (MP™), uma
forma imatura (IMT-MP™) e um mutante inativo (C145S MP™). Alem disso, desenvolvemos um
método de purificacdo baseado em precipitacdo por sulfato de amonio, que permite a obtencédo
da enzima pura protocolo mais simples e rapido que os previamente utilizados para purificacdo
da MP™©,

As proteinas purificadas foram utilizadas para cristalizacdo e elucidacdo estrutural e
caracterizagdo por diversas técnicas em solugdo como SEC-MALS, ensaios de atividade
baseados em FRET e espectrometria de massas nativa. Adicionalmente, determinamos a
estrutura da MP™ C145S por crio microscopia eletrdnica numa resolucdo de 3.5A. A estrutura
cristalogréfica da enzima IMT-MP™ exibiu diversas mudancas estruturais comparada a enzima
nativa, especialmente no sitio de ligagdo ao substrato. Além disso, a forma imatura apresentou
atividade catalitica reduzida e revelou ser monomeérica em solucdo, em contraste com a forma
madura. Determinamos também a estrutura cristalografica da C145S MP™, a qual foi resolvida
em complexo com ambos 0s peptideos naturais de reconhecimento da enzima do N e C-
terminal. Esta construcdo revelou alta dinamicidade em solucdo, com estados oligoméricos
variando entre monomeros e tetrdmeros. A estrutura da C145S MP™ tetramérica determinada
por cryo-EM, relevou detalhes importantes de outra etapa da maturacdo, a clivagem do N-
terminal, estando em complexo com o peptideo de reconhecimento da enzima, ainda nédo
clivado. Experimentos de espectrometria de massas nativa relevaram a presenca de oligdmeros
formados entre particulas clivadas e ndo clivadas. Isto, juntamente com dados de SEC-MALS,
que mostraram que inibidores ndo covalentes impedem a dimerizagdo, enquanto covalentes
induzem a dimerizagdo, nos levaram a inferir que a clivagem do N-terminal ndo é critica para
a dimerizacdo da enzima, mas sim, as mudancas conformacionais sdo ocasionadas pelo ajuste
induzido apds ligacdo covalente do substrato.

A elucidacdo das mudangas funcionais e estruturais que ocorrem durante esse processo
de maturacdo obtidas neste trabalho fornecem informagfes importantes para a compreensao

deste mecanismo e para a proposicao de inibidores especificos, que tenham como alvo etapas
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intermediarias do processo de maturacdo da enzima. Além disso, este trabalho nos ajuda a ter
um maior entendimento sobe a replicagdo do SARS-CoV-2 e suporta e desenvolvimento de

novos antivirais contra o virus tendo como alvo a MP™,
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, avancamos com a caracterizacao estrutural e em solucdo das proteases
virais: NS2B-NS3P™ do virus da febre amarela e MP™ do virus SARS-CoV-2. Para a NS2B-
NS3pro, determinamos sua estrutura cristalografica, e ainda estabelecemos um ensaio de
atividade baseado em fluorescéncia, utilizado para a triagem de inibidores. Para a MP™® de
SARS-CoV-2, foram obtidas estruturas cristalogréficas e de crio microscopia eletrénica para
diferentes constru¢des da enzima. Realizamos também a caracteriza¢do em solucdo da proteina.
As informacdes obtidas, em conjunto, foram utilizadas para propor um mecanismo de
maturacdo para a MP™. Portanto, este trabalho nos ajuda a ter um maior entendimento sobre as
proteases dos virus da febre amarela e SARS-CoV-2, e suporta 0 desenvolvimento de novos
antivirais, permitindo assim o desenvolvimento de ferramentas para o controle e prevencédo de

futuras epidemias.
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OUTROS TRABALHOS PUBLICADOS PELA AUTORA DURANTE O PERIODO DO
DOUTORADO

Durante a realizacdo deste trabalho, ainda tive oportunidade de realizar outros trabalhos, como
primeira autora e em colaboracéo, além dos descritos nesta tese, nas areas de biologia estrutural
e busca por inibidores, os quais tiverem suma importancia para minha formacdo como
pesquisadora. Visando manter a tese de forma sucinta, optei por ndo incluir nesta tese todos 0s

trabalhos realizados, pois ndo havia espaco para descrevé-los de maneira detalhada e adequada.

Como exemplos, participei como co-autora em alguns trabalhos envolvendo a enzima
NS2B-NS3P™ de ZIKV Durante este periodo, participei em colaboragdo em outros trés artigos
envolvendo o complexo NS2B-NS3 protease de ZIKV. O ensaio de atividade padronizado neste
projeto para YFV, foi adaptado para a protease de ZIKV, e este método faz parte dos protocolos
descritos no artigo intitulado High-throughput antiviral assays to screen for inhibitors of Zika
virus replication submetido pelo nosso grupo a revista JOVE — Journal of Vizualized
Experiments, Também participei como co-autora no artigo intitulado Discovery of an
imidazonaphthyridine and a riminophenazine as potent anti-Zika virus agents through a
replicon-based high-throughput screening, da autora Dra. Rafaela S. Fernandes, poés
doutoranda do nosso grupo, que descreve dois inibidores da replicacdo de ZIKV triados
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utilizando sistema baseado em replicon, publicado na revista Virus Research. Ja o artigo
intitulado Natural products from Angelica keiskei inhibit key Zika virus replication proteins e
Discovery of New Zika Protease and Polymerase Inhibitors through the Open Science
Collaboration Project OpenZika, foram elaborado em colaboracdo com a Profa. Dra. Ana
Carolina Gomes Jardim (Universidade Federal de Uberlandia — UFU, Minas Gerais) e é
referente a inibigdo da replicagdo do ZIKV por flavonoides provenientes da planta Angelica
keiskei e do projeto colaborativo OpenZika, tendo como alvo as enzimas NS2B-NS3 protease
e NS5 RdRp.

Com as enzimas MP™ e PLP" de SARS-CoV-2, realizei além da expressdo, purificacdo
e caracterizacdo, foram padronizados ensaios de atividade baseados em FRET. Estes ensaios ja
foram utilizados para triagem de diversas bibliotecas de inibidores provenientes de
colaboradores do CIBFar e de colaboradores externos, como o Medicines for Malaria Venture
(MMV) e da Collaborations Pharmaceuticals, Inc. — Carolina do Norte, Estados Unidos. No
total j& foi avaliada a atividade de mais de 10.000 compostos para cada uma das proteinas.
Dentre eles, ja foram obtidos diversos hits promissores com 1C50 na faixa baixo micromolar e
nanomolar. Estes resultados foram publicados nos artigos intitulados Pyronaridine Protects
against SARS-CoV-2 Infection in Mouse e Discovery of PLpro and Mpro Inhibitors for SARS-
CoV-2 e outros ainda se encontram em fase de escrita. O consorcio internacional COVID-
Moonshot do qual fago parte, mencionado nesta tese, resultou em algumas publicagdes, sendo
que a principal delas, o artigo intitulado COVID Moonshot: Open Science Discovery of SARS-
CoV-2 Main Protease Inhibitors by Combining Crowdsourcing, High-Throughput
Experiments, Computational Simulations, and Machine Learning esta disponivel como Biorvix,
e encontra-se aceito para publicacdo na revista Science.

Ainda, trabalhei com a andlise de mutacfes da enzima MP™ e como estas afetam a
inibicdo dos compostos nirmatrelvir e ensitrelvir. Foi realizada a caracterizagdo dos mutantes
in-vitro e obtidas as estruturas cristalograficas em complexo com os inibidores. Estes resultados
foram publicados no artigo intitulado Structural basis of nirmatrelvir and ensitrelvir activity
against SARS-CoV-2 Main Protease naturally occurring polymorphisms, na revista Journal of
Biological Chemistry.

Participei também no projeto de fragment screening da proteina NS3 helicase de ZIKV,
no qual tive oportunidade de passar duas semanas no Diamond Light Source, Reino Unido,
onde recebi treinamento para utilizacdo da facility, e fui capaz de realizar o soaking de mais de
1000 fragmentos e a coleta de dados de difracdo destes cristais.
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Por fim, tive a oportunidade de realizar projeto BEPE-FAPESP, no Centre for Structural
Systems Biology (CSSB), Desy, em Hamburgo-Alemanha, sob orientagcdo do prof. Dr. Kay
Grinewald. Durante o periodo de um ano, trabalhei com o complexo enzimatico Terminase, do
Citomegalovirus humano (HCMV), e fui capaz de realizar todo o processo de preparacdo de
amostra, coleta e processamento de dados, de crio microscopia eletronica. Todos os esforgos
realizados, em conjunto com um aluno de doutorado do grupo do prof. Dr. Kay Griinewald,
resultaram na obtencdo de diversas estruturas da enzima em alta resolucéo, incluindo a forma
apo, e em complexo com ATP-x-S e o inibidor Letermovir. Além disso, tive a oportunidade de
realizar alguns experimentos referentes ao complexo NS4B-NS3 helicase de ZIKV, incluindo
crio microscopia e crio tomografia. Apds retorno ao Brasil, fui capaz de, em conjunto com o
po6s doutorando Andre S. Godoy, de obter algumas grades do complexo NS4B-NS3 helicase,
as primeiras amostras preparadas no recentemente adquirido Vitrobot no IFSC, as quais serdo

utilizadas para realizacéo de coleta de dados em alta resolucao.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Background: The Yellow Fever virus (YFV) is transmitted by mosquitos and causes an infection with symptoms
Yellow Fever virus including fever, headaches and nausea. In 20-50% of the cases, the disease may evolve to a visceral stage,
Flavivirus reaching high mortality rates. YFV NS2B-NS3 protease has been identified as an important drug target.
Protease

NS3
NS2B

Methods: Herein, we describe the crystal structure of the NS2B-NS3 protease from the 2017 YFV Brazilian cir-
culating strain using X-ray crystallography. Furthermore, we used a combination of biochemical and biophysical
assays to characterize the enzyme and investigate the impact of the polymorphisms observed in different YFV
circulating strains.

Results: Surprisingly, the crystal structure of YFV protease seems to adopt the closed conformation without the
presence of a binding partner. Although D88E and K121R mutants exhibited a lower affinity for the substrate,
both revealed to be more processive, resulting in a similar catalytic efficiency in relation to the WT protease.
Still, both mutants showed an accentuated decrease in stability when compared with the WT.

Conclusions: The crystal structure of YFV NS2B-NS3 in closed conformation might be an important tool for the
development of new drugs, as well as understanding the activation mechanism of viral proteases. Biochemical
analyses indicate that the NS2B-NS3 protease of the circulating strain of YFV is more stable than previous strains.
General significance: The YFV NS2B-NS3 protease is the first flaviviral structure described in its closed con-

formation when in a free form, implying that external factors might induce the activation of the enzyme.

1. Introduction

Yellow fever (YF) is one of the most severe mosquito-borne infec-
tions in African and South American countries, responsible for
29,000-60,000 deaths annually [1,2]. The 2016/2019 YF outbreak in
Brazil is the most severe one in nearly eight decades, already resulting
in more than 2000 cases of infection with 757 confirmed deaths [3]. In
South America, the Yellow Fever virus (YFV) is transmitted by Aedes
aegypti (urban cycle) and Haemogogus spp. (sylvatic cycle), causing the
disease with a large spectrum of symptoms, ranging from mild to a
severe deadly hemorrhagic fever [2,4,5]. The rapid spread of YFV to
Southeastern Brazil and the increasing numbers of cases in rural areas

near densely populated cities constitute a potential risk of urban YF re-
emergence [6,7]. To date, there is no antiviral treatment for YFV and
prevention strategy relies on vaccination of people living or travelling
to risk areas [8]. Despite the highly effectiveness and long-lasting im-
munity provided by a single dose, the use of 17D live-attenuated vac-
cine in low risk populations is not indicated due to the potential oc-
currence of severe adverse effects [8,9]. Therefore, the constant
resurgence of YF in endemic countries is a major public health concern.

YFV is a member of the genus Flavivirus within the family
Flaviviridae. The flavivirus genome is a single-stranded positive-sense
RNA of ~11 kb in length consisting of a 5’ untranslated region (UTR), a
single long open reading frame (ORF), and a 3’ UTR. The long ORF

Abbreviations: AMC, 4-amine-7-methylcoumarin; AU, asymmetric unit; DENV, Dengue virus; DSF, differential scanning fluorimetry; DTT, dithiothreitol; IMAC,
immobilized metal chromatography; IPTG, B-D-1-thiogalactopyranoside; LIC, ligation independent cloning; NS, nonstructural protein; ODggo, optical density of
600 nm; ORF, open reading frame; PCR, polymerase chain reaction; PDB, Protein Data Bank; PNK, T4 Polynucleotide Kinase; RMSD, root mean square deviation;
SUMO, Small Ubiquitin-like Modifier; TB, terrific broth; TEV, Tobacco Etch Virus; UTR, untranslated region; WNV, West Nile virus; WT, wild type; YFV, Yellow Fever

virus; YF, yellow fever; ZIKV, Zika virus
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Abstract

SARS-CoV-2 is the causative agent of COVID-18. The dimeric form of the viral MP™ s responsible for the
cleavage of the viral polyprotein in 11 sites, including its own N and C-terminus. The lack of structural
information for intermediary forms of MP™ is a setback for the understanding itz self-maturation process.
Herein, we usad X-ray crystallography combined with biochemical data to characterize multiple forms of
SARS-CoV-2 MP®. For the immature form, we show that extra M-terminal residues caused conformational
changes in the positioning of domain-three owver the active site, hampearing the dimerization and diminish-
ing its activity. We propose that this form preludes the cis and trans-cleavage of M-terminal residues.
Using fragment screening, we probe new cavities in this form which can be used to quide therapeutic
development. Furthermore, we characterized a serine site-directed mutant of the MP™ bound to its
endogenous N and C-terminal residues during dimeric assoclation stage of the maturation process. We
suggest this form ks a transitional state during the C-terminal trans-cleavage. This data sheds light in
the structural modifications of the SARS-CoV-2 main protease during its salf-maturation process.

© 2021 Elsevier Lid. All rights reserved.

coronaviruses, which Includes SARS-CoV and

Introduction
Middle East (MERS-CoV) respiratory viruses.'

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) is the causative agent of COVID-19,
a highly infectious disease that rapidly spreads
causing a glebal pandemic. SARS-CoV-2 iz an
envealoped RNA virus belonging to the f-lineaga of
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The viral genome is a single-stranded positive
RAMA comprising about 30,000 nuclectides, that
shares B2% sequence identity with SARS-CoV.”
The replicase gena (ORF1ab) encodes two over-
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The main protease from SARS-CoV-2 (M) is responsible for cleavage of the
viral polyprotein. MP™ self-processing is called maturation, and it is crucial for
enzyme dimerization and activity. Here we use C145S MP™ to study the struc-
ture and dynamics of N-terminal cleavage in solution. Native mass spectro-
scopy analysis shows that mixed oligomeric states are composed of cleaved
and uncleaved particles, indicating that N-terminal processing is not critical for
dimerization. A 3.5 A cryo-EM structure provides details of MP® N-terminal
cleavage outside the constrains of crystal environment. We show that different
classes of inhibitors shift the balance between oligomeric states. While non-
covalent inhibitor MAT-POS-e194df51-1 prevents dimerization, the covalent
inhibitor nirmatrelvir induces the conversion of monomers into dimers, even
with intact N-termini. Our data indicates that the MP™ dimerization is triggered
by induced fit due to covalent linkage during substrate processing rather than

the N-terminal processing.

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the
causative agent of COVID-19'. Like SARS-CoV and Middle East
Respiratory Syndrome coronavirus (MERS-CoV), SARS-CoV-2 is single-
strand RNA virus (ssRNA) that belongs to the genera of the beta-
coronaviruses'”. The SARS-CoV-2 genome is composed of nearly
30,000 nucleotides which contains the ORFIlab gene, a large open-
reading-frame (ORF) responsible for encoding 16 non-structural pro-
teins (nsp’s) as two polyproteins after ribosomal frameshifting, named
1a and 1b". Proteolytic processing of viral polyproteins is essential for
the viral life cycle, and it’s performed by two SARS-CoV-2 encoded
cysteine proteases: the papain-like protease (PL"®), which is one of the
domains of nsp3, and the viral main protease (M"™ or 3CL”), encoded
by the nsp5*°. PLP™ cleaves the viral polyprotein at three sites, while
MP™ is responsible for cleaving the polyprotein at eleven distinct
sites*’, including its own N- and C-termini®. M"™ is one of the most

promising targets for drug development against SARS-CoV-2*, All the
gathered structural and biochemical information on this target has
been crucial for the rapid development of new antivirals® ", including
the recent drug Paxlovid/nirmatrelvir'®, approved for emergency use
in USA, Europe and China.

To obtain heterologous expressed mature MP®, researchers
adopted the general strategy of adding nsp4 C-terminal portion to the
N-terminal portion of nsp5 constructs, allowing the self-cleavage and
dimerization of MP" in-vitro®. Previously, we described the activity and
biochemical profile of SARS-CoV-2 MP™ C145S mutant containing the
C-terminal portion of nsp4 at its N-termini®. This serine mutation
generated an active but much slower version of M, a valuable tool for
studying the biochemical aspects of this enzyme. Differently than the
dimeric MP", this sample behaved as a dynamic mix of monomers,
dimers, trimers and tetramers in solution®. The residual activity of this
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SARS-CoV-2 is the causative agent of COVID-19. The main
viral protease (MP™) is an attractive target for antivirals. The
clinically approved drug nirmatrelvir and the clinical candidate
ensitrelvir have so far showed great potential for treatment of
viral infection. However, the broad use of antivirals is often
associated with resistance generation. Herein, we enzymatically
characterized 14 naturally occurring MP™ polymorphisms that
are close to the binding site of these antivirals. Nirmatrelvir
retained its potency against most polymorphisms tested, while
mutants G143S and Q189K were associated with diminished
inhibition constants. For ensitrelvir, diminished inhibition
constants were observed for polymorphisms M49I, G143S, and
R188S, but not for Q189K, suggesting a distinct resistance
profile between inhibitors. In addition, the crystal structures of
selected polymorphisms revealed interactions that were critical
for loss of potency. In conclusion, our data will assist the
monitoring of potential resistant strains, support the design of
combined therapy, as well as assist the development of the next
generation of MP™ inhibitors.

SARS-CoV-2 is a highly transmissible 3-coronavirus (1, 2)
with a genome composed of a single RNA positive strand that
comprises about 30 kb encoding for 16 nonstructural, four
structural, and six accessory proteins (3). The viral replicase
codifies two frame shifting open reading frames, ORFla/
ORF1lab, containing 16 nonstructural proteins required for
viral replication (4). The SARS-CoV-2 Main protease (MP™) or
3C-like protease (3CLP™) is a dimeric cysteine protease
responsible for the cleavage of the viral polyproteins la and
1ab in 11 sites, including its own N and C terminal (5-7). MP*
substrate recognition has unique features and is specific for
GIn residue at P1, hydrophobic residues at P2, and small side
chains such as Ser and Ala at P1’ (8). The absence of similar
sites in human proteases together with the importance of the
enzyme for the viral replication makes M”™ a primary target
for antiviral discovery and development.

* For correspondence: Andre Schutzer Godoy, andregodoy@ifsc.usp.br;
Glaucius Oliva, oliva@ifsc.usp.br.
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Several small molecules were identified as MP™ inhibitors
that exhibited efficacy in cellular culture including boceprevir,
carmofur, MAT-POS-e194df51-1, PF-07321332 (nirmatrelvir),
and S-217622 (ensitrelvir) (6, 9-14). The first oral COVID-19
antiviral from Pfizer, Paxlovid, is a combination of reversible
covalent MP™ inhibitor nirmatrelvir and ritonavir, a CYP3A4
inhibitor, with safety and efficacy demonstrated in clinical
trials, and approved for use by the US Food and Drug
Administration in December 2021 (14, 15). In addition, the
compound ensitrelvir from Shionogi is a promising non-
covalent inhibitor of MP* (11). Currently in phase 3 clinical
trials, the compound has shown exciting pharmacokinetics
properties, with potential for therapeutic doses to be reached
without requirement of CYP inhibitors (11).

Although most polymorphisms are not expected to generate
a variant of concern (16), World Health Organization is
constantly monitoring the emergence of SARS-CoV-2 muta-
tions, since recent variants have exhibited more transmissible
and infectious properties and can affect vaccines effectiveness
(17, 18). Moreover, amino acid replacements in the viral
protein can impact the catalytic activity of the enzyme and
modify the efficacy of inhibitors (19, 20). The in vitro effec-
tiveness of nirmatrelvir against variants Alpha (B.1.1.7), Beta
(B.1.351), Delta (B1.617.2), Gamma (P.1), Lambda (B.1.1.1.37/
C37), and Omicron (B.1.1.529) has already been demonstrated
(21). However, none these variants contain mutations that are
in the vicinity of the active site. Herein, we evaluated the effect
of single mutations in the active site of MP™ from circulating
polymorphisms on the kinetics and inhibitory constants of
nirmatrelvir and ensitrelvir. We also used X-ray crystallog-
raphy to characterize the structural features of selected poly-
morphisms. These findings provided key information for
predicting and avoiding resistance, designing the next gener-
ation of inhibitors, and raised important considerations for
combination therapies.

Results

For this study, we selected active site polymorphic versions
of MP™ that have been already identified in circulation. For

J. Biol. Chem. (2023) 299(3) 103004 1
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Abstract Hersinwe provide a living summary of the data generated during the COVID Moanshot project
fooused an the development of SARS-CaV-2 main proftease (Mpro) inhibitors. Our approach uniquely com-
bines crowdsourced medicinal chemistry insights with high throughput erystallography, esascale compu-
tational chemistry infrastructune Tor simulations, and mackine learning in triaging designs snd predicting
synithetic routes. This manuscript describes owr methodologies keading to both covalént and non-coval ént
inhibitars displaying protease IC50 values under 150 nb and viral inhibition wader 5 wbd in multiple different
viral replication astays. Furtherrnone, we pravide ower 200 erystal structured of fragment-like and lead Jike
rmiolecules in complex with the main protesse. Cver 1000 syrithesized and ordered cormpounds are also
reported with the correspanding activity in Mpro enzymatic astays wting two different experimental ss-
tups. The data referenced in this docurnent will be continually updated to reflect the current experirnental
pragress of the OOVID Moanshol project, and serves s a citable reference for ensuing publications. All of
the generated data is apen to other researchers who rmay find it of use

Since early 2020, when the coranavirus SARS-Cov-2 was implicated as the cauge of the pandeamic soon
to engull the world, the need for targeted therapeutic development has been evident due to the dearth of
existing antiviral trestments. Realizing this nesd, redsarchers worked rapidly to determine the structure of
the nowvel SARS-CoV-2 main prateste (MProj[ 1), a promising antiviral drug targetinvalved in SARS-CoV-2 viral
replication. Other researchers quickly followed with & erystallographic and electrophilic fragrment-screen of
the structure [Z].

Recognizing the necessity Tor & large-scals, international elfort to further develop antiviral compounds,
the OCWVID Moorshat project was created bo build on these sarly retults and advandce the develapment of
Mpra inhibitars [3]. The praject brought together academic and induitrial partners fram acrass the warkd
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The 2015/16 Zika virus (ZIKV) epidemic led to almost 1 million confirmed cases in 84 countries and was
Zika associated to the development of congenital microcephaly and Guillain-Barré syndrome. More recently, a ZIKV
RePu“f" African lineage was identified in Brazil raising concerns about a future outbreak. The long-term consequences of
L":ﬁ‘:‘:;:;iymng viral infection emphasizes the need for the development of effective anti-ZIKV drugs. In this study, we developed
ROS101 and characterized a ZIKV replicon cell line for the of viral replication inhibi The repli system
Cloksiiiing was developed by engineering the IRES-Neo cassette into the 3° UTR terminus of the ZIKV Rluc DNA construct.

After in vitro transcription, replicon RNA was used to transfect BHK-21 cells, that were selected with G418, thus
generating the BHK-21-RepZIKV_IRES-Neo cell line. Through this replicon-based cell system, we identified two

molecules with potent anti-ZIKV activities, an imid; hthyridine and a riminoph ine, both from the
MMV/DNDi Pandemic Response Box library of 400 drug-like comp Is. The imid hthyridine, known as
RO8191, showed remarkable selectivity against ZIKV, while the riminoph ine, the antibiotic Cl imi

could act as a non-nucleoside analog inhibitor of viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), as evidenced
both in vitro and in silico. The data showed herein supports the use of replicon-based assays in high-throughput
screening format as a biosafe and reliable tool for antiviral drug discovery.

1. Introduction

The Zika virus (ZIKV) is a mosquito-borne virus member of the genus
Flavivirus, within the family Flaviviridae. Since its first isolation in
Uganda, in 1947, ZIKV has caused sporadic infections in tropical Africa
and the south of Asia, mostly associated with mild symptoms (Baud
etal., 2017). However, the number of ZIKV infection cases unexpectedly
increased in 2007, initially in Micronesia, then in Pacific Ocean Islands,
finally reaching South America in 2015 (Ferraris et al., 2019). In Brazil,
the viral outbreak attracted international attention, especially due to its
association with microcephaly and congenital malformations in new-
borns of ZIKV infected pregnant women (de Aratjo et al., 2018) and
Guillain-Barré syndrome in adults (Cao-Lormeau et al., 2016). Although
the number of reported cases drastically dropped after 2017, the po-
tential long-term consequences of viral infection, as well as the emer-
gence in 2019 of a ZIKV African lineage Uganda subtype that has not

* Corresponding author.
E-mail address: rafaela.fernandes@usp.br (R.S. Fernandes).

https://doi.org/10.1016/j.virusres.2021.198388

been previously reported in Brazil (Kasprzykowski et al., 2020), high-
light the urgent need to develop effective antiviral therapies to aid in the
treatment and control of future outbreaks (Loe et al., 2019).

Like other flaviviruses, ZIKV possesses a single-stranded positive-
sense RNA genome in a small enveloped virion. The genome, of
approximately 11 kb in length, consists of a 5° untranslated region (5’
UTR), a large open reading frame (ORF) and a 3° UTR. The ORF is
translated into a polyprotein further processed by cellular and viral
proteases to produce three structural proteins: capsid (C), precursor
membrane (prM) and envelop (E); and seven nonstructural (NS) pro-
teins: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5. The structural
proteins form the viral particle while the NS proteins participate in viral
genome replication, virion assembly and evasion of the host immune
response (Chambers et al., 1990).

A biosafe and reliable strategy to screen large compound libraries for
their antiviral activity is the use of replicon-based assays. Replicons are

Received 6 January 2021; Received in revised form 19 February 2021; Accepted 6 March 2021

Available online 20 April 2021
0168-1702/© 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Antiviral drug discovery requires the development of reliable biochemical and cellular assays that can be performed in
high-throughput screening (HTS) formats. The flavivirus non-structural (NS) proteins ane thought to co-translationally
assemble on the endoplasmic reticulum (ER) membranes, forming the replication complex (RC). The NS3 and NS5 are
the most studied enzymes of the RC and constitute the main targets for drug development due to their crucial roles in
viral genome replication. NS3 protease domain, which requires NS2B as its cofactor, i responsible for the cleavage

of the immature viral polyprotein into the mature NS proteing, whereas NS5 RdRp domain is responsible for the RNA
replication. Herein, we describe in detail the protocols used in replicon-based screenings and enzymatic assays o test
large compound libraries for inhibitors of the Zika virus (ZIKV) replication. Replicons are self-replicating subgenomic
systems expressed in mammalian celts, in which the viral structural genes are replaced by a reporter gene. The inhibitory
effects of compounds on viral RNA replication can be easily evaluated by measuring the reduction in the reporter protein
activity. The replicon-based screenings were performed using a BHK-21 ZIKV replicon cell line expressing Renilla
luciferase as a reporter gene. To characterize the specific targets of identified compounds, we established in-vitro
fluorescence-based assays for recombinantly expressed N33 protease and NS5 RdRp. The proteolytic activity of the
viral protease was measured by using the fluorogenic peptide substrate Bz-nKRR-AMC, while the NS5 RdRp elongation
activity was directly detected by the increase of the fluorescent signal of SYBR Green | during RMA elongation, using the
gynthetic biotinylated self-priming template 3UTR-U30 (5'-biotin-U30-ACUGGAGAUCGALCUCCAGU-3).
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SUMMARY

Designing covalent inhibitors is increasingly important, although it remains challenging. Here, we present co-
valentizer, a computational pipeline for identifying irreversible inhibitors based on structures of targets with
non-covalent binders. Through covalent docking of tailored focused libraries, we identify candidates that
can bind covalently to a nearby cysteine while preserving the interactions of the original molecula. We
found ~-11,000 cystaines proximal to a ligand across 8,386 complexes in the PDB. Of these, the protocol iden-
tified 1,553 structures with covalent predictions. In a prospective evaluation, five out of nine predicted cova-
lent Kinase inhibitors showed half-maximal inhibitory concentration (1Cs,) values between 155 nM and 4.5 pM.
Application against an existing SARS-CoV MF™ reversible inhibitor led to an acrylamide inhibitor series with
low micromalar 1G5 values against SARS-CoV-2 MP™. The docking was validated by 12 co-crystal structures,

Together these examples hint at the vast number of covalent inhibitors accessible through our protocol.

INTRODUCTION

Caowalent imeveraible inhibitors have become increasingly popu-
lar over the last decade as chemical probes and drugs. Most
often these inhibitors target & cysteine residue to form the cova-
lent bond. Several rationally designed ireversible inhibitors tar-
geting cysteines were approved by the FDA in recent years,
with motable examples, such as Ibrutinib (Burger and Buggy,
2013), afatinib (Sequist et al, 2013), and oalmertinib (Cnard
et al, 2016). Ireversible inhibitors offer & vaniety of advantages
ower non-covalent ones. These include: (1) prolonged residence
time (Bradshaw et al., 2015), (2) an ability to compete with high-
affinity natural substrates (Lonsdale and Ward, 2018; Michalczyk
et al, 2008; Yun et &L, 2008)(3) thelr improved selectivity when
targeting non-conserved cyateine realdues (Cohen et al, 2005
Ghosh et al., 2019), {4) targeting shallow binding sites (Sutanto
et al, 2020), and (5) covalent binding can enable tangeting of

especialy challenging targets such &3 the G120 oncogenic

K-Ras mutation (Canon et al, 2019 Mnadi et al., 2018; Zeng
et al., 2017).

Historically, most covalent inhibiors were designed by the
addition of an electrophile to an already known reversible inhibitor
that suitably binds next to a cysteine residue (Angst et al., 2020;
Dulblella et al., 2015; Hagel et al., 2015; Vazquez-Rodriguez and
Wright, 2018; Ward et al., 2015; Weisner et al., 2015). More
recently, covalent inhibitors are also being discovered by empir-
lcal screening of covalent fragment Morares (Bzckus et al., 201 6;
Craven et al., 2018; Johansson et al., 2019; Kathman et al, 2014,
2015; Parker et al., 2017, Reanick et al., 201 9) and by covalent vir-
tusl screening (Bensinger et al, 2019 Chowdhury et al, 2019;
London et al., 2014; Nnadi et al., 2018; Rechman et al., 2019
Scarpino et al, 2018; Shrega et al, 2019; Toledo Warshaviak
et al., 2014). While covalent fragment and virtual screening can
potentially discover new scaffolds, the binding affinity of primary
hita may be relatively low, and often require laborious medicinal
chemistry to reach suitable potency.
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Abstract: The COVID-19 outbreak has rapidly spread on a global scale, affecting the economy and
public health systems throughout the world. In recent years, peptide-based therapeutics have been
widely studied and developed to treat infectious diseases, including viral infections. Herein, the
antiviral effects of the lysine linked dimer des-Cys'!, Lys'? Lys'-(pBthTX-1);K ((pBthTX-1);K))
and derivatives against SARS-CoV-2 are reported. The lead peptide (pBthTX-1);K and deriva-
tives showed attractive inhibitory activities against SARS-CoV-2 (ECx, = 28-65 uM) and mostly
low cytotoxic effect (CCsg > 100 uM). To shed light on the mechanism of action underlying the
peptides’ antiviral activity, the Main Protease (MP™) and Papain-Like protease (PLP™) inhibitory
activities of the peptides were assessed. The synthetic peptides showed PLF® inhibition potencies
(ICsps = 1.0-3.5 uM) and binding affinities (K4 = 0.9-7 uM) at the low micromolar range but poor
inhibitory activity against MP™ (IC5; > 10 uM). The modeled binding mode of a representative
peptide of the series indicated that the compound blocked the entry of the PLF™ substrate toward
the protease catalytic cleft. Our findings indicated that non-toxic dimeric peptides derived from
the Bothropstoxin-1 have attractive cellular and enzymatic inhibitory activities, thereby suggest-
ing that they are promising prototypes for the discovery and development of new drugs against
SARS-CoV-2 infection.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; inhibitors; Papain-like protease; peptides

1. Introduction

The Severe Acute Respiratory Syndrome virus 2 (SARS-CoV-2) is the causative agent
of the Coronavirus disease 2019 (COVID-19), which was first reported in patients in Wuhan,
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project, the Openfika project, from 1HM's World Comm ety Grid

1 iy
(WICG), which integrates different computational and experimental = =
strategies for advandng a dreg candidate dor ZIKV. Initialby, d - o |
milecular docking prodocols were developed o identify potential et i -
mhibitors of ZIEV NS5 BNA-dependent BMA polymerse (W55 i el A 1 e

RadBp), N5} protease (NS2H-MS3pr), and NS5 helicase (INEkhed).

Then, 2 machine [earning (ML) model was buil i distinguish active vs inactiw compounds for the crioprotective effect against
ZIKV infection. We performed three independent target-hased virhml screening campaigns (NS5 Rditp, NS2E-NS3pro, and
NE3hod), followed by prodictioss by the ML model and other filters, and priontized 2 total of 6] compownds for further testing in
enzpratic and phenotypic assays. mwﬁnmmcmmmmmmmwmus&
RdRp in erymatic asszys (IC,; range ffom 061 o 17 gM). Two compounds thermally destabibaed M53hel and showed
affinity in the micromolar ange (K, mnge from 9 to 35 M), Moreover, the compounds LabMol-51 inhibited both K55 RdBp and
MEZE-N5%pro (1C,, of (L8 and 7.4 uM, respectively) and LahMol-212 thermally destabdized the ZIKV NS3hel (K, of 15 uM). Both
also prodected cells from death induced by ZIKV infection in v mifre cell-hased assays. Howewer, while eight compounds {induding
LahMol-301 and LabMaol-201) showed a cytoprotectve effect and prevented FIKY-induced cell death, agreeing with our ML model
far pradiction of this ctoprotective effect, no compound showed 2 direct antivimal effoct against ZIKY. Thus, the new scafinids
discovered heme are promising hits for future structural optemization and for advandng the discovery of futher drug candidates for
ZIEV. Furthermionz, this work has demonstrated the smportance of the integration of computational and experimental approaches, as
will as the MIdmmmmmmmMuﬁMWMMm
viruses, despite the lack of avaiable direct antiviral activity and crtoprotective effect dat, that reflects on the assertiveness of the
computational predictions. The importance of these eforis rests with the need to be prepared for fishre viral epdemic and
andemec outhreaks.

W INTRODUCTION the WH Blugprint Last, a list of priorty diseases for research
The Fika vins (FIKV] is a fiavivires that belongs o the 0t development in an emesgency contert [n 2 recent study
Flanviridas family, transmitied mainky by mosgusto beles' b {2022}, researchers mimicked the natural transmission cyde of
also through perinatal® and serwal® contacts and biood
transfusions.” Becawse of the kst 7KV cuthreaks in 3014 in Speclal lsoe: Atvndng Weses & Chemisty
French Pobynesa and in 2015 in Brapil and the moreasing
reporis of severe mewmlogical disorders, such as miomoe
cephaty* " and Guillain Barri syndrome ™™ ZIEV has been
mduded as a world public health comcem by the Waorld Health
Organizrtion (WHO)."" Moreover, in 2018, Fika was added to
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Abstract Sioce lake 2016, a vellow Eever vinas (YPY) varian carryiog a s of nine aming acsd
vasialions has circolaked im Soath A merica. Thaee of Ehemn wee e mapend on e ot by Ml v
(M Tase ) desnain of viral NES protesn. To s w bether e changes affecied viral infectivily, we
spnifusized YFY carrying the MTase of cisnalatig Ereage s well as ibs isofonm with e nesdadues
of e poew fons sivains (WSS K101, W55 W12, and NS5 GI735) We cheerved a daght daflerene in
vidal gerow th progerties and plague phenoly pe et e bee o nihets: YPY o Hosever, e MTas
poly mernphisms assockbed with the Braeiien sirain of YFY (2006-2019) conder e susoeplibiity
ot TFRLL I asddobitionn, on witoo M Tase oy nevealiod tht the snbersstion bebaeeen the YEY Mo
aned the metiyl dones mokeooke (S i allesnd i the Brazilien MTas varient Alicgether, the
sesults neported hene desrribe thal the MTaw carrying e solecular sppnatue of the Brazilsan YFY
cinculiding snce 3076 might displey & slight dicnese in ils colalvlic acEvaty bul vidtually o fed oo
viral fibss in the padame ks comprissd in this shedy The mosl marked snfleence of e ssidues
sbinils im the st s aganst B antiviral soepons: sedisted by [FN-L
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1. Intro-dudtion

Yellow fever virus [YFV) is the causative agent of an acute febrilke dissase endemnic
to Sub-Saharan Africa and South America. Since the mning of the X1st conhury, smeall
events of YFV spmading weme described in Brazil, which resulied in 2 significant and
unprecedented outhmeak in lake 2016, peaking between 017 and 2018 [1-3] Fiorlogenetuc

described the clusering of all the YFY nces determined sinoe 2004 n 3 sub-
clade 1E of the modemn lineage belonging to the Scuth American | dade [4-6]. During the
latest Bragribian outhmealk, -:nmphhn :lm:[unnmd FEnOmes of YPY from :l.m'lphl ufmm.nl'ly
infecied mosquatos, nor-human primaies, and humans displayed a molecular s
comssiing of polymorphisms associaked with the momton of nine amine acids [2,6]. Three
amino acid markers ame locaked hhw&glm:ﬁmmﬂﬂm:damﬂnfm1 Frnh'm
WES at positions RI0IE, TT3V, and 517306 [6].

[l'l.-zuka.r_y-:hn:l.. mBEMNA c.:.ppi.nﬂ; and 'I!.'E‘H.'I}'Ll‘ﬁ.m =a |:|'rl.' nEal puu.'l:-lr.:.lu:ri:pl:i.mal el
ficabion, promoting the mEMA Tanslocabion from. the nuckas to the cytoplasm and limiting
EMA degradation [7]. These post-transcriptional modifications am essential for viral ENA
u'.nu'l.a.l:i.l:u'b,mpli.l:al:i.l:n amd llnhi.'l.i.l.'_!.r. ‘tF'l"'I:leJnnPrnHﬂ B:nu.lﬂni:immd.hmﬂy Fla
\'h'i.li.d..u_.d.i.iph}ri.nﬂ;apmiﬁ'm lﬁ'qqh—m:lhdRNAmmpnudufa I.I'I.'II[L'E npnmad.i.nﬂ;

Virmmes A1, 15, 191 b /ol ong) 105500 w 1500k
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ABSTRACT

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) is the causaiive agent of coronavirus
diseasea 2019 (COVID-18). The N5P15 endoribonucls-
ase enzyme, known as Mendoll, is highly conserved
and plays a critical role in the ability of the virus to
evade the immune system. Mendoll is a promising
target for the dewelopment of new antiviral drugs.
Howewver, the complexity of the enzyme's structure
and kinetics, along with the broad range of recog-
nition sequences and lack of structural complexes,
heampers the development of inhibitors. Here, we per-
formed enzymatic characterization of Mendol) in iis
monomeric and hexameric form, showing that hex-
amers are allosteric enzymes with & positive cooper-
ative index. and with no influence of manganese on

enzymatic sctivity. Through combining cryo-electron
microscopy &t different pHa, X-ray crystallography
and bicchemical and structural analysis, we showad
that Mendoll can shift between open and closed
forms, which probably correspond to active and inac-
tive states, respactively. We also explored the possi-
bility of Nendol) assembling into larger supramolec-
uler structurea and proposed a mechanism for al-
losteric regulation. In addition, we conducted a large
fragment screening campaign against Mendoll and
entified several new allosteric sitea that could be
targeted for the development of new inhibitors. Ower-
all, our findings provide insights into the complex
structure and function of Nendol and offer new op-
poriunities for the development of inhibitors.
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