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Resumo

A oligopeptidase B de Trypanosoma cruzi (OPBTc) participa no processo de
infeccao do parasito e tem sido cada vez mais mencionada como um importante
fator de viruléncia em tripanossomatideos, uma vez que n&o possui ortélogos em
mamiferos. A identificacdo de substancias com efeitos sobre a atividade enzimatica
da OPBTc pode servir como molde para o desenho racional de inibidores eficazes e
seguros, e portanto, com maior possibilidade de sucesso terapéutico. Neste
trabalho, realizamos diferentes abordagens computacionais para obtencdo da
estrutura tridimensional da enzima, docking molecular e virtual screening para
identificacdo de possiveis inibidores para OPBTc. O modelo tridimensional da OPBTc
proveniente do servidor AlphaFold foi utilizado para busca de possiveis inibidores
utilizando a biblioteca de compostos Serine Proteases Inhibitors Library (ChemDiv).
Para tal, um estudo de docking molecular no sitio ativo da enzima foi realizado. Dos
quase 33.000 compostos iniciais, 6.004 foram priorizados. Posteriormente, foi feita
uma anadlise de eficiéncia de ligantes e, nesta etapa, 2.504 compostos foram
priorizados. Realizamos a triagem virtual desses compostos através de um modelo
de QSAR para predicdo de atividade contra T. cruzi e, neste momento, 213
compostos foram priorizados. Apds a andlise de grupos de similaridade estrutural,
66 compostos foram selecionados. Desses compostos, 35 passaram para a analise
de inspecao visual. No entanto, os demais serdo investigados futuramente. Foi
possivel observar que os compostos se ligam no sitio catalitico da OPBTc, proximo a
triade catalitica, e apresentam ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas, com

residuos semelhantes aos observados na antipaina.

Palavras-chave: Doenga de Chagas, protease, Oligopeptidase B, docking

molecular, inibidores



Abstract

Oligopeptidase B from Trypanosoma cruzi (OPBTc) participates in the parasite
infection process and has been increasingly mentioned as an important virulence
factor in trypanosomatids, since it does not have orthologs in mammals. OPBTc can
serve as a template for the rational design of effective and safe inhibitors, and
therefore, with a greater possibility of therapeutic success. In this work, we perform
different computational approaches to obtain the three-dimensional structure of the
enzyme, molecular docking and virtual screening to identify possible inhibitors for
OPBTc. The three-dimensional OPBTc model generated from the AlphaFold server
was used to search for possible inhibitors using Serine Proteases Inhibitors Library
(ChembDiv). To this end, a study of molecular docking in the active site of the enzyme
was carried out. Of the nearly 33,000 initial compounds, 6,004 were prioritized.
Subsequently, an analysis of ligand efficiency was carried out and, in this step, 2,504
compounds were prioritized. We performed a virtual compound screening using a
QSAR model for phenotypic data of compounds tested against T. cruzi and, at this
time, 213 compounds were prioritized. After an analysis of structural similarity
groups, 66 compounds were selected. Of these 66 compounds, 35 passed to visual
inspection. Therefore we observed that those compounds interact with the enzyme
catalytic site similarly to those antipain-OPBTc and OPBTb hydrogen bonds,

hydrophobic and pi-stacking interactions at the same protein residues.

Keywords: Chagas disease, protease, Oligopeptidase B, molecular docking,

inhibitors
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Introdugao

Doengas atingem a sociedade de diversas maneiras e as consequéncias
destes eventos se manifestam com pesos diferentes de acordo com o estado
socioecondmico, nivel de desenvolvimento do pais e seu sistema de saude. As
doencgas tropicais negligenciadas (DTN), como malaria, doenga de Chagas, febre
Ebola e dengue tém maior incidéncia nas regides tropicais e suas caracteristicas
emergentes e reemergentes vem se tornando motivo de alerta (BERMUDEZ et al.,
2016; KRATZ, 2019).

Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma infecgdo endémica na maioria da América Latina,
também chamada de tripanossomiase americana causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, sendo os insetos do género Triatoma o principal vetor de
infeccao, porém ha a ocorréncia de infeccado pelo sangue ou material infectado com
o mesmo, de forma congénita da mae para o filho, transplante de 6rgéos, acidentes
laboratoriais e até por consumo de alimentos n&o higienizados, como o acgai
(HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012). A prevaléncia dessa doengca vem
aumentando nas Ultimas décadas, sendo mais de 8 milhdes de pessoas sofrendo
com a doenca e mais de 75 milhées em risco de contaminagdo (WHO, 2021).

O desafio do tratamento e prevencédo das tripanossomiases € continuo por
nao haver vacinas efetivas e os farmacos disponiveis falham ao eliminar os
parasitos. Esforcos para a criagio de uma vacina encontram barreiras,
principalmente sendo a forma com que o parasito interage com o sistema imune
inato um grande desafio. Uma potencial vacina para T. cruzi deve incluir antigenos
presentes em todas as formas do parasito e deve servir como profilaxia e ter efeito
terapéutico (RIOS et al., 2019).

O ciclo de vida do T. cruzi € complexo, existem mais de 135 espécies de
triatomineos que séo vetores potenciais do parasito. O ciclo de vida do parasito
ocorre no hospedeiro vertebrado e no vetor comegando com o repasto sanguineo
em um mamifero infectado ingerindo a forma tripomastigota de T. cruzi (JANSEN;
XAVIER; ROQUE, 2018); (HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012). No sistema
digestorio do inseto ocorre reprodugéo e desenvolvimento do parasito onde a forma
tripomastigota se diferencia em forma epimastigota e se reproduz por fissao binaria.

Posteriormente os epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos no


https://sciwheel.com/work/citation?ids=10155234,8107943,6159968&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10155234,8107943,6159968&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8340217&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8341005&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8340187&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8340187&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8340217&pre=&suf=&sa=0
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intestino posterior do inseto. A forma tripomastigota metaciclica é liberada nas fezes
do inseto durante o repasto sanguineo, adentrando a ferida causada durante o
repasto e alcangcando a corrente sanguinea. O parasito, no hospedeiro mamifero, é
intracelular e apds invadir a célula se diferencia em amastigota e se reproduz por
fissdo binaria e, em sequéncia, ha diferenciagdo para a forma tripomastigota ainda
dentro da célula hospedeira. Eventualmente ocorre a lise da célula hospedeira e os
tripomastigotas sao liberados na circulagdo sanguinea e invadem outras células. O
ciclo de infeccdo se completa quando as formas tripomastigotas circulantes no
sangue sado ingeridas pelo inseto vetor durante um outro repasto sanguineo
(HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012).

Apods a infeccdo ha um periodo de incubacéao, seguido pela fase aguda, que
pode ser assintomatica, oligossintomatica ou sintomatica. Por aproximadamente dois
meses e na maior parte dos casos os sintomas séo leves e sem especificidade, logo
pode ser confundido com outras doencas. Em pessoas picadas pelo inseto, os
primeiros sinais sdo lesdes na pele ou chagoma de inoculagdo, conhecido como
sinal de Romafa. Nos casos sintomaticos também pode ocorrer febre, dores de
cabeca, aumento dos ganglios linfaticos, palidez, dor muscular, abdominal ou dor no
peito, assim como dificuldade de respirar (WHO, 2021).

O tratamento farmacoldgico acontece com dois medicamentos, benzonidazol
e nifurtimox, farmacos antiparasitarios que sao efetivos em curar a doenga em seu
estagio inicial. No Brasil, somente o tratamento com benzonidazol & aceito. A
eficacia de ambos os farmacos decai a medida que o tempo de infeccdo aumenta
promovendo também maiores efeitos adversos. Pacientes adultos, especialmente
sintomaticos, devem realizar o tratamento para diminuir a progressao da doencga,
assim como evitar a transmissdo congénita em mulheres gestantes, sendo
considerado tratamento precoce a gravidez. Pacientes que manifestaram novamente
a infeccao devido a imunossupressao ou estao no inicio da fase crénica também sao
indicados para realizar o tratamento (KRATZ, 2019).

O surgimento de novos farmacos para o tratamento de doengas
negligenciadas é um desafio para a Doenga de Chagas, assim como outras
tripanossomiases por se conhecer pouco da farmacologia antiparasitaria, quando
comparado com outras doencgas de impacto social ou econdmico. A quimioterapia
com antiparasitarios € a estratégia terapéutica em progresso, assim como o guia

para o0 desenvolvimento de novos farmacos. O primeiro passo para o


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8340217&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10936191,8107943&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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desenvolvimento de um novo farmaco é a identificacdo de pontos de partida
quimicos por meio da varredura de bibliotecas quimicas usando uma abordagem
baseada no alvo do farmaco ou celular. Esta abordagem celular € a mais comum
com referéncias na literatura (BERMUDEZ et al., 2016; KRATZ, 2019).

Oligopeptidase B (OPB)

O estudo de alvos farmacolégicos dentre as estruturas bioquimicas do agente
infeccioso é de grande importancia para o desenvolvimento de um tratamento mais
especifico para a doenga, assim como as outras DTN. Dentro desse grupo, temos as
proteases, enzimas reconhecidas pela sua participagcao nos processos de infecgao e
estabelecimento de doencas, podendo ser consideradas como potenciais fatores de
viruléncia (BERMUDEZ et al., 2016; KRATZ, 2019; STUDER, 2020).

A oligopeptidase B (OPB), protease citosolica, pertence ao cla SC, familia
prolil oligopeptidase (POP),familia S9 de serino-proteases, com especificidade para
clivar o lado carboxi de residuos basicos, com preferéncia para a arginina sobre a
lisina (COETZER; GOLDRING; HUSON, 2008). Sua distribuicdo €& restrita a
bactérias Gram-negativas e positivas, eucariotos inferiores e plantas e n&o possui
ortdlogos em mamiferos (COETZER; GOLDRING; HUSON, 2008), caracteristica
importante quando se pensa nesta enzima como alvo de farmaco.

Com relagdo a estrutura da enzima, o primeiro modelo 3D de OPB
(Escherichia coli) foi construido por modelagem por homologia baseada na estrutura
da POP suina (GERCZEI; KESERU; NARAY-SZABO, 2000). Essa previsdo foi entdo
confirmada apos a cristalizagao e resolugao das OPB de Leishmania major (OPBLm)
e Trypanosoma brucei (OPBTb) (Figura 01), mostrando uma estrutura composta por
dois dominios: a/B hidrolase, onde esta localizada a triade catalitica conservada -
Ser, Asp e His e o B propeller (CANNING et al., 2013; MCLUSKEY et al., 2010).
Ambas OPB foram co-cristalizadas na presenga do inibidor antipaina
(Phe-Arg-Val-Arg) o que permitiu compreender a interacdo das enzimas com
substratos dibasicos (CANNING et al., 2013; MCLUSKEY et al., 2010).


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8107943,10155234&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10155234,8107943,6159968&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/bibliography/9932120
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10757113&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10757113&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1606629&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1415989,11727293&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1415989,11727293&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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OPBLm

OPBTb

Figura 1. (A) Sobreposicdo estrutural da OPBLm (ciano) e da OPBTb (amarelo); H: regido da
dobradica. (B) Os bolsos de ligacdo S1, S2 e S3 das OPB. Magenta: antipaina. OPBLm PDB: 2XE4 e
OPBTb PDB: 4BP9 (Adaptada de (MORTY et al., 1999a, 1999b; MOTTA et al., 2019)).

A presenca da OPB em eucariotos foi mostrada, pela primeira vez, em T. cruzi
(SANTANA et al., 1992) e suas implicagbes na doenca de Chagas serdo descritas a
seqguir.

Oligopeptidase B de Trypanosoma cruzi (OPBTc)

A OPBTc é encontrada no citosol de tripanossomatideos, mas seu papel
fisiologico ainda n&o foi bem elucidado, assim como seu substrato fisiolégico
também n&o foi identificado. Estudos mostram que a oligopeptidase B esta
diretamente relacionada com o influxo transitério de Ca?* em células de mamiferos,
provocando um recrutamento e fusao de lisossomos para o local de invasao do
parasito, pois, diferentemente de outros parasitos, essa organela é necessaria para
a entrada do T.cruzi nas células do hospedeiro até completar o seu ciclo de vida, que
permite as condi¢des ideais de pH, formando um vacuolo parasitoforo contendo o
parasito. Sua participagdo na invasao celular ocorre por meio da geragcao de um
agonista que ativa fosfolipase C da célula hospedeira resultando na formacao de
inositol trifosfato (IP3) e, consequentemente, na liberagdo de Ca?* intracelular. No

entanto, ndo se sabe se a produgao desse agonista ocorre no citoplasma do parasito


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8341392,10936198,10936197&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11872944&pre=&suf=&sa=0
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ou no meio extracelular pela OPBTc secretada (BURLEIGH e ANDREWS, 1995)
(RODRIGUEZ e col., 1995) (FERNANDES e col, 2005) (Figura 2). A OPBTc nao
possui por si sO a capacidade de ativar esta via de sinalizagcdo em células
infectadas, esta via é fundamental para infeccdo de células epiteliais, fibrolastos e
mioblastos, mas n&o para macrofagos, onde a invaséo celular dispensa a atividade
da enzima (BURLEIGH; ANDREWS, 1995; BURLEIGH et al., 1997; ILLENBERGER
et al., 2003). Segundo Caler (1998), a delecao do gene que codifica OPB resultou
em uma reducgao significativa da capacidade de infecgao pelo T.cruzi, e em adigao, a
OPBTc recombinante purificada foi capaz de restaurar a sinalizacdo de Ca* no
mutante (CALER e col, 1998).

agonista 7 T oruzr
A (

i i llﬁn I

Remodelacdo da actina

f\ “‘H@_ —

Exocitose de

Liberacio lisossomos

de Ca?*

Figura 2. Representacédo esquematica do papel da OPB na doenga de Chagas. OPBTc hidrolisa um
precursor desconhecido ativando um agonista que culmina no aumento de Ca?' intracelular. O
agonista se liga ao receptor da célula hospedeira e ativa a fosfolipase C (PLC), levando a formagéo
de trifosfato de inositol (IP;) e, consequentemente, a mobilizagdo de Ca?. Ainda n3o esta claro se
OPBTc interage com seu substrato dentro ou fora do parasito. ? - etapas desconhecidas; RE, reticulo
endoplasmatico; GPCR: Receptor acoplado a proteina G; PLC, fosfolipase C; PIP,: fosfatidilinositol

4,5-bisfosfato; 1P, trifosfato de inositol; RTK, receptor do tipo tirosina quinase; Rac1: Ras-relacionada


https://sciwheel.com/work/citation?ids=1026289,10943951,10936193&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1026289,10943951,10936193&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
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ao substrato C3 da Toxina botulinica 1 (Adaptada de (MORTY et al., 1999a, 1999b; MOTTA et al.,
2019).

A oligomerizagao ja foi amplamente estudada para OPBTc (MOTTA et al.,
2012; SANTANA et al., 1992). Foi proposta pela primeira vez porque a forma nativa
da OPBTc migra, apos eletroforese, como uma proteina de 80 kDa quando
totalmente desnaturada e com massa molecular aparente de 120 kDa sem
aquecimento prévio (MOTTA et al.,, 2012; SANTANA et al., 1992). Em estudos de
cromatografia de exclusao por tamanho (SEC), OPBTc eluiu como um dimero de
160 kDa, mesmo quando pré-tratada em diferentes pHs, temperaturas,
concentracdes de sal e também na presenca de DTT, sugerindo a formagao de um
dimero estavel (MOTTA et al., 2012). Uma vez que a eletroforese e a SEC apenas
estimam a massa de proteinas, Motta e colegas aplicaram a ultracentrifugagao
analitica (UCA), uma ferramenta precisa para a identificacdo de estados
oligoméricos (LEBOWITZ; LEWIS; SCHUCK, 2002), e ficou, entdo, demonstrado,
pela primeira vez, a natureza dimérica de OPBTc (MOTTA et al., 2012). O ensaio de
UCA também mostrou que 90% do sistema OPBTc era formado por dimeros e o
restante era provavelmente agregado, o que reforca a ideia do dimero estavel
(MOTTA et al., 2012). No entanto, ainda ndao se sabe se 0 monémero da enzima é
ativo.

Algumas das substancias passiveis de sofrer hidrélise pela OPB sé&o
horménios peptidicos como fator natriurético atrial, hormdnio adrenocorticotrofico,
glucagon, neurotensina, angiotensina | e peptideo vasoativo intestinal. Ha também
inibidores irreversiveis de serino peptidases que atuam nas OPB de
tripanossomatideos como 3,4-dicloroisocumatina, 4-(2aminoetila)
benzenosulfonilfluoreto, diisopropilfluorofosfato, fenilmetanosulfonilfluoreto,
leupeptina e antipaina. Os estudos relacionados a fungao bioldgica da OPB sempre
foram executados com inibidores classicos de tripsina, como a antipaina, porém nao
ha muitos estudos buscando inibidores especificos para OPB (MORTY et al., 1999a,
1999b; MOTTA et al., 2019).

A identificacdo da interacdo entre proteina e ligante, seja um sitio ativo ou
sitio inibitorio é de suma importancia para que seja possivel entender a funcao de
uma enzima. Sendo assim, a fungéo biolégica de uma proteina é ditada pela sua

estrutura tridimensional, logo um dos motivos de se predizer a sua estrutura é obter


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8341392,10936198,10936197&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8341392,10936198,10936197&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11872944,8343098&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11872944,8343098&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8343098,11872944&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8343098&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=748243&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8343098&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8343098&pre=&suf=&sa=0
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a informacgao de sua funcdo. Porém a relacéo entre estrutura e funcéo nao é sempre
coerente, visto que diversas familias de proteinas possuem fun¢gées ambiguas e
diferentes arranjos estruturais podem efetuar a mesma fung¢ao. Devido a este fato, a
analise de estruturas quaternarias e terciarias de forma separada pode explicar
como estruturas em seu escopo global, estrutura quaternaria, que prevalecem
diferentes podem ter a mesma funcdo quando analisadas em um escopo local,
estrutura terciaria (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; WATERHOUSE et al., 2018;
YANG; ROY; ZHANG, 2013; YANG et al., 2015). Neste sentido, a OPBTc € um alvo
atrativo pois essa enzima nao apresenta ortdlogos em mamiferos e um inibidor para
esta protease poderia impedir o0 avango da doenca sem causar efeitos adversos no
paciente. Uma metodologia computacional com simulagbes de dinamica molecular,
acoplamento molecular, previsdo de estruturas tridimensionais e estudo do processo
farmacocinético sado adotadas para pesquisa de possiveis novas moléculas
considerando diversas bases de dados. Este processo permite diminuir custos e
tempo de pesquisa (DIHARCE et al., 2019).

Predicao de estruturas tridimensionais

As ferramentas de predigcao de estrutura 3D e fungao de proteinas in silico séo
diversas sao usados o servidor I-TASSER, trRosetta, Alfaphold e SWISS MODEL. O
servidor I-TASSER para predicdo de estrutura e fungdo utiliza uma metodologia
baseada na sequéncia terciaria (enovelamento) de aminoacidos de uma proteina. O
primeiro estagio de processamento € a busca por um modelo, ou seja, uma proteina
que possua sequéncia proteica similar a outra estrutura vinculada a base de dados
utilizando o método PSI-BLAST. Um perfil sequencial é criado com base em
multiplos alinhamentos da sequéncia homdloga para que ocorra uma comparagao
com a biblioteca de estruturas do Protein Data Bank (PDB) usando o método
LOMETS (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; YANG et al., 2015).

As estruturas alocadas nesta biblioteca foram analisadas pelo processo de
difragdo de raios X, que é uma técnica nao destrutiva que promove de forma
detalhada as informagdes cristalograficas, composigdo quimica e fisica. Os modelos
sao ordenados de acordo com a similaridade e altas pontuagcdes na comparacao
com a sequéncia de entrada. A qualidade de tal comparagdo é julgada por
parametros estatisticos determinados de C-score que indica a proximidade entre a
sequéncia de entrada e o modelo que foi selecionado em relacdo a estrutura e
funcédo (YANG; ROY; ZHANG, 2013).
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O servidor SWISS MODEL utiliza uma metodologia baseada nas sequéncias
primaria e secundaria de aminoacidos de uma proteina homoéloga para construir o
modelo. Os modelos possuem um parametro de Estimagao de Qualidade Global do
Modelo (GMQE) e Estimagédo de Qualidade da Estrutura Quaternaria (QSQE) para
gue seja avaliado e selecionado o melhor modelo para a estrutura final. Um modelo
tridimensional é gerado baseado no modelo e para qualifica-lo é utilizado o
parametro estatistico QMEAN que determina a qualidade local e global da estrutura
final (WATERHOUSE et al., 2018).

Os servidores trRosetta e Alphafold sdo livres de molde e utilizam
aprendizado de maquina para fazer a predi¢gao dos modelos 3D. O trRosetta constroi
modelos utilizando através de aprendizado profundo (deep learning), embasado em
uma rede de informagdes, para gerar a distancia entre os residuos da proteina e
também as restricbes das orientagdes, para uma sequéncia de estrutura
desconhecida. O servidor também pode utilizar informacdes de estruturas 3D
homodlogas para auxiliar a construgdo do modelo (Yang et al., 2020). O servidor
Alphafold, um banco de dados de modelos 3D, desenvolvido pela DeepMind and
EMBL-EBI, disponibiliza modelos de proteinas, gerados a partir de alinhamentos

multi-sequenciais e deep learning (JUMPER et al., 2021).

Justificativa

Além de ser um fator de viruléncia do parasito, a vantagem de se utilizar a
OPBTc como alvo potencial de farmacos reside na auséncia de ortdlogos em
mamiferos. Em teoria, isso facilitaria o desenvolvimento de farmacos seletivos, isto
€, com menor possibilidade de efeitos colaterais ao homem. Dentro deste panorama,
0 conhecimento da estrutura tridimensional da OPBTc e de seus possiveis inibidores
ira acrescentar mais conhecimento sobre o seu papel na biologia do parasito e no
desenvolvimento e instalacdo da infeccdo. Além disso, substancias com comprovada
atuacdo na OPBTc podem servir de molde para o desenho racional de inibidores

mais eficazes e seguros e, portanto, com maior possibilidade de éxito terapéutico.

Objetivo geral
Obter a estrutura tridimensional da OPBTc por meio de modelagem molecular

e encontrar possiveis inibidores com potencial terapéutico.
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Objetivos especificos

1. Prospectar e reunir as sequéncias de aminoacidos relevantes para a
modelagem molecular da Oligopeptidase B de T. cruzi.

2. Construir modelos tridimensionais da proteina utilizando os servidores SWISS
MODEL, I-TASSER, trRosetta e AlphaFold.

3. Comparar modelos gerados analisando a fidelidade e otimizagao.
Executar simulagdes de predicdo da interacdo enzima-inibidor, através de
docking molecular utilizando modelos tridimensionais mais otimizados.

5. Filtrar e priorizar potenciais inibidores de OPBTc, por meio da integracao de

diferentes abordagens computacionais.

Metodologia

O trabalho sera uma pesquisa do tipo exploratéria com metodologia
experimental e bibliografica, assim como técnica de coleta de dados de
documentacéo direta e indireta. Ao final desta secéo, encontra-se um fluxograma
ilustrativo dos procedimentos computacionais realizados durante o trabalho (Figura
3).

1.0btencdo da Filtros aplicados n= 6.004

sequéncia proteica

66 N .
_— 2.Selegiio da biblioteca de 5.Eficiéncia dos ligantes
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l conformagoes em pH adequado
(n = 32.552).
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Figura 3. Fluxograma com as etapas e triagem virtual. (1) Obtengédo da sequéncia proteica na base
de dados PDB e Merops. (2) Selecdo da biblioteca de inibidores de serino-protease ChemDiv e
preparacao das moléculas para pH 8,0 £ 0,5 no LigPrep. (3) Predicdo da estrutura tridimensional da

proteina utilizando SwissModel, ITasser, trRosetta e AlphaFold, assim como refinamento das



18

estruturas com Galaxyrefine e preparagao no Protein Wizard. (4) Submissao dos modelos e ligantes
ao Docking molecular utilizando DockThor. (5) Triagem dos resultados utilizando filtros de eficiéncia
dos ligantes, (6) relagao estrutura-atividade quantitativa (QSAR), (7) analise de grupos de similaridade
estrutural e estruturas representativas. (8) Analise de inspecao visual das estruturas representativas

de melhor pontuacdo. Fonte: elaborado pelo autor.

Sequéncia primaria da OPBTc

A sequéncia de aminoacidos da OPBTc (ID MER0002611) foi extraida do
banco de dados MEROPS (RAWLINGS et al., 2018) para ser usada no SwissModel,
Itasser e trRosetta. O modelo Alphafold gerado utilizou a sequéncia Id UnProt
Q4CW30, gene Tc00.1047053503995.50.

Predicao das estruturas tridimensionais da OPBTc

A partir da sequéncia primaria, a modelagem foi realizada com a submissao
do arquivo FASTA em quatro servidores: (1) SWISS-MODEL, Biozentrum, University
of Basel, (2) I-TASSER, BMC Bioinformatics (YANG, 2015), (3) trRosetta, YangLab
(DU, 2020) e (4) AlphaFold, Deepmind (JUMPER, 2021). Os servidores
SWISS-MODEL e I-TASSER realizam a modelagem molecular baseada em molde, a
partir de sequéncia primaria e terciaria, respectivamente (DENG; JIA; ZHANG,
2018). O servidor trRosetta constroi modelos utilizando deep learning, embasado em
uma rede de informagdes, para gerar a distancia entre os residuos da proteina e
também as restricbes das orientagdes, para uma sequéncia de estrutura
desconhecida (YANG et al., 2020). O servidor também pode utilizar informagdes de
estruturas 3D homodlogas para auxiliar a construcdo do modelo. Em seguida, o
programa usa o minimizador Rosetta para encontrar uma conformacgédo da cadeia
principal da proteina consistente com essas restricbes. O servidor Alphafold, um
banco de dados de modelos 3D desenvolvido pela DeepMind and EMBL-EBI, que
disponibiliza modelos 3D de proteinas, gerados a partir de alinhamentos
multi-sequenciais e deep learning (JUMPER et al., 2021). Para o refinamento dos
modelos foi utilizado o servidor GalaxyRefine (KO et al., 2012). O refinamento é
realizado utilizando conformational space annealing, uma otimizagdo das
conformagdes de regides locais ndo confiaveis (KO et al., 2012). A avaliagdo da
qualidade dos modelos foi realizada no servidor MolProbity (DAVIS et al., 2007), que
determina a qualidade de um modelo predito por meio de parametros que

representam proteinas cristalizadas.
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Preparagao dos compostos e proteina para calculos de docking

A biblioteca de compostos foi preparada no programa Glide, usando a
ferramenta LigPrep (SCHRODINGER, 2015), para a correta protonacéo e geragéo
de conférmeros dos compostos em pH 8,0 + 0,5.

A proteina foi preparada no programa Glide, utilizando a ferramenta Protein
Preparation Wizard (FRIESNER et al., 2006; SASTRY et al., 2013) em pHs de 8,0 £
0,5 (pH d6timo de atividade da OPBTc), seguindo o protocolo de adi¢gao de atomos de
hidrogénio e minimizagdo de energia do sistema, utilizando campo de forga
OPLS-2005 (HAYES; STEIN; WEISER, 2004).

Docking molecular

Os calculos de docking da biblioteca Serine Proteases Inhibitors Library
(ChemDiv) contra o modelo 3D da OPBTc foram realizados utilizando o servidor
DockThor (DE MAGALHAES et al., 2014). Além disso, foi realizado o redocking da
antipaina na estrutura da OPB de T. brucei (PDB ID 4BP9). As configuracdes do grid
de docking utilizadas para OPBTc foram: coordenadas X =0,044 A, Y =588 AeZ=
-5,37 A com tamanho de 20 A. O modo de docking utilizado foi virtual screening, na
configuragéo padréo do servidor.

Filtro de eficiéncia de ligante

A eficiéncia do ligante (LE) é calculada através da razao entre a afinidade de
ligacado (AG) ou score de docking pelo numero de atomos pesados (ndo hidrogénios)
(n), de acordo com a Equacgéo 1:

LE = AG/n (1)

Valores ideais de LE s&o acima de 0,3 Kcal - mol” - atomo n&o-hidrogénio™
(ABAD-ZAPATERO, 2007; KESERU; MAKARA, 2009), esses s&o os valores de LE
aceitos para farmacos e compostos. A LE normaliza a afinidade em relagdo ao
namero de atomos, isso permite verificar a eficiéncia do ligante e reduzir a diferencga
entre compostos com estruturas pequenas em relagdo as estruturas grandes, que
fazem mais interagdes nos calculos de docking. Os valores de numero de atomos
pesados dos compostos foram calculados no programa Knime (DELEN; HELFRICH;
SILIPO, 2021) e a LE foi calculada no Excel.

Filtro de QSAR fenotipico

Os modelos de relagado estrutura atividade quantitativa (QSAR) fenotipicos
utilizados neste trabalho foram desenvolvidos no laboratério do Prof. Dr. Bruno

Junior Neves, LabMol (Universidade Federal de Goias). Tais modelos realizam uma
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predicao da atividade dos compostos frente ao T. cruzi. Os modelos de classificacido
foram construidos através de aprendizado de maquina e os modelos de regresséo,
através de aprendizado profundo (redes neurais), utilizando dados para T. cruzi com
concentragao inibitéria de 50% (ICs) reportada, em ensaios de 72h e 96h, extraidos
da base de dados ChEMBL (GAULTON et al., 2012). Um limiar de atividade de 10
MM foi utilizado para classificar os compostos em ativos (ICs, < 10 yM) e inativos
(ICso > 10 uM) (KATSUNO et al., 2015). Os modelos foram empregados como filtros
para predicdo de atividade em T. cruzi dos compostos da biblioteca de ligantes e o
critério para filtra-los foi a probabilidade de ser ativo igual ou superior a 0,6.

Calculo de descritores moleculares e Agrupamento de compostos

O programa DataWarrior (SANDER et al., 2015) foi utilizado para realizar os
calculos de descritores moleculares e agrupamento dos compostos, baseado em
similaridade estrutural. Um descritor molecular € utilizado para codificar as
informagdes quimicas estruturais dos compostos em valores uteis (numeros
binarios) com o SkelSpheres. Apds calculados os descritores SkelSheres para os
compostos, estes foram submetidos a analise de similaridade estrutural e
clusterizagdo (agrupamento) por similaridade. Dentro de cada cluster (grupo) foi
determinado o composto representativo, ou seja, o composto com a estrutura
quimica principal mais simples.

Analises de Inspecao Visual

O programa Pymol (SCHRODINGER, 2015) foi utilizado para visualizar os
resultados de docking e auxiliar, durante os processos anteriores, na inspecao
visual, assim como para gerar as imagens das estruturas tridimensionais das
proteinas com os ligantes.

As anadlises das interagbes proteina-ligante resultantes do docking foram
processadas no servidor ProteinPlus poseview (STIERAND; MAASS; RAREY, 2006)
para averiguacao de ligagdo de hidrogénio, interagdo resultante de um atomo de
hidrogénio ligado a um atomo eletronegativo e outro atomo eletronegativo,
Interagdes hidrofobicas, interagdes entre estruturas apolares que geram cargas
aparentes momentaneas em seus atomos, pi-stacking, que é o empilhamento de
moléculas  apolares aromatica e outras interagbes intermoleculares
(SCHONING-STIERAND et al., 2020).
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Resultados e discussoes

Utilizando os servidores SwissModel, ITasser, trRosetta e AlphaFold,
obtivemos quatro modelos da OPBTc. O modelo gerado pelo Swiss-Model utilizou
como molde a estrutura 3D da Oligopeptidase B de Trypanosoma brucei (PDB ID:
4bp9), que apresenta identidade sequencial de 72,2% e cobertura sequencial de
84,6%. Os modelos gerados pelos servidores ITasser e trRosetta utilizaram a
sequéncia MER0002611 na construgado do modelo. O servidor Alfaphold disponibiliza
o modelo da OPBTc na sua base de dados e o modelo apresenta alto grau de
confiabilidade estrutural. Esse modelo apresenta um per-residue confidence score
(pLDDT) > 90 para a maioria dos residuos. Os valores de pLDDT podem variar entre
0 a 100, sendo 100 a melhor pontuacgao, relacionada a residuos bem estruturados e
conformacgdes confidveis (Jumper et al., 2021).

A qualidade dos modelos gerados foi analisada por meio do servidor
MolProbity (CHEN et al., 2010; DAVIS et al., 2007). Os parametro analisados levam
em conta a qualidade do modelo tridimensional em caracteristicas geométricas
como o clashscore, que determina colisbes entre atomos, e Ramachandran’s
favored que busca residuos de aminoacidos em posigcdes com maior probabilidade
de estarem corretas (Tabela 1).0 MolProbity score € uma combinagdo dos
parametros clashscore, Ramachandran not favored e bad side-chain rotamers em
um unico numero, normalizado, para estar na mesma escala de resolugao de raio-X,
refletindo a resolugao cristalografica de uma proteina.

Tabela 1 - Parametros de qualidade dos modelos gerados da OPBTc.

Modelos ClashScore Rama Favored MolProbity score
Itasser SES 0.8778 2.62
AlphaFold 1.33 0.9691 1.04
trRosetta 5.5 0.9495 1.65
SwissModel 2.69 0.9477 1.90
Itasser refinado 8.61 0.9579 1.84
Alphafold refinado 6.31 0.9860 1.35

trRosetta refinado 8.25 0.9662 1.66
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SwissModel refinado 6.8 0.9760 1.46

Como visto na Tabela 1, o modelo tridimensional original gerado pelo servidor
Alphafold (Figura 4) apresentou a melhor pontuagdo Molprobity score, essa reflete
um conjunto de parametros e, por isso, foi utilizada em todos os procedimentos
computacionais. Um valor de clashscore proximo a zero indica que ha menos
colisbes entre atomos na estrutura. Ramachandran’s favored proximo de 1,0 indica a
porcentagem de residuos de aminoacido alocados em posigdes corretas referente a
relacdo dos angulos phi e psi no grafico de Ramachandran. O modelo obtido com o
servidor trRosetta também apresentou bons parametros de qualidade e podera ser
utilizado em trabalhos futuros. De forma geral, o refinamento das estruturas nao foi
eficaz para os modelos gerados pelo Alfaphold e trRosetta, apenas para SwissModel

e ltasser.

Figura 4. Estrutura tridimensional da OPBTc gerada pelo servidor AlphaFold (Q4CW30) com sitio de
ligacdo do inibidor antipaina (azul). (A) Visdo da estrutura 3D da OPBTc completa. Vermelho:
Alfa-hélices; Amarelo: folhas beta; Verde:loops. (B) Zoom no sitio ativo (residuos na representagao
sticks rosa) da OPBTc. Fonte: autor (DE MAGALHAES et al., 2014; SCHONING-STIERAND et al.,
2020; SCHRODINGER, 2015).

Realizamos uma validagcdo do protocolo de docking, conhecida como
redocking. Neste procedimento, a partir de uma estrutura cristalografica da proteina
com um inibidor co-cristalizado, se retira o inibidor da estrutura e realiza o calculo de
docking deste inibidor na proteina, para verificar se 0 programa acerta 0 modo de
interagdo com a proteina e as interagdes entre eles. Dessa forma, realizamos o

redocking da OPBTb com a antipaina (PDB ID 4bp9) e a pontuagéo foi de -8,06
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Kcal-mol'. A andlise visual indicou alta similaridade da pose de docking com a
estrutura cristalografica (Figura 5A). Isso mostra que o programa de docking
DockThor esta acertando o modo de interagdo da antipaina com a OPB T. brucei.
Importantes ligagdes de hidrogénio entre a antipaina e os residuos Arg650, Tyr482,
Glue07 e Asp214 da OPBTb podem ser visualizados, assim como interacdes
hidrofébicas com Val651 (Figura 5B).
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Figura 5. Estrutura 3D do sitio OPBTc com antipaina, na validagao por redocking. (A) Em vermelho a
posi¢do da antipaina na estrutura cristalografica (PDB ID:4bp9) e em verde a posi¢ao do inibidor apés
o docking. (B) Interagdes intermoleculares do docking da antipaina com a OPBTb. As interagdes com
residuos relevantes sdo Arg650, Tyr482, Glu607, Asp214 e Val651. Fonte: (SCHONING-STIERAND
et al., 2020; SCHRODINGER, 2015).

O sitio ativo da OPBTb é formado pela triade catalitica Ser563, Asp648,
His683 e outros residuos também fazem parte da interagdo da triade com o
substrato como Asp214, Tyr482, Arg 650 e Glu607 assim como determinado pelo
servidor PoseView (STIERAND; MAASS; RAREY, 2006; STIERAND; RAREY, 2010).

Porém, sabe-se que a ligagdo da antipaina com o residuo Ser563 é do tipo
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covalente e ndo é representada pelo servidor PoseView devido a limitacbes do
servidor, por isso ndo aparecera nas figuras de diagrama 2D.

Foi realizado também o docking da antipaina com o modelo da OPBTc e
obteve pontuagcdo de -7,78 Kcal'mol'. No entanto, apdés sobreposicdo da
OPBTc-antipaina e OPBTb-antipaina, pode-se verificar que a geometria e posi¢cao
da antipaina no sitio ndo ficou semelhante (Figura 6A) e, consequentemente, a
interacao com o sitio ativo. As interagdes pertinentes séo as ligagdes de hidrogénio
da antipaina com os residuos Glu606, Asn2012 e Lys206 da OPBTc, assim como
interagcdes hidrofébicas ou dipolo-dipolo induzido Arg649 e Leu602 (Figura 6B).

Por mais que alguns residuos do sitio de interagdo da OPBTc com a antipaina
sejam conservados em relagdo a OPBTb, como por exemplo, Arg649 (OPBTc) e
Arg650 (OPBTb), o tipo de interacdo que eles fazem com a antipaina n&o sao os
mesmos. O residuo Arg650 faz duas ligagdes de hidrogénio, uma na cadeia principal
e outra na cadeia secundaria da antipaina (Figura 5B). O residuo Arg649 faz uma
interacdo hidrofébica com o anel aromatico da cadeia secundaria da antipaina
(Figura 6B).
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Figura 6. Docking da antipaina com a OPBTc. (A) Vermelho: estrutura da antipaina proveniente da
OPBTDb cristalizada (PDB id:4bp9); Azul: estrutura da antipaina no sitio de ligagdo a OPBTc. (B)
Ligagbes intermoleculares do docking da antipaina com a OPBTc. As interagbes com residuos
relevantes sido Glu606, Asn212, Lys206, Arg649, Leu602. Fonte: modificado pelo autor
(SCHONING-STIERAND et al., 2020; SCHRODINGER, 2015).

A proxima etapa consistiu em realizar o docking da OPBTc com os compostos
disponiveis na biblioteca Serine Proteases Inhibitors Library (ChemDiv). A OPBTc e
os compostos foram previamente submetidos a uma preparacado estrutural usando
as ferramentas Protein Preparation Wizard (SASTRY et al., 2013) e LigPrep
(SCHRODINGER, 2015). A preparacéo teve como objetivo simular pH 8,0, pH 6timo
para atividade catalitica da OPBTc (MOTTA, 2012). A selegédo das coordenadas para
ligacdo dos compostos foi baseada no sitio catalitico da enzima (Ser563, Asp648,
His683) que corresponde ao sitio de interagcdo com a antipaina também.

A biblioteca Serine Proteases Inhibitors Library (ChemDiv) possui 31.972
compostos e, apo6s a preparacao, 32.552 conformacdes foram obtidas. As
pontuagdes provenientes do experimento de docking abrangem de -10,79 até -6,18
Kcal-mol?. Como a pontuagdo do parametro comparativo (OPBTb + antipaina) foi
-8,06 Kcal-mol', os compostos com pontuagbes maiores foram desconsiderados,
restando 26.387. Para melhor filtrar a populagdo de ligantes, estabelecemos
pontuagdo maxima de -9,0 Kcal-mol”, reduzindo os compostos selecionados para
6.004 moléculas.

O proximo filtro utilizado foi o de eficiéncia dos ligantes. Esse passo tem o
propodsito de normalizar a afinidade de ligagdo de um ligante em relagdo ao numero
de atomos pesados (n&o-hidrogénio) (ABAD-ZAPATERO, 2007). Os valores do
parametro de eficiéncia de ligantes (LE) ideais (aceitos para farmacos) séo acima de
0,3 Kcal - mol' - atomo nao-hidrogénio”' (ABAD-ZAPATERO, 2007; KESERU;
MAKARA, 2009) e, portanto, os ligantes com valores menores que o estipulado
foram desconsiderados, filtrando-se assim 2.504 compostos.

Ainda com o objetivo de priorizar os compostos mais promissores, esses
2.504 compostos foram entdo submetidos ao filtro dos modelos de relagéo
estrutura-atividade quantitativa (QSAR) fenotipico, construidos utilizando dados do T.

cruzi em ensaios de 72 h. O filtro QSAR fenotipico para T. cruzi filtrou 213


https://sciwheel.com/work/citation?ids=11874488,11874487&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2592307&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11874488&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1639785&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1639785,1075370&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1639785,1075370&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0

26

compostos com valores de probabilidade de atividade frente a T. cruzi acima de 0,6.
Esta ultima etapa foi realizada em colaboracdo com o LabMol, UFG.

Os 213 compostos foram entdo submetidos a calculos no programa
DataWarrior utilizando o descritor SkelSpheres para agrupar estruturas com
similaridade estrutural (cluster compounds) com pontuagdo maior ou igual a 0,8. Os
compostos foram agregados em 66 grupos e filtrou-se somente aqueles que o
programa considera como estrutura representativa. Neste caso foram 35 compostos.

A inspecdo visual dos 35 compostos restantes foi realizada de forma
qualitativa com auxilio das ferramentas de visualizagdo do PyMol. Foram adotados
critérios qualitativos empiricos como a boa sobreposi¢cao do respectivo ligante com o
complexo OPBTc-antipaina e a proximidade dos atomos dos ligantes com os
residuos de importancia do sitio ativo (MCLUSKEY et al., 2010), totalizando 10
compostos. Estes critérios foram utilizados para determinar quais compostos seriam
promissores e teriam suas interagdes intermoleculares descritas (Tabela 2).

Tabela 2: Compostos priorizados e suas respectivas pontuagdes de docking,

eficiéncia do ligante e Probabilidade de atividade frente a T. cruzi.

Docking Eficiéncia do Probabilidade de
Composto Nome do composto score liaante atividade frente
(kcal-mol) 9 a T. cruzi

4-[3-(3-METHOXYPHENYL)-1H-PY
RAZOL-5-YL]-N-[1-(3-METHOXYP
1 HENYL)ETHYL]BENZAMIDE -10,30 0,32 0,93

N-{2-[(3-CHLOROPHENYL)CARBA
MOYL]-1-BENZOFURAN-3-YL}-5-P

2 HENYL-1,2-OXAZOLE-3-CARBOX  -10,27 0,31 0,93
AMIDE

N-[(Z)-N'-(5-CHLORO-2-METHOXY
PHENYL)-N-[(PYRIDIN-3-YL)MET

3 HYL]CARBAMIMIDOYL]-2H-1,3-BE  -10,22 0,32 0,92
NZODIOXOLE-5-CARBOXAMIDE

N-[(E)-N'-(5-CHLORO-2-METHYLP
HENYL)-N-[(OXOLAN-2-YL)METH

4 YLJCARBAMIMIDOYL]-3-ACETAMI  -10,18 0,32 0,91
DO-4-METHYLBENZAMIDE

1-[4-(2-METHYLPROPANAMIDO)P
HENYL]-N-[(PYRIDIN-2-YL)METH

6 YLJCYCLOHEXANE-1-CARBOXA -10,12 0,36 0,90
MIDE

2-(1H-INDOL-3-YL)-N-[2-OX0-1-P
HENYL-2-(1,2,3,4-TETRAHYDRO

17 QUINOLIN-1-YL)ETHYLJACETAMI -9,95 0,31 0,83
DE
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2-(4-{[(4-METHOXYPHENYL)MET
HYLJAMINO}PHENYL)-N-{[3-(TRIF

19 LUOROMETHYL)PHENYL]METHY -9,91 0,31 0,80
LJACETAMIDE

(E)-N-(4-ETHOXYPHENYL)-N'-[(4-
ETHOXYPHENYL)METHYL]-N"-M

22 ETHANESULFONYLGUANIDINE

-9,89 0,36 0,79

N-(1-PHENYLETHYL)-2-[(4-PROP
ANAMIDOPHENYL)METHYL]-1H-1

27 ,3-BENZODIAZOLE-5-CARBOXAM -9,86 0,30 0,76
IDE

3-(4-CHLOROPHENYL)-N-[(4-FLU
OROPHENYL)METHYL]-1-(2-MET
HOXYBENZOYL)-1H-1,2,4-TRIAZ
OL-5-AMINE

Fonte: elaborado pelo autor.

34 -9,84 0,31 0,74

Com o auxilio dos diagramas 2D gerados pelo PoseView do servidor
Proteinplus (SCHONING-STIERAND et al., 2020) é possivel visualizar interagdes
tridimensionais originalmente complexas em um plano bidimensional. Na inspecéo
visual das poses de docking dos ligantes promissores observou-se as ligagdes de
hidrogénio realizadas pelos heteroatomos dos ligantes, contatos hidrofébicos dos
residuos com segmentos hidrofobicos do ligante, interagdes dos anéis aromaticos do
composto realizando pi-stacking com os residuos préximos da proteina.

Para o sitio da antipaina da OPBTc as interagdes com os compostos que se
reproduzem no docking dos ligantes esta o composto 1 interagindo com a mesma
ligacdo de hidrogénio em GIu606 (Figura 7). O composto 3 somente interage de
forma hidrofobica em Leu602 (Figura 7). Os compostos 4 e 34 possuem interagdes
apolares em Arg649 e Leu602 de forma semelhante em uma estrutura aromatica. Os
compostos 6, 7 e 19 se assemelham na interagao apolar Leu602, somente (Figura
8). Os compostos 2, 22 e 27 nao produzem nenhuma das interagdes da antipaina
(Figura7,8 e 9).
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Figura 7. Diagrama 2D de interagbes intermoleculares dos compostos 1, 2, 3 e 4 com a OPBTc.

Destaque para interagdes pi-stacking com Phe258 presente em todos os compostos.

Por motivo de comparacgédo, semelhantemente com as interagdes do sitio da

antipaina da OPBTb as interacbes no composto 1 se assemelham em Glu606,

sendo esta ligacdo de hidrogénio. Os compostos 2, 6, 19 e 17 (Figura 7, 8 e 9) ndo

reproduzem nenhuma das intera¢des da antipaina-OPBTb. O composto 3 (Figura 7)

reproduz a ligagdo de hidrogénio em Arg649 (Figura 7). O composto 4 possui

interacdes apolares somente, sendo uma delas Arg649 (Figura 7). O composto 22

interage com a proteina em Tyr481 como ligagédo de hidrogénio. Os compostos 27 e

34 nao reproduzem interagdes, porém passam a interagir de forma apolar com os

residuos Tyr481 e Arg649 (Figura 9).
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Figura 8. Diagrama 2D de interag¢des intermoleculares dos compostos 6 € 17 com a OPBTc. Destaque
para interagdes ligagdo de hidrogénio do composto 17 com o residuo His682 da OPBTc e interagdes
hidrofébicas com Phe258.

As interagbes que nao sao representadas no docking da antipaina com
OPBTc ou OPBTb sao consistentes entre os ligantes. As interacdes pi-stacking em
Phe258 se repetem nos compostos 1, 2, 3, 4, 17 e 22 (Fig. 7, 8 e 9). A interacao
pi-stacking ou contato hidrofébico em Tyr484 ocorre em 1, 2, 4, 6, 19, 22, 27 e 34
(Fig. 7, 8 e 9). A presenga destas interagbes apolares podem reforgar a possivel

atividade dos ligantes como inibidores.
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Figura 9. Diagrama 2D de interagbes intermoleculares dos compostos 19, 22, 27 e 34 com a OPBTc.

Destaque para diversas interagées hidrofobicas pi-stacking entre os compostos aromaticos.
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Conclusao

Neste trabalho utilizamos diferentes abordagens computacionais modernas e
integradas para elucidar a estrutura tridimensional da OPBTc e priorizar compostos
potenciais inibidores da enzima, auxiliando assim no descobrimento de novos
farmacos no campo de pesquisa de DTN. Os modelos de estrutura 3D da OPBTc
gerados foram comparados e analisados quanto a qualidade estrutural. Obtivemos
bons modelos para estudo da fungdo e busca por inibidores. O melhor modelo foi a
estrutura obtida pelo AlphaFold Q4CW30 e foi escolhida para realizar o docking da
biblioteca de compostos Serine Proteases Inhibitors Library (ChemDiv). Através da
integracdo das abordagens de docking molecular, andlise de eficiéncia de ligante,
similaridade estrutural e predicdo de atividade em T. cruzi, foi possivel priorizar 35
compostos como potenciais inibidores de OPBTc e com atividade tripanocida. Foi
possivel observar que os compostos se ligam no sitio catalitico da OPBTc, préximo a
triade catalitica e apresentam ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, com
residuos semelhantes aos observados na antipaina - OPBTb. As etapas futuras
deste trabalho incluem a validagcdo experimental desses compostos, através de

estudos de atividade enzimatica e atividade no parasito.
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Anexo 01 - Sequéncia primaria

OPBTc (MER0002611):
MMKCGPIAAPKDHEVVFGYVEGENRGNNAMNPPRRRNDPLFWLRDDSRKNPEVIAHLKLEQAYFEE
RTADIKDFSESIFKEYISHIKETDTSAPYRYDGYTYYTREVEGLSYKIHCRVPLGMTPGKSEDEQVILDE
NKLAEGKSFCMVHEVKPARPDHNLVAYSVDYVGNEMYTIRFTDNAVTDVVEGTNGQILWGPNASCFF
YITKDAAERDYRIWRHIIGRPQSEDVCLYTENDPLFSTAMAISGDGNTLIGSGSFETTESHLLDLRKGN
GHTTLEMVRPREKGVRYDVELHGTETLLILTNKDNCMNGKVVSATRNTPSDWENVIVPHSEDVFIGEI
GVFAKFVVLSGRRGGLTRVWAMPVGSDGLFRSGAFLQEVSFDEPVFTAFPVFSHMKMYDTETLRVSY
TSMSTPTTWFDLHVVNGTRTIVKVREVLGNFDAKNYTCRRLFATAPDRTKIPLSIVHDVSLDMSKPHPT
VLYAYGSYGACVEPEFSVKYLPYLDRGVIYVIAHVRGGGEMGRAWYEVGAKYLTKRNTFSDFIACAEY
LIEIGLTTPSQLACEGRSAGGLLIGAVLNMRPDLFRVALAGVPFVDVMTTMCDPSIPLTTGEWEEWGNP
NEYKFFDYMNSYSPVDNVRAQDYPHLMIQAGLHDPRVAYWEPAKWASKLRALKTDSNEVLLKMDLES
GHFSASDRYRYWREMSFQQAFVLKHLNARTLLRR

OPBTb (PDB 4bp9):
MKCGPIATPKDHEVVFGYVEGENRGNNAMNPPRRRNDPLFWLRDDSRKNPEVIAHLKLEQAYFEERT
ADIKDFSETIFKEYISHIKETDISAPYRYDGYTYYTREVEGLSYKIHCRVPLGMTPGKSEDEQVILDENKL
AEGKPFCMVHEVKPAPPDHNLVAYSVDYIGNEMYTIRFTDNAVTDVVEGTNGQILWGPNASCFFYMTK
DAAERDYKIWRHIIGRPQSEDVCLYTENDLLFSTAMAISGDGSTLIIGSGSFETTESQLLDLRKGNGHTT
LEMVRPREKGVRYDVELHGTENLLILTNKDNCMNGKVVLATRNTPSDWENIIVPHSEDVFIGEIGVFAK
FAVLSGRRGGLTRVWTMPVGSDGLFRSGAFVQEVSFDEPVFTAFPVFSHMKMYDTETLRVSYTSMST
PTTWFDLHVVNGTRTIVKVREVLGNFDAKNYTCRRLFATAPDRTKIPLSIVHDVSLDMSKPHPTVLYAY
GSYGVCVEPEFSVKYLPYLDRGVIYVIAHVRGGGEMGRAWYEVGAKYLTKRNTFSDFIACAEYLIEIGL
TTPSQLACEGRSAGGLLIGAVLNMRPDLFRVALAGVPFVDVMTTMCDPSIPLTTGEWEEWGNPNEYK
FFDYMNSYSPVDNVRAQDYPHLMIQAGLHDPRVAYWEPAKWASKLRALKTDSNEVLLKMDLESGHFS
ASDRYRYWREMSFQQAFVLKHLNARTLLRR
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